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Resumo

Introdugdo e objetivos: Estudos recentes tém demonstrado um aumento dos niveis de homo-
cisteina na doenca inflamatoria intestinal (DIl). A hiperhomocisteinemia (hHcys) foi confirmada
como um fator de risco independente para doenca arterial coronaria e trombose arterial e
venosa, constituindo um importante fator patogénico a ter em conta na DIl. O objetivo deste
estudo foi avaliar a prevaléncia de hHcys nos doentes com DIl e investigar a associacao entre
os niveis de homocisteina e os seus principais determinantes.

Material e métodos: Estudo prospetivo, unicéntrico, incluindo 47 doentes (29 com doenca de
Crohn e 18 com colite ulcerosa) consecutivamente observados numa consulta de DIl. Efetuado
em todos os doentes estudo analitico, com determinacdo dos niveis de proteina c reativa,
acido folico, vitamina B12 e homocisteina. Os registos clinicos desde a data do diagnodstico
até a determinacao dos niveis de homocisteina foram analisados. A associacdo entre variaveis
categoricas e comparacao de médias foi realizada recorrendo ao teste exato de Fisher e teste
t de Student, respetivamente. Para identificar fatores preditivos de hHcys recorreu-se a uma
analise de regressao linear. Considerou-se o nivel de significancia p < 0,05 e a analise estatistica
foi realizada recorrendo ao SPSS (versao 18.0).

Resultados: Verificou-se a presenca de hHcys em 10,6% dos doentes com DIl. Cinco doentes
(10,6%) apresentavam historia prévia de tromboembolismo. Comparando os doentes de acordo
com os niveis de homocisteina, aqueles com hHcys eram mais jovens (p <0,001), tinham baixos
niveis de acido folico (p <0,001) e uma menor duracao da doenca (p <0,001), tendo-se veri-
ficado ainda uma associacao significativa entre a presenca de hHcys e os habitos tabagicos (p
<0,001). A analise de regressao linear para identificar fatores preditivos de hHcys baseada na
idade, duracao da doenca, niveis de vitamina B12 e acido folico, foi significativa (p=0,001),
justificando 37% da variacao dos niveis de homocisteina desta amostra. Os niveis de acido félico
foram um fator preditivo significativo (p=0,01).
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Introducéao

Conclusdo: A hiperhomocisteinemia é um fendmeno frequente nos doentes com DIl. Medidas
preventivas devem focar-se nos fatores de risco reversiveis relacionados com hHcys, tais como
a cessacao de habitos tabagicos e a correcao de défices vitaminicos.

© 2013 Sociedade Portuguesa de Gastrenterologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos
os direitos reservados.

Hyperhomocysteinemia, an occult threat in inflammatory bowel disease

Abstract

Introduction and objectives: Several recent studies have reported increased homocysteine
levels in Inflammatory Bowel Disease (IBD). Hyperhomocysteinemia (hHcys) has been proved
to be an independent risk factor for coronary artery disease, arterial and venous thrombosis,
making it an interesting candidate as a pathogenic link in IBD. The aims of this study were to
assess the prevalence of hHcys in patients with IBD and to investigate the relation between
homocysteine levels and its main determinants.

Material and methods: Single-center prospective study including 47 patients (29 patients with
Crohn’s disease and 18 patients with Ulcerative Colitis) consecutively observed in a consultation
of Inflammatory Bowel Disease. Blood samples were obtained from all patients following fasting
and these samples were used for determination of C reactive protein, folic acid, vitamin B4, and
homocysteine levels. Clinical data recorded from disease onset to the time of the homocysteine
assay were analysed. Association between categorical variables and comparisons of means were
tested by Fisher exact test and Student t test, respectively. To identify predictive factors of
hHcys in patients with IBD, a linear regression analysis was applied. The statistical level of
significance was established at 5%. Statistical analysis was performed with SPSS (version 18.0).
Results: In our series, 10.6% of IBD patients were found to have hHcys. Five patients (10.6%)
had a previous history of thromboembolism. Compared to patients with normal homocysteine
levels, those with hHcys were younger (p <0.001), had lower levels of folic acid (p <0.001),
and had a lower illness duration (p <0.001). In patients with hHcys there also were a statis-
tically significant difference according to smoking status (p<0.001). Linear regression analysis
to predict homocysteine levels based on age, illness duration, vitamin B, and folic acid levels
was significative (p=0.001) and explain 37% of the variance found in homocysteine levels of
this sample. The level of folic acid was a significant predictor (p=0.01) of hHcys.

Conclusion: Hyperhomocysteinemia is a common phenomenon in patients with IBD. Preventive
measures could focus on reversible risk factors correlated with hHcys, such as cessation of
smoking and correction of vitamin deficiencies.

© 2013 Sociedade Portuguesa de Gastrenterologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. All rights
reserved.

(hHcys) leve ocorre em cerca de 5-7% da populacao em
geral, tem um conhecido efeito trombogénico e apresenta-
-se como um fator de risco independente para doenca

A doenca inflamatoria intestinal (DIl) abrange, essencial-
mente, a doenca de Crohn (DC) e a colite ulcerosa (CU).
Estas caracterizam-se por serem doencas crénicas de eti-
ologia multifatorial complexa e de evolucao variavel, com
periodos de remissdo e exacerbacdo. Clinicamente podem
manifestar-se por um conjunto de sintomas intestinais
diversificados, extraintestinais e sistémicos.E conhecido um
maior risco de complicacdes tromboembolicas nos doentes
com DIl. A incidéncia de fenéomenos tromboembolicos
venosos e arteriais habitualmente descrita na DIl é de
1-8%. No entanto, alguns estudos de autopsias relatam uma
incidéncia tao elevada como 39%"2. Estudos sobre este
tema tém demonstrado que na DIl existe frequentemente
um estado de hipercoagulabilidade envolvendo todos os
componentes do sistema de coagulacao®=.

A homocisteina é um aminoacido sulfurado intermedia-
rio do metabolismo da metionina. A hiperhomocisteinemia

arterial coronaria® e trombose arterial e venosa’~ ™. A
elevacdo dos niveis de homocisteina pode resultar de
alteracoes genéticas nas enzimas envolvidas no metabolismo
da metionina ou homocisteina'® ou de fatores nutricionais'®.
Varios estudos recentes tém documentado um aumento
nos niveis de homocisteina na DII'’-22, podendo o défice
de nutrientes/cofatores essenciais para o metabolismo da
homocisteina, nomeadamente vitamina B2, B6, B12 e acido
folico, ser responsavel pelo aumento dos niveis de homo-
cisteina na DII?>. O défice de vitamina B12 e acido félico
sao condicdes relativamente comuns na DIl, especialmente
na doenca ativa, podendo ser o resultado de estados de
desnutricao, ma absorcao ou tratamento com farmacos anti-
folato como o metotrexato e a sulfassalazina.

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a pre-
valéncia de hHcys nos doentes com DIl e investigar a relacao
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Tabela 1  Principais caracteristicas dos doentes com DC
Variavel Doentes (n=29)
Duracdo da doenca (meses)

Média + SD 41,8 +£49,0

Min-max 1-180
Localizagdo das lesées n (%)

fleo terminal 15 (51,7)

fleo-colon 12 (41,4)

Colon 2 (6,9)
Comportamento da doenca n (%)

Nao estenosante, nao penetrante 19 (65,6)

Estenosante 5(17,2)

Penetrante 5(17,2)
Terapéutica médica n (%)

Corticoides 5(17,2)

5-aminossalicilatos 10 (34,5)

Azatioprina 17 (58,6)

Biologicos 11 (37,9)
Tabagismo n (%)

Nao fumador 24 (82,8)

Fumador 5(17,2)
Antecedentes de tromboembolismo (n)

Trombose da veia porta 1

Acidente isquémico transitorio 1

entre os niveis de homocisteina e os seus principais deter-
minantes.

Material e métodos

Estudo prospetivo, unicéntrico, incluindo 47 doentes com
DIl seguidos em regime de ambulatério na consulta de DII.O
diagnostico de DIl (DC e CU) foi baseado em critérios clinicos,
endoscopicos, imagioldgicos e histologicos?# 25,

A populacao em estudo foi composta por 29 doentes com
CD e 18 com CU, dos quais 32 (68,1%) do sexo feminino,
com idade entre os 16-62 anos (média + DP 36,34 13,2). Os
29 doentes com DC incluidos no estudo tinham uma idade
média de 33,7 £ 11,9 anos (entre os 16-59 anos) e 18 (62,1%)
eram do sexo feminino Os 18 doentes com CU incluidos no
estudo tinham uma idade média de 40,1 & 14,7 anos (entre
os 18-62 anos) e 14 (77,8%) eram do sexo feminino.

As principais carateristicas clinicas dos doentes com DC
e CU sao apresentadas na tabelas 1 e 2, respetivamente.

Para a determinacdao dos niveis de homocisteina nos
doentes com DIl foi obtida uma amostra de sangue venoso,
apos um jejum de 12 h. Através destas amostras sanguineas
foi possivel a determinacao dos niveis séricos de acido félico,
vitamina B12 e homocisteina, para cada doente. O valor
de referéncia para os niveis de homocisteina sérica foi de
<15 umol/L. Os valores de referéncia para a vitamina B12
e acido félico séricos foram de >254pg/mL e > 3,5ng/mL,
respetivamente.

Foram analisados os registos clinicos desde o inicio da
doenca até ao momento do estudo. Registaram-se para cada
doente os seguintes dados: idade, sexo, tabagismo, duracao
da doenca, topografia das lesdes intestinais, historia de

Tabela 2 Principais caracteristicas dos doentes com CU
Variavel Doentes (n=18)
Duracdo da doenca (meses)

Média + SD 50,2 +39,0

Min-max 1-132
Localizagdo das lesées n (%)

Proctite 2 (11,1)

Colite esquerda 3 (16,7)

Pancolite 13 (72,2)
Terapéutica médica n (%)

Corticoides 2 (11,1)

5-aminossalicilatos 15 (83,3)

Azatioprina 8 (44,4)

Biologicos 12 (66,7)
Tabagismo n (%)

Nao fumador 17 (94,4)

Fumador 1(5,6)
Antecedentes de tromboembolismo (n)

Trombose venosa profunda 3

ressecao intestinal, tratamento médico no momento de
inclusdo no estudo e historia prévia de complicacdes trom-
boembodlicas.

Doentes com outras doencas sistémicas, tais como dia-
betes mellitus, hipertiroidismo, doenca hepatica ou renal
cronica ou neoplasia foram excluidos do estudo. Doentes
com DIl com histéria de ressecdo intestinal ou a realizar
suplementos vitaminicos foram também excluidos.

A analise estatistica foi realizada com o programa SPSS
18.0. A associacdo entre variaveis categoricas e comparacao
de médias foi realizada recorrendo ao teste exato de Fisher e
teste t de Student, respetivamente. Para identificar fatores
preditivos de hHcys utilizou-se uma analise de regres-
sao linear, tendo por base os seguintes preditores: idade,
duracao da doenca, vitamina B12 e acido fdlico. Considerou-
-se o nivel de significancia p <0,05.

Resultados

Niveis séricos de acido félico, vitamina B12 e
homocisteina

0 valor médio de homocisteina sérica foi de 10,4 mmol/L
(7,30-19,20mmol/L) nos doentes com CU e 12,0 mmol/L
(6,1-33,8 mmol/L) nos doentes com DC. A presenca de hHcys
foi observada em 5 doentes (10,6%), um doente com CU e
4 doentes com DC.

Os niveis médios de acido félico e vitamina B12
foram de 8,6 ng/mL (1,9-20,0ng/mL) e 722,7 pg/mL (317-
1.075 pg/ml) na CU. Nos doentes com DC foram de 6,6 ng/mL
(1,9-20,0 ng/mL) e 539,0 pg/mL (244-1.320 pg/mL), respeti-
vamente.

Foi identificado défice de acido folico e vitamina B12 em
2 (6,9%) e 10 (34,5%) doentes com DC, respetivamente. No
grupo de doentes com CU os niveis de acido félico estavam
abaixo do valor de referéncia em 4 (22,2%) dos doentes e
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nao foi observado qualquer doente com défice de vitamina
B12.

Fatores associados com hiperhomocisteinemia

Nao se observou uma diferenca estatisticamente significa-
tiva entre os niveis de homocisteina e o tipo de doenca
(p=0,64), motivo pelo qual estas 2 foram consideradas em
simultaneo na avaliacao estatistica subsequente.

No grupo estudado, os doentes com hHcys eram mais
jovens (24,8 +4,1 anos vs 37,5+ 13,2, p <0,001), tinham
um menor tempo médio de duracao da doenca (13,2 +10,5
vs 48,8 +46,3, p <0,001) e niveis médios de acido félico
mais baixos (2,7+0, 7 vs 7,9+ 6,4, p <0,001). Verificou-se
ainda uma correlacao estatisticamente significativa entre a
presenca de hHcys e os habitos tabagicos (80% fumadores vs
20% nao fumadores, p <0,001).

Nao se verificou associacao entre a presenca de hHcys
e o sexo (p=0,65), os niveis de proteina C reativa
(p=0,89), os niveis de vitamina B12 (p=0,93), historia
tromboembolica prévia (p=1,00) ou o tipo de tratamento
(5-aminossalicilatos p=0,65, corticosteroides p=0,57, aza-
tioprina p =0,35; terapéutica com farmacos bioldgicos p=1,
00).

Na analise de regressao linear a idade dos doentes foi
um preditor marginalmente significativo dos niveis de homo-
cisteina, com os doentes mais novos a apresentar uma
tendéncia para niveis mais elevados de homocisteina ( =-
0,30, t=-1,71, p <0,10). Em contraste, a duracao da doenca
(B=-0,09, t=-0,66, n.s.) e o nivel de vitamina B12 (3=0,14,
t=1,03, n.s.) nao foram preditores significativos. O nivel de
acido folico foi um preditor significativo, com valores mais
elevados associados a niveis mais baixos de homocisteina
(B=-0,39, t=-2,67, p <0,05). O modelo de regressao encon-
trado foi significativo (F [4,41]=6,11, p <0,001) e explica
37% da variancia encontrada nos niveis de homocisteina
desta amostra.

Discussao

Estudos prévios referem uma associacao entre a hHcys e a
DIl, variando a prevaléncia de hHcys em doentes com DI|
entre 11-56%'7-23.2628  No nosso estudo, 10,6% dos doentes
com DIl apresentavam hHcys.

Varios estudos tém demonstrado uma associacao entre
hHcys e um baixo nivel de vitamina B12 e/ou défice de acido
folico'2'. Em doentes com DIl os défices vitaminicos sdo
de etiologia multifatorial, incluindo fatores como a ingestao
reduzida, diminuicao da absorcao intestinal, aumento das
necessidades destas vitaminas e interacdo com farmacos?’.
O presente estudo demonstrou que os niveis séricos de acido
folico sao um preditor significativo de hHcys nos doentes
com DII. Por outro lado, os niveis séricos de vitamina B12
nao foram um preditor da presenca de hHcys. E importante
sublinhar que as reservas de vitamina B12 sao geralmente
suficientes para 3-4 anos, mesmo que todas a fontes desta
vitamina sejam suprimidas o que podera explicar, em parte,
o reduzido nimero de doentes com défice de vitamina B12
no presente estudo.

Uma associacao entre a presenca de hHcys e os niveis ele-
vados de proteina C reativa foi previamente reportada numa
série de 106 doentes com DII*°. No entanto, no nosso estudo

nao foi encontrada nenhuma associacao entre a hHcys e
este marcador bioquimico de inflamacao, sendo este achado
corroborado por outros estudos®'.

Os aminossalicilatos tém sido implicados na ma absorcao
de acido félico e hHcys em doentes com DII*Z. No presente
estudo nao se observou qualquer efeito do tratamento (ami-
nossalicilatos, corticosteroides, azatioprina, biologico) nos
niveis de homocisteina.

No nosso estudo, a idade jovem foi apenas um pre-
ditor marginalmente significativo da presenca de hHcys.
A relacdo entre a idade e os niveis de homocisteina foi
previamente reportada em outros estudos?®33, no entanto,
o verdadeiro mecanismo subjacente a esta alteracao nao se
encontra definido na literatura. Varios fatores poderao estar
subjacentes a estes achados, nomeadamente o consumo
de alcool, o tabagismo e os diferentes padroes de ingestao
alimentar.

0 tabagismo tem uma conhecida associacdo com niveis
elevados de homocisteina séria®*3 e com a ocorréncia de
eventos tromboembolicos. No presente estudo, o tabagismo
foi um fator associado com a presenca de hHcys (p <0,001).
Varios mecanismos poderiam explicar o aumento do risco
tromboembdlico em fumadores com hHcys. Fumar inter-
fere com mdltiplos mecanismos vaso-oclusivos, tais como a
agregacao plaquetaria, a viscosidade do plasma e os niveis
de fibrinogénio®. Também a hHcys tem sido associada com
alteracdes da funcao endotelial e do fluxo sanguineo®%%. O
fato de ambos os fatores de risco poderem exercer efeitos
semelhantes, sugere um forte potencial de interacao entre
eles no sentido de produzir dano vascular.

Estudos retrospetivos demonstraram 1,3-6,4% de
complicacbes tromboemboélicas em doentes com DII"23,
No nosso estudo encontramos uma alta prevaléncia (5/47;
10,6%) de eventos tromboembolicos neste grupo de doentes,
no entanto, nao foi observada uma correlacao estatisti-
camente significativa entre a presenca de complicacoes
tromboembdlicas e os niveis séricos de homocisteina.
Apesar da elevada prevaléncia de eventos tromboembdlicos
na nossa populacdo em estudo, o nimero de casos foi
ainda pequeno para fornecer conclusdes seguras, embora
se encontre descrito que elevados niveis de homocisteina
podem predispor os doentes com DIl para complicacdes
tromboembdlicas em combinacdo com outros fatores de
risco circunstanciais ou permanentemente existentes®.

Na nossa série nao foi estudada a prevaléncia de variante
5,10-metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR C677T), a
qual resulta numa menor sintese de 5-metiltetrahidrofolato.
Um estudo prévio'” descreve um total de 17,5% de doentes
com CU e 16,8% dos doentes com DC - homozigotos para
a variante C677T, em comparacao com 7,3% dos controles.
No entanto, nesse estudo, os niveis de homocisteina tam-
bém foram elevados em doentes com DIl sem mutacdo da
enzima MTHFR e os niveis de homocisteina diminuiram apods
a suplementacdo com acido félico, independentemente do
facto de a mutacao ser detetada ou nao.

Em conclusao, a hHcys é um fenémeno comum nos doen-
tes com DIl. Medidas preventivas devem-se focar nos fatores
de risco reversiveis relacionados com hHcys, tais como a
cessacao de habitos tabagicos e a correcao de défices vita-
minicos. Os défices vitaminicos devem ser determinados em
todos os doentes com DIl e a suplementacao de acido folico
deve ser incluida no seu tratamento.
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Novos estudos devem ser realizados para investigar a
etiologia multifatorial do desenvolvimento de eventos trom-
boembolicos em doentes com DIl e a eficacia da correcao
da hHcys com suplementos vitaminicos na reducao destas
complicacoes.
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