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Introducéo

A doenca vascular do transplante apresenta fisiopatogenia semelhante a do processo de envelhecim
vascular e da aterosclerose. Conseqiientemente, genes cujas enzimas estao ligadas a esse processo, ¢
enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) que participa do metabolismo da homocisteina e formag
da placa aterosclerética, passaram a ser valorizados no processo etiopatoldgico da disfuncdo cronice
transplante (DCTx). Neste estudo, as freqiiéncias dos polimorfidirteER (C677T e A1298C) e os niveis
plasmaticos de homocisteina (Hcy) foram avaliados em 45 pacientes submetidos a transplante renal no min
h& 12 meses, 21 com DCTx e 24 com funcao renal normal (FN). A quantificacdo da homocisteina foi realiza
por cromatografia liquida/espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) e a investigagdo dos polimorf
mosMTHFRpela analise de comprimento de fragmentos de restR¢ER-RFLB. O gendtipo 677CT/1298AC

foi associado ao nivel moderado de Hcy em pacientes com DCTx.

MTHFR, Transplante renal, Polimorfismo, Homocisteina.

Vascular disease in renal transplant patients presents a similar physiopathology as vascular aging ¢
atherosclerotic processes. Consequently, genes whose enzymes are linked to this process, such as met
netetrahydrofolate reductase enzyme (MTHFR) that participates in the metabolic degradation of homocyst:
ne and the formation of the atherosclerotic lesion, are considered important in the etiopathic process
chronic renal failure (CAN). In this stud THFRC677T and A1298C polymorphisms frequencies and plasma
homocysteine (Hcy) concentrations were analyzed in 45 renal transplant recipients, 21 with CAN and 24 wi
normal renal function (NFR), all of them underwent renal transplant at least 12 months earlier. Plasma hom
cysteine concentrations were measured by liquid chromatography — tandem mass spectrometry (LS-MS/V
andMTHFR polymorphisms were investigated by restriction fragment length polymorpRIGR-RFLP)

The 677CT/129AC genotype was associated with the moderate level of homocysteine in patients with CAI

MTHFR, Renal transplant, Polymorphism, Homocysteine.

se MTHFR), resultando na substituicdo de alanina por valina

A hiper-homocisteinemia pode ser resultante de altera¢@esproteina produzida. Essa alteracdo esta associada com o aus
genéticas que modificam as enzimas necessérias para a remeiito da termolabilidade da enzima metilenotetrahidrofolato re-
lacao ou transsulfuracéo da homocisteina (Hcy), um amino&ditase que leva a uma reducéo de 50% de sua atividadenormal
do derivado do catabolismo protéico. Fatores adquiridos, tale outro polimorfismo no gemMdTHFR, uma substituicdo de
como a deficiéncia das vitaminag 8B, e de folato também tém adenina para citosina [[AC) no nucleotideo 1298, com mudan-
sido associados com o aumento da Hcy. Niveis elevadosgdade 4cido glutdmico para alanina na proteina produzida, tam-
Hcy podem ser classificados em moderados (16n80L), in- bém tem sido associado com decréscimo da atividade enzimati-
termediéarios (31-1Q0mol/L) e graves (>1Qmol/L)'2 ca

O nivel moderado de Hcy plasmética € comumente associadA aterosclerose prematura e outros eventos degenerativos
a transicdo de citosina para timindl (T) no nucleotideo 677, do endotélio podem ser conseqiientes da hiper-homocisteine-
da regiéo codificadora do gene metilenotetrahidrofolato redutata. O mecanismo de lesfes vasculares induzidos pela hiper-
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homocisteinemia ndo esta claro. Evidéncias experimentais sugacional em Pesquisa de Brasilia/DF — CONEP.

rem que a Hcy pode estar envolvida na aterogénese e trombogg-extracdo de DNA de sangue periférico seguiu a técnica de
nese levando a hiperplasia das células musculares e a fibradslel-Rahmaret al. (1994). As amostras de sangue periférico
facilitando o processo oxidativo vascular, alterando o sisterftaam colhidas em tubos contendo anticoagulante (EDTA) e o0s
de coagulacgéo e reduzindo a regulagdo vasomotora do endiatébcitos foram isolados com auxilio de Ficoll-Paque Plus (Amer-
lioSS, sham Biosciences). O DNA gendmico foi obtido adicionando

Considerando que a doenca vascular do transplante apreses-linfocitos isolados, SDS@dium Dodecyl Sulfateprotei-
ta fisiopatogenia semelhante a do processo de envelhecimardse K e RNAse A. Apos purificagdo com NaCl , o DNA foi
vascular e da aterosclerose, variantes genétiddI Hé-Rque precipitado com etanol e armazenado a°€206n tampao Tris-
alteram o metabolismo da Hppdem estar relacionadas ao proEDTA para posterior andlise.
cesso etiopatologico da disfungdo crénica do transplante. Coi© plasma foi obtido a partir das amostras de sangue periférico
relagbes positivas e negativas entre as variantes moleculaahido apés 12 horas de jejum. A separagéo do plasma foi rea-
desse gene e a disfungéo renal cronica tém sido relatada$izaala imediatamente por centrifugacéo (10 minutos, 3.000 rpm a
literatura em pacientes submetidos a transplant€refdalefe- 18°C). As amostras foram armazenas em freezer —-80°C até o mo-
réncia, ainda, do polimorfismo C677T no gdhi€HFRcomo mento da quantificacdo da Hcy que foi realizada por cromato-
forte candidato para risco aumentado de doencas vaséulamg®fia liquida acoplada a espectrometria de massas seqiencial
embora outros estudos ndo confirmam essa higétésssim, (LS-MS/MS) e possivel em 37 dos 45 pacientes incluidos na
€ extremamente relevante a compreensao dos eventos quedsguis##1112
vam ao processo de degeneracéo cronica do sistema vasculaktécnica de PCR-RFLP, que compreende a amplificacdo das

Nosso estudo investigou as frequiiéncias dos polimorfismssqiiéncias polimérficas do DNA seguida de digestdo por enzi-
C677T e A1298C do geMéTHFRe avaliou o nivel de Hcy em mas de restri¢éo, foi realizada para investigar os alelos polimér-
dois grupos de pacientes submetidos a transplante renal finos do gen®THFR, utilizandoprimerse condic¢des, segundo
minimo h& 12 meses, um grupo com disfun¢éo cronica do traig-et al®. Assim, a amplificacéo foi obtida por 40 ciclos que
plante renal (DCTXx) e o outro com funcao renal normal (FN). compreenderam etapas de desnaturacédo do DN#ACZ@4 60

segundos, de anelamento gosnersa 58C por 60 segundos e
Casuistica e Métodos de extensdo das cadeias &7 por 60 segundos. Os produtos

Trata-se de um estudo seccional cruzado, retrospectivod®PCR foram digeridos com as enzimas de restHigai e
qual os pacientes submetidos a transplante renal no minimdvit#oll para a identificacdo dos polimorfismos C677T e A1298C,
um ano foram classificados em dois grupos, FN e DCTx, de ac@spectivamente, e os fragmentos foram visualizados em gel
do com os niveis de creatinina e proteindria. poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata.

ApGs consentimento livre e esclarecido, foram incluidos naA andlise estatistica foi realizada pelo teste exato de Fisher e
pesquisa 45 individuos (média de idade = 38,9 + 12,7 anos) sMann-Whitney e foi aceito erro a de até 5% com nivel de signi-
metidos a transplante renal (tempo médio de transplante = 5 fcAncia para P<0,05.

2,8 anos), sendo 24 com FN (média de idade = 38,5 + 15 anos;

tempo médio de transplante = 5,3 + 2,4 anos) e 21 com DCResultados

(média de idade = 39,3 £ 9,8 anos; tempo médio de transplante®s resultados genotipicos e as freqiiéncias alélicas dos 45
6,7 £ 3 anos). pacientes investigados para ambos os polimorfismos avaliados

Os pacientes foram procedentes do Instituto de Urologiaercontram-se nas Tabelas 1 e 2. Os gen6tipos 677CT e 1298AC
Nefrologia de S&o José do Rio Preto — SP. De acordo com Nloram mais frequientes nos pacientes com DCTx. Além disso, a
mas Regulamentares de Pesquisa em Seres Humanos, Reketerozigose para ambos os polimorfismos (677CT/1298AC) tam-
¢do 196/96 do Ministério da Saude, este projeto foi aprovaldém foi mais freqliiente neste grupo. A andlise estatistica dos 45
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicinadeientes genotipados ndo mostrou diferencas significantes
Sao José do Rio Preto/SP, CEP — FAMERP e pela Comissitre 0s grupos para os genétipos heterozigotos individuais ou

Tabela 1. Combinagdes genotipicas dos polimorfismos MTHFR C677T2 e A1298CPem 21 pacientes submetidos a transplante renal com
disfuncéo cronica do enxerto (DCTX).

Gendtipo MTHFR 677CC [n = 5 (23,8%)] 677CT [n = 16 (76,2%)] 677TT [n =0 (0%)]
1298AA [n = 7 (33,3%)] 2(9,5%) 5 (23,8%) 0
1298AC [n = 14 (66,7%)] 3 (14,3%) 11 (52,4%) 0

1298CC [n = 0 (0%)] 0 0 0

a Frequéncia alélica de 677T é 0,38 (38%); ° Freqiiéncia alélica de 1298C é 0,33 (33%).

Tabela 2. Combinagdes genotipicas dos polimorfismos MTHFR C677T2 e A1298CP em 24 pacientes submetidos a transplante renal com
fung¢do normal (FN).

Gendtipo MTHFR 677CC [n = 6 (25%)] 677CT [n = 15 (62,5%)] 677TT [n =3 (12,5%)]
1298AA [n = 14 (58,3%)] 2 (8,3%) 9 (37,5%) 3(12,5%)
1298AC [n = 10 (41,7%)] 4(16,7%) 6 (25%) 0

1298CC [n = 0 (0%)] 0 0 0

a Frequéncia alélica de 677T é 0,44 (44%); ° Frequiéncia alélica de 1298C é 0,21 (21%).
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composto (teste exato de Fisher, 677CT P=0,670; 1298AC Bma distribuicao étnica heterogénea, com uma baixa prevaléncia
0,234;677CT/1298AC P =0,073). na populacdo negroitfé® Outros estudos realizados na popu-

O nivel da Hey plasmatica investigado em 37 pacientes apl&cdo brasileira em pacientes com risco para trombose vascular
sentou médias de 42 6ol/L no grupo com DCTx e de revelam niveis elevados de Hcy em pacientes com gendétipo
25,41umol/L no grupo com FN (teste de Mann-Whitney, P MTHFR 677TT, entretanto ndo associam 0 genotipo ao risco
0,084). Hiper-homocisteinemia foi observada em 33 (89,2%) dagmentado da doer€# 181920
37 pacientes que tiveram o nivel de Hcy avaliados. Dois pacienNeste estudo, os polimorfismbsTHFR (C677T e A1298C)
tes com DCTx mostraram niveis de Hcy acima dgud@)/L  n&o diferenciam pacientes com DCTx daqueles com FN, exceto
(hiper-nomocisteinemia grave) e apresentaram os genétiggasa o genotipo 677CT/1298AC presente, preferencialmente, em
677CT/1298AC e 677CT/1298AA. Neste grupo com DCTX, dggacientes DCTx com nivel moderado de Hcy.
oito pacientes que apresentaram o nivel moderado de Hcy, selsmbora estudos demonstrem que a varislifid FR1298CC
(75%) mostraram a combinagao genotipica 677CT/1298AC. Méo altera a funcgédo catalitica ou regulatdria da enzima, que se
grupo com FN, dentre os 15 classificados neste nivel de Hapresenta termoestavel e inalteravel pela variagdo na concentra-
apenas quatro (26,6%) apresentaram o gendtipo composto. Rés-de folatdn vitro?*?2 a alteracdo A1298C resulta em reducéo
se modo, quando comparados os pacientes com nivel de atividade enziméatica em 60% quando combinada com o poli-
moderada entre os grupos (DCTx e FN), a freqiiéncia de caarfismo heterozigoto C677T A freqiiéncia do genétipo ho-
heterozigoto (677CT; 1298AC), bem como do heterozigoto commozigoto 1298CC é comparavel ao gendtipo 677TT (aproxima-
posto (677CT/1298AC) foi maior no grupo com DCTx. A analiseamente 10% dos individuos) e estima-se que aproximadamente
estatistica entre os dois grupos ndo mostrou diferenca sigrif-a 20% da populagéo apresenta o gendétipo heterozigoto com-
cante quando avaliados os gendtipos individualmente (testepdsto (677CT / 1298AC¥. A concentracdo de homocisteina
Mann-Whitney, 677CT P=0,399; 1298AC P=0,052), mas a coplasmética € significativamente mais elevada em individuos he-
binacdo genotipica dos heterozigotos (677CT/1298AC) mostraunozigotos para ambos os polimorfismos (C677T e A1298C),
um valor de P significante (P=0,039). guando comparados a individuos heterozigotos somente para a

A correlagdo dos niveis de Hcy com os gendtidd$iFR  variante A1298C, sugerindo que o polimorfismo A1298C sozi-
esta apresentada nas Tabelas 3 e 4. nho néo afeta significativamente a homocisteina plasmatica, mas

pode exercer um efeito moderado na presenca da variante
Discusséo C677T*?% Em estudo realizado por Fodingeal, (2000}°em

N&o existem dados sobre a freqiéncia dos polimorfismpacientes submetidos a transplante renal, foi demonstrado uma
MTHFRem pacientes transplantados no Brasil e a disponibiforte influéncia dos gen6tipddTHFR677TT/1298AA e 677CT/
dade de informacdes sobre estes polimorfisngopopulagdo 1298AC nos niveis de Hcy e folato.
geral brasileira é escassa. O polimorfismo C677T, investigaddestudos relatam que o nivel elevado da Hcy no plasma pode
em grupos étnicos distintos da populacéo brasileira, apreseaianentar o risco de doencas cardiovasculares em pacientes com

Tabela 3. Distribuicdo genotipica em relagdo aos niveis de homocisteina (Hcy) em 17 pacientes com disfungdo crénica do transplante (DCTXx).

Genotipos MTHFR Hcy normal Hcy moderada Hcy intermediaria Hcy grave
n (%) n (%) n (%) n (%)
677CC 1 (5,9%) 2(11,8%) 1 (5,9%) 0
677CT 1 (5,9%) 6 (35,2%) 4(23,5%) 2(11,8%)
677TT 0 0 0 0
1298AA 1(5,9%) 0 2 (11,8%) 1(5,9%)
1298AC 1 (5,9%) 8 (47%) 3(17,6%) 1 (5,9%)
1298CC 0 0 0 0

Hcy normal: < 15imol/L; Hcy moderada: 15 a 30imol/L; Hcy intermediaria: > 30 a 100imol/L; Hcy grave: > 100imol/L

Tabela 4. Distribuicdo genotipica em relagdo aos niveis de homocisteina (Hcy) em 20 pacientes com funcéo renal normal (FN).

Geno6tipos MTHFR

Hcy normal

Hcy moderada

Hcy intermediaria

Hcy grave

n (%)

n (%)

n (%)

n (%)

677CC
677CT

677TT
1298AA
1298AC

1298CC

0

2 (10%)
0

1 (5%)

1 (5%)
0

6 (30%)

8 (40%)

1 (5%)

7 (35%)

8 (40%)
0

0
2 (10%)
1 (5%)
2 (10%)
1 (5%)
0

0

0
0
0
0
0

Hcy normal: < 15imol/L; Hcy moderada: 15 a 30imol/L; Hcy intermediaria: > 30 a 100imol/L; Hcy grave: > 100imol/L
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glomerulopatia®e naqueles submetidos a transplante f&fal biomarcadores de susceptibilidade ao desenvolvimento desta
Em nosso estudo, embora com casuistica reduzida, a hiperdiefuncdo com o beneficio potencial para a sociedade de pro-
mocisteinemia foi observada em 33 pacientes (89%), concordparcionar 0 conhecimento de novos fatores responsaveis pela
te com Marcuccet al?®(2001) em estudo de pacientes transdisfuncao do transplante, a melhoria do tratamento e o aumento
plantados (90%). Considerando a associacéo observada entta expectativa de vida dos pacientes submetidos a transplante
gendtipo e hiper-homocisteinemia, € de extrema relevancia renal, refletindo em reducgédo de custos médico-hospitalares.
tensificar os estudos nesta area buscando identificar possiveis
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