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A hiper-homocisteinemia, resultante da deficiéncia na conversdo da homocisteina em
cistationina, constitui em fator de risco isolado para doengas vasculares. A mutag¢do
844ins68 do gene da cistationina [B-sintetase é um fator adicional de risco para a
trombose venosa profunda. O objetivo deste estudo foi avaliar a freqiiéncia da muta-
¢do 844ins68 do gene da cistationina [-sintetase em pacientes com trombose venosa
profunda. Foram avaliados em estudo caso-controle 95 pacientes com trombose
venosa profunda, a presen¢a da mutagdo 844ins68 no éxon 8 do gene da cistationina
[B-sintetase. Como critério de inclusdo foi adotada a presenca de trombose venosa
profunda confirmada pelo duplex ou flebografia. O grupo controle constituiu-se de 95
doadores de sangue, sem historia familiar prévia de trombose venosa, com sexo,
grupo étnico e idades pareados aos do grupo de estudo. Foram coletados 5 mL de
sangue venoso com o uso de anticoagulante EDTA de cada participante. O DNA foi
extraido dos leucocitos pelo método DTAB e CTAB. A detec¢do da mutagdo do gene foi
realizada por amplifica¢do de um segmento génico por PCR, com iniciadores que
flanqueiam a regiao de inser¢do e com revelagdo em gel de agarose a 2%, corado
com brometo de etidio, sob luz UV. O fragmento correspondente ao alelo normal
contém 184 pares de base e o correspondente ao alelo mutante, 252 pares de base. O
teste exato de Fisher foi utilizado na andlise dos resultados. A condi¢do heterozigota
para a mutagdo foi encontrada em 14,73% dos pacientes e em 3,1% dos individuos
do grupo controle (p=0,009). A freqiiéncia do alelo mutante mostrou diferenca signi-
ficativa (p=0,01), sendo 0,074 para os pacientes versus 0,016 para o grupo controle.
Nao foram encontrados casos de homozigose. Rev. bras. hematol. hemoter.
2005;27(1):12-15.
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Introdugao

A homocisteina ¢ um derivado da metionina cuja con-
centracdo ¢ influenciada por fatores genéticos, nutricionais
e patologicos. A hiper-homocisteinemia, mecanismo de
hipercoagulabilidade, resulta de alteragdes funcionais das
enzimas envolvidas no metabolismo da metionina ou da defi-
ciéncia de co-fatores enzimaticos como as vitaminas B6 ¢
B12 e o 4cido fdlico. Entre as causas hereditarias da hiper-
homocisteinemia destacam-se a deficiéncia funcional da
cistationina -sintetase (CBS) e a variante termolabil da
metileno tetra-hidrofolato redutase (MTHFR).!23

A deficiéncia na conversdo da homocisteina
em cistationina constitui fator de risco isolado para
doencas vasculares, incluindo a doenca arterial
coronariana,*® o tromboembolismo venoso®’ e o
acidente cerebral vascular. ® Estudos de meta-anali-
se tém reforcado a importancia da hiper-homo-
cisteinemia como fator de risco para o trombo-
embolismo venoso.”!*!

Embora o diagnoéstico laboratorial da hiper-
homocisteinemia possa ser realizado por imuno-
ensaio ou cromatografia, as alteracdes nos genes
CBS e MTFHR somente podem ser analisadas por
métodos moleculares. 2

Diante da importancia que tem sido atribuida
a hiper-homocisteinemia como fator de risco para
doengas tromboembolicas, o objetivo deste estudo
foi avaliar a freqiiéncia da mutagdo 844ins68 do gene da
cistationina [3-sintetase em pacientes com trombose venosa
profunda, da regido noroeste do estado de Sdo Paulo.

Casuistica e Método

Para verificar a freqiiéncia da mutagido 844ins68 no éxon
8 do gene da cistationina [B-sintetase foram avaliados em
estudo caso-controle, 95 pacientes com trombose venosa
profunda, e um grupo controle com 95 doadores de sangue
de Sao José do Rio Preto, sem historia familiar prévia de trom-
bose venosa, com sexo, grupo étnico ¢ idades pareados aos
do grupo de estudo. Como critério de inclus@o dos pacientes
foi adotada a presenca de trombose venosa profun-
da confirmada pelo duplex ou flebografia. Foram
excluidos os pacientes que apresentaram fatores de
risco conhecidos como a imobilizagdo, cirurgias,

consistiu na amplificagdo de segmento génico por PCR, com
iniciadores que flanqueiam a regido de inser¢do (sense 5'-
CTGGCCTTGAGCCCTGAA-3"; anti-sense: 5'-
GGCCGGGCTCTGGACTC-3"). Aamplificagdo consistiu de
um ciclo inicial de trés minutos a 95°C; trinta ciclos com um
minuto a 95°C, um minuto a 60°C e dois minutos a 72°C,
finalizando com um ciclo de trés minutos a 72°C. O produto
da amplificagdo foi revelado em gel de agarose a 2%, com
brometo de etidio, sob luz UV." Os fragmentos correspon-
dentes ao alelo normal e alelo mutante contém 184 e 252 pa-
res de base respectivamente (Figura 1). O teste exato de Fisher
foi utilizado na analise estatistica dos resultados.
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Figura 1. Gel de agarose 2% onde observa-se as bandas correspon-
dentes ao alelo normal (184 pb) e ao alelo mutante (252 pb). Linhas 1,
3 e 5 individuos heterozigotos; linhas 2, 4 e 6, individuos normais

Resultados

Dos 95 pacientes selecionados, 61,0% eram do sexo
feminino e 39,0% do sexo masculino, com idade variando de
20 a 80 anos e média de 42,5 anos. Quanto a etnia, 52,6% dos
individuos apresentavam caracteristicas morfologicas de afro-
descendentes e 47,4% de caucasoides. As caracteristicas
morfologicas determinantes das etnias coincidiram com as
declaragdes dos proprios individuos no momento da obten-
¢do dos termos de consentimento.

A freqiiéncia de heterozigotos para a mutagao 844ins68
foiigual a 14,73% entre os pacientes ¢ 3,1% no grupo contro-
le (p=0,009). A Tabela 1 mostra os resultados das compara-

Tabela 1

Freqléncias dos gendétipos normais e heterozigotos para a mutagéo 844ins68
do gene CBS nos pacientes com trombose venosa profunda e grupo controle

traumas e uso de anticoncepcional. Todos os parti-

cipantes expressaram consentimento livre e escla- PaTziie Gl esteidelFisher

recido e declararam a sua ancestralidade quanto a Gendtipos n % n %

etnia a ser conmderada.. N o 85.3 - 96,3 -
Foram coletados cinco mL de sangue venoso,

com o uso de anticoagulante EDTA, de cada parti-  Heterozigotos 14 14,7 3 3,1 s*

cipante. O DNA foi extraido dos leucocitos pelo mé- 05 100,0 05 100,0

todo DTAB ¢ CTAB."® A detec¢do da mutagido
844ins68 do gene da cistationina [3-sintetase

*S - valor significativo
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¢oes entre as freqiiéncias de heterozigotos obtidos para cada
grupo estudado ¢ a analise estatistica aplicada. A freqliéncia
do mutante mostrou diferenca significante entre os pacien-
tes (0,074) e grupo controle (0,016) comp =0,01.

Quando avaliadas quanto ao sexo e etnia, as freqiién-
cias da mutacdo observadas entre os grupos analisados fo-
ram similares e ndo evidenciaram diferencas significativas
(p>0,05). Nao foram encontrados casos de homozigose.

Discussao

Estudos de meta-analise t€ém confirmado a associa¢do
da hiper-homocisteinemia com os eventos tromboembolicas,
enfatizando-a como fator de risco trombogénico. O estado
nutricional relacionado a caréncia e/ou reposi¢do inadequa-
da de alguns fatores deficientes interfere nos eventos
tromboticos e nas complicagdes relacionadas com a hiper-
homocisteinemia. As vitaminas B6, B12 e os folatos constitu-
em os principais elementos a serem repostos. A prevaléncia
da hiper-homocisteinemia em pacientes com trombose veno-
sa profunda varia de 11,2% a 25%. Segundo dados da litera-
tura,'®*!7!® o risco de trombose é variavel, tendo sido detecta-
do risco relativo (RR) igual a 2,7 (1,3-5,8), com p = 0.009.
Mostram ainda como fatores de risco a redugdo dos niveis
da proteina C, aumento da idade e maior incidéncia no sexo
masculino.'®

Os resultados obtidos para a freqiiéncia da mutacao
844ins68 do gene da cistationina [-sintetase em pacientes
com trombose venosa profunda, comparados com grupo
controle pareado, mostrou diferenca significativa na freqiién-
cia de heterozigotos entre os grupos analisados. Destaca-
mos que foram excluidos do grupo de estudo os individuos
que apresentavam ou relatavam a presenga de fatores
ambientais, nutricionais ou de carater medicamentoso, que
pudessem predispd-los ao risco de desenvolvimento de pro-
cessos tromboembdlicos. No entanto, ndo foram realizadas
as quantificagcdes dos niveis plasmaticos de homocisteina
nestes pacientes, visando relacionar a presenga da mutag@o
ao risco de hiper-homocisteinemia, tendo em vista que o ob-
jetivo principal era avaliar a freqiiéncia da mutagao.

No presente estudo, a maior freqiiéncia de trombose
venosa profunda foi observada entre mulheres, discordando
dos dados da literatura, que relatam uma maior freqiiéncia de
trombose entre homens. Os achados da freqiiéncia da muta-
¢do no gene CBS avaliada foram mais freqilientes entre as
mulheres apesar das diferengas ndo serem estatisticamente
significativas.

O risco relativo de trombose venosa profunda na po-
pulagdo em geral deve ser avaliado para um niimero de anor-
malidades hereditarias, com destaque para as caracteristicas
étnicas. A base molecular da hiper-homocisteinemia devido a
deficiéncia de CBS revela algumas mutagdes especificas re-
lacionadas ao aumento ou diminui¢do de fatores de risco
com fenotipo clinico varidvel, em especial entre caucasianos,
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o que deve ser considerado para a populacgdo brasileira. A
freqiiéncia de 14,7% da mutagdo avaliada no gene CBS
encontra-se dentro da faixa estimada para a populagdo em
geral.

Na regido noroeste do estado de Sao Paulo, local de
origem dos pacientes e grupo controle, a base da formagao
populacional é caucasiana, com participa¢do de italianos,
portugueses e espanhois, miscigenada a afro-descendentes
¢ indigenas em menor proporgao.

Os resultados obtidos destacam a importancia da ava-
liacdo deste mutante na suspeita de processos trombo-
embodlicos ¢ a necessidade de sua relacdo com os niveis
plasmaticos de homocisteina, pois, para nossa regidao, no
grupo avaliado, as diferencgas observadas quanto a etnia ¢
sexo nao foram significativas.

Conclusao

A presen¢a da mutagdo 844ins68 do gene da cistatio-
nina -sintetase em heterozigose, com freqiiéncia aumenta-
da entre portadores de trombose venosa profunda, pode su-
gerir um provavel fator de risco para o desenvolvimento da
doenca. Outras analises devem ser realizadas para confirmar
uma hiper-homocisteinemia, tendo em vista que nao foram
observadas diferencas significativas quanto ao sexo ¢ a ori-
gem étnica no grupo avaliado. Com a miscigenagao da popu-
lagdo brasileira e estudos anteriores relacionando a freqiién-
cia desta mutagao a etnia, destaca-se a importancia da avali-
acdo molecular deste defeito em processo tromboembolicos.

Abstract

Hyperhomocysteinemia, resulting from a deficiency in the conversion
of homocysteine to cystathionine, constitutes an independent risk
factor for vascular diseases. The 844ins68 mutation of the
cystathionine-[3-synthetase gene is an additional risk factor for deep
venous thrombosis. The aim of this study was to evaluate the
frequency of the 844ins68 mutation of the cystathionine-[-synthetase
gene in deep venous thrombosis. In a case control study, 95 patients
with deep venous thrombosis were evaluated in respect to the
presence of the 844ins68 mutation on exon 8 of the cystathionine-[3-
synthetase gene. The inclusion criterion included the presence of
deep venous thrombosis confirmed by duplex or phlebography. A
control group was formed consisting of 95 blood donors, without
previous history of venous thrombosis with data such as gender,
age and race similar to the study group. Five milliliters of venous
blood were collected in EDTA anticoagulant from all the members
of both groups. The DNA was extracted from the leukocytes by te
DTAB and CTAB methods. Detection of the gene mutation was made
by amplification by PCR, using primers for the insertion region and
observed by 2% agarose gel electrophoresis using ethidium bromide
stain. The fragment corresponding to the normal allele contains
184 base pairs and the mutant allele 252 base pairs. The Fisher
exact test was utilized in the analysis of the results. Heterozygote
individuals for the mutation were evidenced in 14.73% of the patients
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and in 3.1% of the control group (p-value = 0.009). The frequency
of the mutant allele demonstrated a significant difference (0.074 for
the patients versus 0.016 for the control group) (p-value = 0.01).
No homozygotic individuals were found. Rev. bras. hematol. hemoter:
2005;27(1):12-15.

Key words: Cystathionine-[-synthetase, deep venous thrombosis;
prevalence, polymorphism.
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