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RESUMO

A Doenca da Urina do Xarope de Bordo (MSUD, do inglés, Maple Syrup Urine
Disease) é um erro inato do metabolismo dos aminoacidos de cadeia ramificada: leucina,
isoleucina e valina. A causa € a deficiéncia do complexo enzimatico desidrogenase de
cetoacidos de cadeia ramificada. A sintomatologia € neurolégica e um dos modelos mais
bem descritos para explica-la se baseia na competicdo dos aminoacidos nheutros nha
passagem pela barreira hematoencefédlica, utilizando o transportador de aminoacidos
neutros tipo 1 (LAT1, do inglés, large amino acid transporter type 1). O aumento das
concentracdes de leucina no plasma satura o transportador e, consequentemente, reduz o
influxo de outros aminodcidos no sistema nervoso central, levando ao atraso de
desenvolvimento. No Brasil, o diagnéstico da doenga € tardio e os pacientes tém pobre
controle clinico e laboratorial, resultando em mau prognostico. O objetivo desse trabalho,
portanto, foi avaliar os seis pacientes com MSUD acompanhados no Hospital das Clinicas
(HC — UFMG) quanto aos aspectos clinicos e moleculares, bem como caracterizar o impacto
do tratamento dietético a partir do estudo do perfil de aminoacidos. A metodologia se baseou
no estudo dos prontudrios e em avaliagdes clinicas e nutricionais perioddicas. A quantificacdo
de aminoéacidos no plasma foi realizada utilizando-se a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia, sendo os intervalos de referéncia obtidos a partir de um grupo controle de 60
criangcas saudaveis. O estudo molecular foi realizado por meio do sequenciamento dos
genes envolvidos. Todos os pacientes apresentaram a forma classica da doenca, com inicio
precoce dos sintomas, porém cinco tiveram diagnéstico tardio. A idade no momento do
diagnostico se relacionou com a evolugdo clinica. O estabelecimento de intervalos de
referéncia para aminoacidos séricos e influxo cerebral permitiu a identificagdo de valores
aumentados de AACR, bem como de deficiéncias de diversos aminoacidos. As altas
concentracdes séricas de leucina e de isoleucina estdo associadas com a deficiéncia de
alanina. As deficiéncias de serotonina e catecolaminas no sistema nervoso central devem
ser tratadas por meio de reposicdo nutricional dos aminoacidos deficientes. A aplicacdo de
um método de inquérito alimentar mais fidedigno é necessaria para adequada estimativa de
ingestao de aminoacidos. Em relacdo a caracterizacdo molecular, observou-se que, além da
heterogeneidade de locus, houve também grande heterogeneidade alélica nos individuos
com MSUD em nossa populagéo, tendo sido descritas quatro novas mutacdes. Nao houve

correlacdo aparente entre o genétipo e o fenotipo.

Palavras-chave: Doenga da Urina do Xarope de Bordo; Genética Médica; Transportador 1

de Aminoacidos Neutros; Cromatografia Liquida; Dietoterapia.
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ABSTRACT

Maple Syrup Urine Disease (MSUD) is an inborn error of metabolism of branched
chain amino acids: leucine, isoleucine and valine. The cause is the deficiency of the
enzymatic complex branched chain keto acid dehydrogenase. The symptoms are
neurological and one of the best described models to explain them is based on the
competition of neutral amino acids for the influx through blood-brain barrier, which use large
amino acid transporter type 1 (LAT1). Increases of leucine concentrations in the plasma
saturate the transporter and, consequently, the influx of other amino acids on the central
nervous system decreases, leading to impaired development. In Brazil, patients are
diagnosed late and have poor clinical and laboratorial control, resulting in unfavorable
outcomes. The aim of this study was, therefore, to evaluate six patients with MSUD in
treatment in the Hospital das Clinicas (HC — UFMG), regarding clinical, diagnosis and
molecular characteristics, as well as the impact of the treatment through the study of amino
acids profile. The methodology was based on the study of medical records and on clinical
and nutritional periodical evaluations. The quantification of amino acids in the plasma was
conducted by high performance liquid chromatography and the reference values adopted
were calculated from a control group of 60 healthy children. The molecular study was based
on sequencing of genes involved. All patients presented the classical form of the disease,
with early onset of the symptoms, however five had late diagnosis. The age at the moment of
the diagnosis correlated with the clinical outcome. The establishment of reference intervals
for plasma amino acids and brain influx allowed the identification of increased levels of
branched chain amino acids (BCAA), as well as deficiencies of many amino acids. The high
plasma concentrations of leucine and isoleucine are associated with alanine deficiency.
Deficiencies of serotonin and catecholamines in the central nervous system should be
treated by nutritional replacement of deficient amino acids. The application of a more
consistent method of dietary survey is required for adequate estimation of amino acids
intake. Concerning the molecular characterization it was observed that, besides locus
heterogeneity, there was also a great allelic heterogeneity in individuals with MSUD in our
population and four new mutations were described. There was no apparent correlation

between the genotype and phenotype.

Keywords: Maple Syrup Urine Disease; Medical Genetics; Large Neutral Amino Acid

Transporter 1; Liquid Chromatography; Diet therapy.
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1.1 Erros Inatos do Metabolismo

1.1.1 Definicdo

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) constituem um grupo diversificado de doencgas
individualmente raras, mas que agrupadas correspondem a 10% das doencas genéticas
descritas (JIMENEZ-SANCHEZ, CHILDS E VALLE, 2001). O termo foi cunhado por
Archibald Garrod em 1902, com a descricdo da alcaptonuria, doenca que leva ao
escurecimento da urina quando em contato com alcalis ou ar devido a falha no metabolismo
dos aminoécidos fenilalanina e tirosina (GARROD, 1902; SOUZA, 2002). Sua descricao
contribuiu para o entendimento do metabolismo como uma confluéncia de mdltiplos
sistemas enzimaticos operando em conjunto e que pode apresentar pequenas diferencas
entre individuos (CEDERBAUM e STEPHEN, 2006).

Desde entdo foram descritos mais de 500 distirbios (ARAUJO, 2004;
SANSEVERINO, WAJNER e GIUGLIANI, 2000; SOUZA, 2002) que se enquadram nha
classificacdo de EIM. Em todos os casos ocorrem defeitos enzimaticos que acarretam
interrupcdo de vias metabdlicas e os sintomas surgem devido & auséncia ou redugdo de
sintese de substéncias, acumulo de substrato ou surgimento de rotas metabdlicas
alternativas (EL HUSNY e FERNANDES-CALDATO, 2006). A incidéncia cumulativa é de
1:5.000 nascidos vivos e a forma de herangca €, em geral, autossdmica recessiva
(MARTINS, 2003). Sua relativa raridade e apresentagéo inespecifica podem contribuir para
0 atraso ou nao realizacdo do diagnéstico, com consequéncias por vezes irreparaveis para o
desenvolvimento da crianga (JARDIM e ASTHON-PROLLA, 1996).

1.1.2 Classificacéo

Os EIM podem ser classificados em trés grandes grupos, de acordo com os fendétipos
clinicos da doenca (SAUDUBRAY e CHARPENTIER, 1995; SAUDUBRAY, SEDEL e
WALTER, 2006). As doengas do Grupo 1 s&o os erros do metabolismo intermediério, cujos
sintomas sdo decorrentes de intoxicacdo aguda ou crdnica. Compdem esse grupo as
aminoacidopatias (fenilcetonuria, tirosinemia, MSUD, alcaptonuria, homocistindria), acidurias
organicas (acidemias isovalérica, propiénica, metilmalénica, glutarica), defeitos do ciclo da
uréia (deficiéncia da carbamoil fosfato sintetase, citrulinemia, aciduria arginosuccinica) e as

intoleréncias aos acgucares (galactosemia, intolerancia hereditaria a frutose). Pacientes com
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essas doencas podem apresentar sintomas intermitentes, que surgem por intercorréncias
médicas, como infec¢des agudas, ou por ingestdo aumentada dos alimentos restritos em
cada caso. O tratamento € frequentemente nutricional, por meio da restricdo da substancia
nociva da dieta (MARTINS, 2003).

As doencas do Grupo 2 resultam de deficiéncia na producgéo ou utilizacdo de energia,
devido a distarbios do figado, miocérdio, musculo ou cérebro. Encontram-se nesse grupo as
doencas de depdsito de glicogénio (formas hepéticas e musculares), doencas mitocondriais
e hiperlacticemias congénitas (defeitos de fosforilagdo oxidativa, deficiéncia do complexo da
piruvato desidrogenase) e defeitos da oxidagédo de acidos graxos (deficiéncias de acil-CoA
desidrogenase, deficiéncia de transporte plasmatico da carnitina). Nesse grupo, 0
tratamento nutricional é preconizado de acordo com o tipo de doenca como, por exemplo,
alimentacéo frequente, com restricdo de acucares de absor¢éo rapida e prescricdo de amido
de milho cru para prevencgéo da hipoglicemia na glicogenose tipo 1 (CHEN, CORNBLATH e
SIDBURY, 1984). A suplementacdo de cofatores (L-carnitina, tiamina) pode também ser

utilizada em doencas especificas (MARTINS, 2003).

O Grupo 3 € constituido por distarbios de sintese ou catabolismo de
macromoléculas. Os sinais e sintomas sdo permanentes e progressivos e ndo dependem de
estimulos ambientais. Citam-se as doencas de depdsito lisossdmico (mucopolissacaridoses,
esfingolipidoses, glicoproteinoses, disturbios do transporte de membrana) e as doencas
peroxissomiais (sindrome de Zellweger, adrenoleucodistrofia, doenca de Refsum). A doenca
pode se manifestar ao nascimento ou nos primeiros anos de vida e o tratamento se baseia
no suporte clinico, embora exista terapia de reposicdo enzimatica e a possibilidade de
transplante de medula para algumas doencas lisossomais e peroxissomiais (MARTINS,
2003).

1.2 Doencada Urina do Xarope de Bordo (MSUD)

1.2.1 Definicdo

A Doenca da Urina do Xarope de Bordo (MSUD, do inglés, Maple Syrup Urine
Disease; MIM 248600) tem diversas sinonimias, como Leucinose e cetoaciduria de cadeia
ramificada. E um erro inato do metabolismo dos aminoacidos de cadeia ramificada (AACR):
leucina, isoleucina e valina. A causa é a deficiéncia do complexo enzimatico desidrogenase

de cetoacidos de cadeia ramificada (BCKAD, do inglés, branched chain keto acid
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dehydrogenase). Os sintomas sdo neuroldgicos, com crises agudas de inicio geralmente
nos primeiros dias de vida e deterioragdo crénica decorrente de acimulo de AACR e seus
cetoacidos. Esses compostos sdo responsaveis também pelo odor caracteristico de xarope
de bordo na urina (CHUANG e SHIH, 2001).

1.2.2 Historia

A doenca foi descrita por John Menkes e colaboradores, no ano de 1954, em Boston,
Estados Unidos. A identificacao foi feita a partir de uma familia com quatro filhos, sendo dois
deles falecidos com cerca de trés meses de idade, apos deterioracdo do quadro neurologico
com inicio na primeira semana de vida. A quarta crianca foi atendida com sintomas
neurolégicos degenerativos, convulsées e edema cerebral e, assim como as criancas
falecidas, apresentava odor adocicado caracteristico na urina, comparado ao cheiro do
xarope de bordo (MENKES, HURTT e CRAIG, 1954).

A analise de amostras de urina desse paciente revelou altas concentracdes de
cetodcidos de cadeia ramificada o que levou Menkes a sugerir que a doenca decorria de um
defeito na via dos AACR, confirmado pela identificacdo de altas concentracdes séricas
desses aminoacidos em estudo de Westall e colaboradores, em 1957. Menkes postulou,
ainda, que esses aminoacidos deveriam compartilhar a mesma via de degradagéo, uma vez
que foi observado o aumento concomitante dos trés cetodcidos (MENKES, 1959). A
deficiéncia do complexo BCKAD nos pacientes foi confirmada em 1960, a partir de estudo
de atividade em leucécitos (DANCIS, HUTZLER e LEVITZ, 1960). A restricdo rigorosa de
AACR na dieta foi proposta como forma de tratamento em 1964 (SNYDERMAN, 1964).

1.2.3 Epidemiologia

A incidéncia mundial de MSUD € de 1:185.000 nascidos vivos, baseada em um
estudo de triagem neonatal com 26,8 milhdes de criancas em todo o mundo (CHUANG e
SHIH, 2001). A incidéncia entre os paises, porém, é bastante heterogénea, sendo que
valores maiores foram descritos, por exemplo, na Espanha (1:12.000 a 1:50.000) (FRAGA e
ALONSO-HERNANDEZ, 1987) e em Portugal (1:86.800) (QUENTAL et al., 2010). A maior

frequéncia observada é de 1:176 nascidos vivos, na populagdo menonita do leste da
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Pensilvania, nos Estado Unidos, que é historicamente atribuida a efeito fundador e a pratica
endogamica (DIGEORGE et al., 1982). Essa hipo6tese foi confirmada por Love-Gregory e
colaboradores em 2002, por analise dos haplétipos utilizando marcadores microssatélites.

1.2.4 Via metaboélica

Os AACR sé&o aminoacidos essenciais, neutros, alifaticos, com uma ramificagdo metil
na cadeia lateral. Seus esqueletos carbonados sao incorporados nas proteinas ou
direcionados para degradacd@o oxidativa na mitocondria. S&o metabolizados no musculo
esquelético como fonte alternativa de energia ou oxidados no figado, rins, coracao e tecido
adiposo. A via de oxidacdo dos AACR tem trés etapas em comum: transaminagao,
descarboxilacdo oxidativa e desidrogenacdo, sendo a segunda etapa deficiente em
pacientes com MSUD (CHUANG e SHIH, 2001) (Fig. 1).

A transaminagdo dos AACR é reversivel e catalisada por uma aminotransferase
presente tanto no citosol quanto na mitocondria das células (HALL, 1993). Leucina,
isoleucina e valina sdo convertidas, assim, em seus cetoacidos correspondentes, a-
cetoisocapréico, a-ceto-B-metilisovalerato e a-cetoisovalerato, usando a-cetoglutarato como
receptor do grupo amina (TAYLOR E JENKINS, 1966). A atividade da aminotransferase de
AACR ¢é alta no coracao, rins, diafragma, pancreas, estbmago e glandulas mamarias em
lactac@o, intermediaria no musculo esquelético e baixa no figado (CAPPUCCINO,
KADOWAKI e KNOX, 1978; ICHIHARA, NODA E OGAWA 1973; ICHIHARA, 1975).

O transporte para o interior da mitocdndria é possivel tanto na forma de AACR
guanto de seus cetoacidos, usando transportadores especificos (HUTSON e RANNELS,
1985; LANOUE e SCHOOLWERTH, 1979). Na membrana interna da mitocondria a enzima
BCKAD catalisa a descarboxilagdo oxidativa dos cetoacidos, em uma reagao irreversivel
(HARPER, MILLER e BLOCK, 1984). A enzima é abundante no figado, tem concentragao
intermediaria nos rins e coragdo e baixa no musculo esquelético, tecido adiposo e cérebro.
Supde-se, entretanto, que o musculo esquelético seja 0 maior sitio de descarboxilagdo, uma
vez que corresponde a 40% da massa corporal total (BUSE et al.,, 1972; GOLDBERG e
CHANG, 1978).



24

Proteina dietética
Catabolismo do tecido muscular
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Figura 1: Via catabdlica dos aminoacidos de cadeia ramificada. As setas interrompidas
representam o bloqueio enziméatico presente na MSUD. Essa interrupgao causa acumulo dos AACR e

seus cetoécidos no organismo.
Fonte: Adaptado de ACOSTA e YANNICELLI, 2001

O complexo enzimatico BCKAD é formado por trés diferentes subunidades
cataliticas, sendo um nucleo formado por 24 subunidades de diidrolipoil transacilase (E2) ao
gual estéo ligadas varias copias da descarboxilase de cetoacidos de cadeia ramificada (E1)
e diidrolipoil desidrogenase (E3), além das enzimas regulatérias cinase e fosfatase. E1 é um
tetramero formado por duas cépias de E1a e duas cépias de E18 (PETTI, YEAMAN e
REED, 1978; REED, DAMUNI e MERRYFIELD, 1985). O componente E1 catalisa a
descarboxilacdo mediada por tiamina pirofosfato e subsequente reducédo da fracdo lipoil,
ligada de forma covalente a E2. O lipoil reduzido atua na transferéncia do grupo acil de E1
para CoA, gerando acil-CoA. O componente E3, que possui um FAD ligado, oxida o residuo
diidrolipoil de E2, usando NAD" como aceptor de elétrons (OLIVER e REED, 1982). Pelos
produtos finais de sua oxidacdo a leucina é classificada como aminoéacido cetogénico, valina
como glicogénico e isoleucina como aminoécido cetogénico e glicogénico (CHUANG,
CHUANG e WYNN, 2006).
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1.2.5 Genética

As subunidades E1a, E1B, E2 e E3 da enzima BCKAD sao codificadas por quatro
genes diferentes e mutagcdes em qualquer um deles resultam em doenca. A forma de
heranca é autossémica recessiva e monogénica, ou seja, os individuos afetados sdo sempre
homozigotos ou heterozigotos compostos para mutagdes em um mesmo locus (CHUANG e
SHIH, 2001). Para efeito de classificacdo, a doenca pode ser subdivida em tipos, de acordo
com o gene mutado e com a subunidade da enzima afetada, como apresentado no quadro
1.

Quadro 1 — Classificagéo genotipica da MSUD (MIM 248600)

Tipo Gene Localizacéo Subunidade
1A BCKDHA 19913.2 E1a
IB BCKDHB 6014.1 E1B
Il DBT 1p21.2 E2
1 DLD 7931.1 E3

Nellis e colaboradores (2003) relataram baixa correlacdo gendtipo-fenodtipo
concluindo que n&o h& impacto relevante do locus mutado na evolugéo clinica do paciente.
Outros estudos, no entanto, relatam correla¢des, por exemplo, entre muta¢gdes no gene DBT
e a existéncia de um fendtipo possivelmente responsivo ao tratamento com tiamina
(CHUANG et al., 2004; QUENTAL et al., 2008).

A subunidade E3 é comum aos complexos piruvato e a-cetoglutarato desidrogenase
e sua deficiéncia, portanto, gera fenétipo clinico diverso e mais grave, com poucos casos
descritos na literatura (MATUDA et al., 1984; ROBINSON et al.,, 1981). Quando é
identificado o fendtipo classico de MSUD a pesquisa molecular se baseia no
sequenciamento completo dos genes BCKDHA, BCKDHB e DBT, que possuem entre 9 e 11

éxons e codificam proteinas com 445, 392 e 482 residuos, respectivamente.

Ha um grande numero de mutac¢des descritas para os trés genes. A base de dados
HGMD (The Human Gene Mutation Database), do Instituto de Genética Médica de Cardiff
registra 66 mutacdes para o gene BCKDHA, 66 para o gene BCKDHB e 54 para o gene
DBT, entre mutagcfes sem sentido, de sentido trocado, de sequéncia consenso de splicing,
pequenas delecdes e insercdes, indels, grandes dele¢cBes e rearranjos complexos, todas
levando ao fenétipo de MSUD (CARDIFF UNIVERSITY, 2011).
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1.2.6 Diagnostico

O diagnéstico precoce é o mais forte determinante do sucesso no tratamento de
pacientes com MSUD (CHUANG e SHIH, 2001). Poucos pacientes diagnhosticados apos os
14 dias de vida apresentam desenvolvimento normal e os melhores resultados tém sido
observados quando o tratamento é iniciado antes dos 10 dias (KAPLAN et al., 1991; NORD,
VAN DOORNINCK e GREENE, 1991; SNYDERMAN, 1988). Essa observacdo motivou a
inclusdo da enfermidade nos testes de triagem neonatal em dezenas de paises. No Brasil,
entretanto, a deteccéo precoce da doenca ainda ndo € uma realidade ja que a MSUD néo
esta incluida nos exames de triagem neonatal disponibilizados pelo Sistema Unico de Satde
(SUS). Desde 1995 a técnica utilizada para triagem neonatal de MSUD € a espectrometria
de massa em tandem a partir de sangue coletado em papel filtro, em substituicdo ao ensaio
de inibicdo do crescimento bacteriano anteriormente utilizado (CHACE et al.,, 1995). O
sangue é coletado entre 24 e 48 horas de vida, quando ja pode ser observada elevagéo
sérica da concentracao de leucina e isoleucina em comparacdo aos demais aminoacidos em
criangas afetadas (STRAUSS, PUFFENBERGER e MORTON, 2006). A triagem neonatal
tem mostrado efeitos positivos na redugdo do acometimento neurolégico em criangas com a
doenca (SIMON et al., 2006), embora existam algumas evidéncias de que a técnica falhe em
identificar pacientes com formas variantes de MSUD (PUCKET et al., 2010).

Criancas com sintomas clinicos da doenca ou teste de triagem neonatal alterado,
guando disponivel, devem ter o diagnéstico confirmado através da dosagem quantitativa de
aminoacidos séricos. Em pacientes com MSUD é observado, principalmente, o0 aumento da
concentracdo de leucina em relagdo a outros aminoacidos, como alanina, glutamato,
triptofano, metionina, histidina, fenilalanina e tirosina, sendo que isoleucina e valina podem
estar em concentracbes normais (STRAUSS, PUFFENBERGER e MORTON, 2006). A
guantificacdo de cetoacidos na urina pela técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa é também recomendada (LANCASTER et al.,, 1973). Esses
cetoacidos podem, também, ser faciimente identificados pelo teste da dinitrofenilhidrazina
(DNPH), util como ferramenta de baixo custo para triagem e acompanhamento clinico dos
pacientes, que se apresenta turvo quando os cetoacidos urinarios encontram-se elevados
(STRAUSS, PUFFENBERGER e MORTON, 2006). A presenca de aloisoleucina, um
metabdlito derivado da racemizacdo da isoleucina, é patognomdnica para a doenca
(NORTON et al., 1962; SCHADEWALDT et al., 1999), porém esse exame nao é comumente

realizado no Brasil.
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O fendtipo metabolico pode ser definido a partir da dosagem de atividade enzimética
residual em fibroblastos (CHUANG e COX, 1988) e linfoblastos (JINNO, AKABOSHI e
MATSUDA, 1984). Este teste, entretanto, assim como 0 sequenciamento dos genes para
definicdo das alteracdes moleculares, ndo é imperativo para diagndstico e seguimento
clinico dos pacientes.

1.2.7 Clinica

A sintomatologia observada na MSUD é causada pelo acimulo da leucina e seu
cetoacido a-cetoisocaproico no plasma e 6rgdos e esse composto € também responsavel
pelo odor caracteristico na urina e cerume de pacientes ndo tratados. Pouca toxicidade é
atribuida a concentragbes elevadas de isoleucina ou valina (CHUANG e SHIH, 2001,
KOREIN et al.,, 1994). Os episédios mais graves de intoxicacdo sdo desencadeados por
catabolismo proteico, seja por jejum ou estresse fisiol6gico em recém-nascidos e por
infeccbes, exercicio fisico, injurias ou cirurgias em criancas (BERRY et al., 1991,
THOMPSON, FRANCIS e HALLIDAY, 1991). Nestes episédios de descompensacao
metabdlica podem ser observados fadiga muscular, dor epigéastrica, vémito e disfuncdo
neurolégica aguda manifestada por reducdo da cognicdo, hiperatividade, anorexia,
disturbios do sono, alucinagdes, distonia e ataxia (MORTON et al., 2002).

O quadro neuroldgico é acompanhado de edema cerebral cuja fisiopatologia se inicia
pela desidratac@o hipernatrémica desencadeada por acumulo de AACR, seus cetoécidos,
corpos cetbnicos e acidos graxos livres no compartimento extracelular e consequente
prejuizo aos sistemas de controle de volume celular (STRAUSS e MORTON, 2003). Nessa
situagdo o tecido cerebral tende a acumular ions e outros solutos e a arginina vasopressina
€ simultaneamente liberada (HERTZ, CHEN e SPATZ, 2000; SARFARAZ e FRASER, 1999),
causando acumulo de agua corporal total (GUYTON e HALL, 1996) e aumento da
permeabilidade do cérebro (DEPASQUALE, PATLAK e CSERR, 1989), que ocorre de forma
ainda mais abrupta quando a terapia de correcdo da desidratacdo € instituida (KROLL,
JUHLER e LINDHOLM, 1992). O quadro de edema cerebral pode levar ao Obito por
herniacdo cerebral, principalmente em criancas com idade de 4 a 15 anos, que sé&o

minimamente tolerantes ao aumento do volume cerebral (STRAUSS e MORTON, 2003).

A classificacdo de MSUD pode ser feita em subtipos de acordo com a apresentacao
clinica da doenca, sendo que cerca de 80% dos pacientes possuem a forma classica (BEN-
OMRAN et al., 2006; HENNEKE et al., 2003; SCHOMBERGER et al., 2004; SIMON et al.,
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2006). Nesse caso o inicio dos sintomas é no periodo neonatal e se caracteriza por sucgao
débil, letargia, hipotonia ou hipertonia, opistétono (CABRAL et al., 1998), movimentos de
esgrima ou de pedalar (STRAUSS et al., 2006), cetoacidose, convulsbes e 6bito nos
primeiros meses de vida se a crianca néo for diagnosticada e tratada (CHUANG e SHIH,
2001). A atividade enzimética é frequentemente inferior a 2% do normal (HENNEKE et al.,
2003). Na forma intermediéria ndo é observada catastrofe neurolégica nos primeiros dias de
vida, sendo o diagnostico mais comumente feito durante a infancia devido a atraso no
crescimento e desenvolvimento, convulsdes (FISCHER e GERRITSEN, 1971) e cetoacidose
persistente (MULLER, 1971). Nesses casos, a atividade enzimatica esta entre 3 e 30%
(MITSUBUCHI, OWADA e ENDO, 2005). A forma intermitente é caracterizada por crises de
descompensacdo desencadeadas por situacdes de estresse metabdlico, com normalizagéo
do quadro fora desses episédios e desenvolvimento normal. A atividade enzimatica se
encontra entre 5 e 20% (CHUANG et al, 1995). MSUD responsiva a tiamina tem
apresentacdo semelhante as formas intermediaria e intermitente, mas a administracdo de
altas doses de tiamina, cofator da enzima, pode melhorar o quadro clinico (CHUANG et al.,
2004). Nao existem relatos de pacientes tratados exclusivamente com a suplementacgédo, o
que coloca em duvida a real existéncia dessa forma da doenca (STRAUSS et al., 2006).

1.2.8 Fisiopatologia do dano neurol6gico

O acometimento neurolégico é um achado frequente em pacientes com MSUD, seja
na sua forma aguda ou crbnica, sendo esta Ultima manifestada por atraso no crescimento e
desenvolvimento, anemia, rompimento de barreiras mucosas, imunodeficiéncia e defeitos na
mielinizacdo. Déficits de atencdo, impulsividade, depressdo, panico e hiperatividade sao
também observados com relativa frequéncia, sendo por vezes necessaria a introducao de
medicamentos psicoativos (STRAUSS et al., 2006). O quociente de inteligéncia (Ql) de
pacientes com MSUD é influenciado, principalmente, por idade do diagnostico, condicdo
neonatal e controle metabdlico em longo prazo (NORD, VAN DOORNINCK e GREENE,
1991), sendo que pacientes com diagndstico precoce, ou seja, nos primeiros dias de vida,
tém QI normal (KAPLAN et al., 1991).

Diversos sdo 0s mecanismos propostos indicando que o quadro neurolégico
observado nesses pacientes tem carater multifatorial. Um dos modelos mais bem descritos
se baseia na competicdo dos aminoacidos neutros na passagem pela barreira

hematoencefalica tradicionalmente utilizado como controle de tratamento da fenilcetonulria
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(MATALON et al.,, 2006) e também aplicado a pacientes com MSUD por Strauss e
colaboradores em 2010 (Fig. 2B e 2C).
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Figura 2: Fisiopatologia do dano neurolégico na MSUD. A) Aminoacidos sdo liberados pela
degradacéo de proteina muscular. O acimulo de &cido a-cetoisocapréico em pacientes com MSUD
estimula a transaminagéo reversa com consumo principalmente de glutamina, glutamato e alanina. A
leucina é transportada para o sangue através do sistema LAT2 e leva ao influxo compensatorio dos
demais aminoéacidos neutros. B) A reducdo da concentracdo sérica dos demais aminoacidos é
agravada pelo bloqueio do transportador LAT1 pelas altas concentra¢des de leucina, representado na
figura pela barra sélida. O &acido a-cetoisocapréico é transportado por um transportador de
monocarboxilato (MCT). C) A reducao do influxo dos amino&cidos neutros leva a menor produgéo de
neurotransmissores no sistema nervoso central. A transaminagdo reversa, assim como no musculo,

reduz as concentra¢cdes de glutamato, glutamina e GABA.

Fonte: Adaptado de STRAUSS et al., 2010

O papel dos aminoacidos no desenvolvimento e funcionamento cerebral é
detalhadamente descrito e sabe-se que as diferencas estruturais entre eles influenciam sua
acao no sistema nervoso central. Os aminoacidos neutros do plasma sdo transportados
através da barreira hematoencefalica pelo sistema LAT1 (do inglés, large amino acid
transporter type 1), independente de sodio e energia, bi-direcional e saturdvel em condiges
fisiologicas. Dez aminoécidos utilizam esse mesmo transportador, com afinidades diferentes,

a saber, em ordem decrescente: fenilalanina, triptofano, leucina, metionina, isoleucina,



30

tirosina, histidina, valina, treonina e glutamina. Por esse motivo o sistema LAT1 é sensivel a
competicdo entre aminoacidos e qualquer alteracdo que promova o aumento plasmatico de
um deles ird refletir em menor influxo dos competidores. A constante de Michalelis (K,)
representa a concentracdo que promove meia saturacdo do transportador para cada
amino&cido, na situacdo hipotética de auséncia dos competidores, sendo fortemente
influenciada pela hidrofobia da cadeia lateral dos aminoacidos e sua conformacéo. O K., de
cada aminodacido neutro em relacdo ao transportador LAT1 foi medido em experimento

conduzido por Smith e colaboradores em 1987 e os valores encontram-se descritos no

quadro 2.
Quadro 2 — Valor da Constante de Michaelis (K,) dos amino&cidos neutros em
relacéo ao transportador LAT1

Aminoécido Km (nmol/mL) Aminoacido Km (nmol/mL)
Fenilalanina 11 Tirosina 64
Triptofano 15 Histidina 100
Leucina 29 Valina 210
Metionina 40 Treonina 220
Isoleucina 56 Glutamina 880

Fonte: SMITH et al., 1987

A afinidade dos aminoéacidos pelo transportador € medida por 1/K,,. Como a leucina
tem um baixo K., sua afinidade pelo transportador LAT1 é alta. Consequentemente, quando
seus niveis encontram-se aumentados no sangue, COmo comumente ocorre em pacientes
com MSUD, a leucina satura o transportador, prejudicando o influxo dos demais
aminoacidos e afetando, assim, a regulacdo do volume celular no tecido. Strauss e
colaboradores (2010) estimaram o aporte dos aminoacidos pela barreira hematoencefélica
em pacientes menonitas da Pensilvania, utilizando os valores de aminoacidos séricos e
equacao descrita para esse fim (SMITH e STOLL, 1998). Observaram que muitos pacientes
com MSUD apresentaram baixo aporte crénico de diversos aminoacidos no sistema nervoso
central o que poderia ser causa do atraso de desenvolvimento (STRAUSS et al., 2010). Isso
ocorre porque, além de todos os amino&cidos serem necessarios ao adequado crescimento
e metabolismo do sistema nervoso central, alguns deles s&o ainda precursores de
neurotransmissores, como o triptofano para a serotonina, e a tirosina para as catecolaminas
(SMITH e STOLL, 1998). Nessa populacdo, foi introduzida nova férmula metabdlica de
tratamento com suplementacao de aminoacidos adequada as deficiéncias observadas, com
melhora do controle metabdlico e do padrao de influxo de aminoacidos neutros no sistema
nervoso central (STRAUSS et al., 2010).
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O desequilibrio de aminoacidos € agravado pelo mecanismo de transaminagéo
reversa que ocorre tanto no masculo quanto no sistema nervoso central, desencadeado pela
presenca de altas concentracbes de &cido a-cetoisocapréico. Essa situacdo atua como
estimulo a conversédo do cetodcido em leucina, com consumo de glutamato e reducdo da
concentracdo de glutamina, aspartato, alanina e outros aminoacidos. No musculo isso
promove influxo desses aminoacidos e acentuacdo de sua redugdo sérica (Fig. 2A)
(STRAUSS et al.,, 2010). Segundo Yudkoff e colaboradores (2005) a deplecdo desses
aminoacidos no sistema nervoso central resulta em falha no metabolismo energético devido
a interrupcdo do sistema malato-aspartato e diminuicdo da sintese proteica no tecido

nervoso.

A deficiéncia isolada de um aminoacido também pode ter efeitos graves no
crescimento e desenvolvimento infantis. Strauss e colaboradores (2010) relataram o caso de
um paciente atendido com cinco meses de idade apresentando deficiéncia crbnica de valina,
crescimento cerebral estagnado e hipomielinizagdo. Foi introduzida suplementacéo
agressiva de valina, de modo a manter seus niveis séricos duas vezes maiores que os de
leucina. Com isso, foi observada acelera¢do do crescimento da circunferéncia cefalica e da
mielinizacao cerebral. Os autores concluiram que a deficiéncia de valina apresenta-se como

importante causa de microcefalia em pacientes com MSUD (MORTON et al., 2002).

1.2.9 Tratamento em longo prazo

O tratamento da MSUD é preponderantemente dietético, através da instituicdo de
dieta restrita em AACR por toda a vida, com o0s objetivos de manter adequados 0s niveis
séricos desses aminoécidos, promover crescimento normal e prevenir o catabolismo
proteico, além de minimizar o dano cerebral (CHUANG e SHIH, 2001; PRASAD, DALTON e
LEVY, 1998; SCHONBERGER et al., 2004). O acompanhamento dos pacientes precisa ser
rigoroso e a dosagem sérica de aminoacidos deve ser realizada semanalmente em criangas
menores de um ano, quinzenalmente até os trés anos de idade e mensalmente apés esse
periodo. Essa dosagem deve ser mais frequente na vigéncia de descompensacdo
metabdlica (SOCIEDADE PORTUGUESA DE DOENCAS METABOLICAS, 2007).
Recomenda-se que os niveis séricos sejam mantidos entre 150 — 300 nmol/mL para leucina
e entre 200 — 400 nmol/mL para isoleucina e valina (STRAUSS e MORTON, 2003).

Para tanto, a dieta de pacientes com MSUD deve ser restrita em alimentos altamente

proteicos, como carnes, ovos, leguminosas, leites e derivados e suplementada com férmula
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metabdlica especial isenta de AACR para que sejam supridas as necessidades proteicas e
energéticas da crianga. Por serem aminoacidos essenciais, 0s AACR devem estar presentes
em quantidades minimas na dieta, que variam conforme a faixa etaria do paciente. Esse
aporte € garantido pelo fornecimento de quantidades controladas de formula infantil e
alimentos vegetais com baixo teor proteico. As recomendacdes estabelecidas para
proteinas, AACR, energia e liquidos para pacientes com MSUD estdo apresentadas na

tabela 1.
Tabela 1 — Recomendacdes nutricionais para pacientes com MSUD
Leucina Isoleucina Valina Proteina Energia Liquidos
(mg/Kg) (9/KQg) (Kcal/Kg) (mL/Kg)
Bebés
0 <3 meses 60-100 36-60 42-70 3,5-3,0 120 (145-95) 150-125
3 <6 meses 50-85 30-50 35-60 3,5-3,0 115 (145-95) 160-130
6 <9 meses 40-70 25-40 28-50 3,0-2,5 110 (135-80) 145-125
9 <12 meses 30-55 18-33 21-38 3,0-2,5 105 (153-80) 135-120
Criangas (mg/dia) (g/dia) (Kcal/dia) (mL/dia)
1 <4 anos 275-535 165-325 190-375 230 1300 (900-1800) 900-1800
4 <7 anos 360-695 215-420 250-490 =35 1700 (1300-2300) 1300-2300

7 <11 anos 410-785 245-470 258-550 =40 2400 (1650-3300) 1650-3300
Mulheres

11 <15 anos 550-740 330-445 385-520 250 2200 (1500-3000)  1500-3000
15< 19 anos 550-740 330-445 385-520 250 2100 (1200-3000)  1200-3000
219 anos 400-620 300-450 420-650 250 2100 (1400-2500) 1400-2500
Homens

11 <15 anos 540-720 325-435 375-505 255 2700 (2000-3700) 2000-3700
15 <19 anos 705-945 425-570 495-665 265 2800 (2100-39000 2100-3900
219 anos 800-1000 575-700 560-800 =65 2900 (2000-3300)  2000-3300

Fonte: ACOSTA e YANNICELLI, 2001

A tolerancia a leucina é definida como a quantidade diaria ingerida que esteja
associada a um estado de crescimento normal e niveis séricos estaveis, variando com a
idade, crescimento, estado nutricional e de salude do paciente (STRAUSS et al., 2006).
Tipicamente estes valores se encontram entre 40 — 80mg/Kg em bebés, decrescendo para
20 — 40mg/Kg para criancas e 5 — 15mg/Kg em adultos. Uma vez que a degradacao
enzimatica da leucina nesses pacientes é praticamente nula, sua tolerancia reflete os niveis
de perda insensivel somados a deposicdo de proteina corporal (SCHADEWALDT e
WENDEL, 1997). A suplementacao de isoleucina (20 — 50 mg/Kg/dia para recém-nascidos e
5 — 15 mg/Kg/dia para criancas) e de valina (30 — 60 mg/Kg/dia para recém-nascidos e 10 —
30 mg/Kg/dia para criancas) pode se tornar necesséria devido ao declinio acentuado da
concentracao sérica desses aminoacidos durante o tratamento (RODRIGUES, 2002). Perda

de peso, vermelhiddo da mucosa bucal, fissuras nos cantos da boca, descamacao da pele,
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reducdo do colesterol plasmético e irritabilidade s&o sinais clinicos da deficiéncia desses
aminoacidos (STRAUSS e MORTON, 2003).

O transplante hepatico tem sido preconizado no tratamento de pacientes com MSUD,
sendo capaz de normalizar os niveis plasmaticos de AACR, aumentando a tolerancia a
leucina em mais de dez vezes. A taxa de sobrevivéncia tem sido préxima a 100% e foi

observada estabilizagéo, mas nédo reversdo, do dano cerebral (MAZARIEGOS et al., 2011).

1.2.10 Tratamento da fase aguda

A descompensacdo metabdlica em pacientes com MSUD deve ser evitada através
da instituicdo de uma dieta especifica durante a vigéncia de infec¢bes, vacinagdo, traumas e
qualquer outra situacdo que possa favorecer o catabolismo proteico. Essa dieta deve ser
isenta de leucina, suplementada com isoleucina, valina e energia, o que pode ser atingido
eliminando a proteina natural da dieta e aumentando a concentracéo de formula metabdlica,

lipidios e, ocasionalmente, polimeros de glicose (STRAUSS et al., 2010).

Se ja instituida, a crise de descompensagdo metabdlica deve ser tratada em
ambiente hospitalar, com medidas que visem a reducédo da concentracdo de leucina sérica,
por meio da promogédo do anabolismo. O jejum deve ser evitado, podendo ser iniciada
terapia nutricional enteral ou parenteral. A dieta deve fornecer 150 — 200% da
recomendacao de energia para a faixa etaria, sendo 50% da energia ndo proteica na forma
de lipidios e 50% carboidratos, 2,5 — 3 g/Kg/dia de formula metabdlica isenta de AACR e 20
— 120 mg/Kg/dia de isoleucina e valina. A administragéo de insulina, manitol, furosemida e
solugcdo salina hipertdnica pode ser recomendada para controle do edema cerebral. A
monitorizacdo dos aminoacidos séricos deve ser realizada no intervalo de 1 a 3 dias durante
a fase aguda (STRAUSS e MORTON, 2003; STRAUSS et al.,, 2010). As técnicas de
depuracdo exdgena da leucina tém sido citadas como maneira eficiente de controle
metabdlico (SOCIEDADE PORTUGUESA DE DOENCAS METABOLICAS, 2007), entretanto
existem evidéncias de que a depuragdo enddgena por meio da promoc¢do do anabolismo
apresenta melhores resultados quando comparada as técnicas invasivas de didlise e
hemofiltragdo (MORTON et al., 2002).
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1.2.11 Anélise de aminoacidos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Chromatography), é considerada uma das mais poderosas ferramentas da quimica analitica,
capaz de separar, identificar e quantificar os componentes de qualquer amostra solGvel na
fase movel (WELEY, 2004). Nesse método a fase estacionaria pode ser constituida de um
sélido ou liquido sobre a qual eluira a fase movel, separando os solutos de acordo com a
afinidade. A HPLC utiliza colunas metalicas fechadas com particulas muito finas e bombas
de alta pressédo, o que reduz substancialmente o tempo de analise, com bons resultados

gquantitativos, facilitando a utilizacdo da técnica na pratica clinica (HARRIS, 2005).

A leitura é realizada por meio de acoplamento do aparelho com detector de
fluorescéncia ou de ultravioleta. O procedimento de HPLC é aplicavel na quantificagdo de
ampla gama de substancias, como pesticidas, cosméticos, farmacos, vitaminas proteinas e
aminoacidos (SKOOG, JAMES e STANLEY, 2002).

A quantificagdo de aminoacidos séricos é de grande importancia na identificagéo e
controle de diversas desordens metabolicas (ZOPPA et al., 2006), sendo essa determinacao
comumente realizada utilizando-se HPLC de fase reversa, ou seja, fase mdvel de polaridade
moderada e fase estacionaria apolar, com derivatizacdo pré-coluna (REVERTER, LUNDH e
LINDBERG, 1997). A derivatizagdo consiste na sinalizagdo do composto de interesse com
um grupo quimico necessario a sua deteccdo pela técnica utilizada, por exemplo, um
composto fluorescente. Sua funcdo, assim, € aumentar a seletividade e sensibilidade da

analise, principalmente em amostras biolégicas complexas (WHITE, 1984).

Diversos derivatizantes podem ser utilizados na determinagdo de aminoacidos como,
por exemplo, o ortoftaldialdeido (OPA). A reagédo de derivatizacdo por OPA consiste na
ligacdo desse composto, que em si ndo é fluorescente, com aminas primarias, que ocorre
rapidamente a temperatura ambiente, formando substéncias fluorescentes. A reagdo com o
OPA é, no entanto, bastante instavel e esses compostos serdo rapidamente convertidos a
produtos de degradagcdo néo fluorescentes (LINDROTH, HAMBERGER e SANDBERG,
1986) (Fig. 3).
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Figura 3: Reacdo de derivatizacdo do OPA com aminas primarias. O derivatizado fluorescente
resultante da ligagdo de OPA com aminas primarias sera quantificado com a utilizagédo de detector de

fluorescéncia acoplado ao HPLC.
Fonte: Adaptado de SIMONS e JOHNSON, 1976.

A instabilidade do produto fluorescente e a capacidade do OPA de apenas reagir
com aminoéacidos primarios sdo compensados pelo fato de que sua utilizacdo permite uma
analise de alta sensibilidade e reprodutibilidade (MOLNAR-PERL, 2011), a relativo baixo
custo, tornando-o o derivatizante mais amplamente utilizado na analise de aminoacidos
(LINDROTH, HAMBERGER e SANDBERG, 1986; LIU, 2001).

1.2.12 Avaliag&o do crescimento e desenvolvimento

s

A avaliacdo periddica do crescimento e desenvolvimento € parte essencial do
controle do tratamento de criangcas com MSUD, devendo ser realizada em conjunto, de
forma sistematica e programada. Ao avaliar o desenvolvimento de criancas, quatro grandes
campos devem ser observados: desenvolvimento motor, adaptativo, da linguagem e
pessoal-social. A literatura descreve o0s principais marcos de desenvolvimento segundo
faixas etarias, permitindo o estabelecimento de referéncias de normalidade e a identificacéo
das inadequacfes (CARVALHO et al., 2013).
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Para avaliacado do crescimento a antropometria € uma ferramenta util, ndo invasiva e
de baixo custo (HEYWARD, 2001; PETROSKI, 2003). Na faixa etaria pediatrica as medidas
mais amplamente utilizadas sdo o peso e a estatura ou comprimento, sendo estas
combinadas em indices que, analisados de acordo com padrdes internacionais de
referéncia, permitem a determinagdo da adequagdo do crescimento infantil
(VASCONCELOS, 2007).

As curvas de crescimento da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) sé&o
consideradas como padrao de referéncia a ser utilizado na avaliagdo do crescimento de
criancas e adolescentes e foram desenvolvidas por meio de um estudo multicéntrico,
longitudinal, incluindo criancas de varios paises com diferentes niveis de desenvolvimento
(DE ONIS et al.,, 2007; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a, 2006b, 2006c). As
medidas preconizadas na avaliacdo sdo peso (P), Estatura (E) e indice de Massa Corporal
(IMC), plotados de acordo com a idade (I) sendo que os indices utilizados na andlise da
adequacdo do crescimento variam com a faixa etaria. Para criangas de 0 a 5 anos deve ser
utilizados E/I, P/l, P/IE e IMC/I, para criangas entre 5 e 10 anos E/l, P/l e IMC/I e para
adolescentes E/l e IMC/I (BRASIL, 2004; SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA, 2009;
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006a).

Na literatura, os dados de desenvolvimento de criangas com MSUD s&o escassos e,
na maior parte das vezes, referem-se a populagfes nas quais o diagndstico precoce € uma
realidade. Um estudo multicéntrico realizado no Brasil concluiu que quase todos os
pacientes com a doenga apresentavam algum nivel de atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, variando de leve (38%) a grave (26%). Essa mesma pesquisa demonstrou

que 74% dos pacientes avaliados tinham estado nutricional inadequado (HERBER, 2012).

1.2.13 Avaliagc&do de consumo alimentar

Diversos sdo os métodos de avaliacdo de consumo alimentar descritos na literatura,
sendo o recordatério de 24 horas um dos mais tradicionais e bem aceitos pelos pacientes.
Essa técnica consiste na obtencdo de informacgfes relativas ao consumo de alimentos e
bebidas nas 24 horas anteriores ou no dia anterior ao inquérito (BUENO e CZEPIELEWSKI,
2010; WILLETT, 1998). Sua utilizacdo apresenta diversas vantagens como ser de aplicagédo
rapida, necessitar de recordacdo recente do consumo (BUZZARD, 1998) e, sendo um
método retrospectivo, ndo promover alteragdo da ingestdo alimentar. O entrevistado nao

precisa ser alfabetizado, entretanto, € um método dependente de sua memdria, cooperacéo
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e da interagcdo com o entrevistador (VILLAR, 2001). A coleta de dados deve ser cuidadosa,
buscando obter o0 maximo de informacdo a respeito de por¢cbes e forma de preparo dos

alimentos.

No caso de criangas recomenda-se que as informag¢des de consumo alimentar sejam
obtidas da mée ou responsavel até a idade de sete anos. A partir dessa idade o inquérito
deve ser realizado abordando-se a crianca e solicitando-se auxilio ao responséavel apenas
quando necessério (VITOLO, 2008).

Os dados obtidos nos inquéritos alimentares devem ser adequadamente tratados
para que se tenha uma estimativa fidedigna do consumo dos nutrientes de interesse. Para
tanto podem ser utilizados os dados da Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos
(TACO) (BRASIL, 2011), que traz informagdes nutricionais a respeito dos alimentos mais
habitualmente consumidos pela populagéo brasileira. Uma das complicacdes do tratamento
nutricional de criangas com MSUD é que as tabelas utilizadas e os rétulos de alimentos ndo
possuem informag¢des quanto ao teor de cada aminoacido nos alimentos, devendo essas
quantidades ser inferidas a partir do teor de proteina relatada e das concentragbes de cada
aminoacido nos diversos grupos de alimentos (ACOSTA e YANNICELLI, 2001).
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2 JUSTIFICATIVA
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Dentre a ampla gama de enfermidades atendidas no Ambulatério de EIM do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG) a MSUD configura-se
como a mais frequente dentre as aminoacidopatias. Os cinco pacientes atendidos
atualmente no servico sdo provenientes de diversas regides do estado de Minas Gerais e
recebem, além de atencdo médica, acompanhamento nutricional periédico. Sendo uma
doenca de tratamento em longo prazo essencialmente nutricional e cuja evolugcdo é
diretamente dependente de adequado controle dietético, a presenca de um profissional

nutricionista na equipe de atendimento € de grande importancia.

Um estudo multicéntrico realizado no Brasil em 2012 identificou 83 pacientes ja
diagnosticados com MSUD em todo o pais, estando apenas 48 em acompanhamento
periddico atualmente. Destes, somente 55% tem atendimento com nutricionista e a
inadequacdo do estado nutricional é, como citado anteriormente, extremamente prevalente
(HERBER, 2012).

A precariedade do tratamento desses pacientes em nosso pais € também
evidenciada pela dificuldade de investigacdo diagnostica e acesso a exames laboratoriais
necessarios ao acompanhamento clinico. Além disso, ndo existem intervalos de referéncia
estabelecidos em nossa populagédo, sendo tradicionalmente utilizados dados de literatura
internacional (LEPAGE et al., 1997; SHAPIRA et al., 1989; STRAUSS et al., 2010). Todos
esses fatores contribuem para o diagnostico tardio, pobre controle clinico e laboratorial e

consequente evolucdo desfavoravel desses pacientes.

Diante desse contexto, o presente estudo se justifica pela contribuicdo para a
melhoria do tratamento dos pacientes com MSUD. Para tal fim, procuramos estabelecer
intervalos de referéncia proprios para nossa populagdo, tanto para aminoacidos séricos
como para seu influxo cerebral, como forma de otimizar a conduta nutricional. Além disso, o
estudo consiste, em nosso conhecimento, no primeiro trabalho brasileiro de caracterizagéo

do perfil genético de pacientes com MSUD.
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Avaliar os pacientes com MSUD quanto aos aspectos clinicos e moleculares, bem
como caracterizar o impacto do tratamento dietético a partir do estudo do perfil de

aminoacidos.

3.2 Obijetivos especificos

e Caracterizar a evolugéo clinica e o desenvolvimento neuropsicomotor dos pacientes
com MSUD.

e Auvaliar a ingestao dietética e o estado nutricional dos pacientes.

e Estabelecer intervalos de referéncia para aminoacidos séricos e influxo cerebral de
aminoacidos em nossa populacao, na faixa etaria estudada.

e Quantificar a concentracdo sérica e estimar o influxo cerebral de aminoacidos em
pacientes com MSUD, comparando com os intervalos de referéncia obtidos.

e Caracterizar geneticamente os pacientes com MSUD e descrever possiveis novas

mutacoes.
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4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Departamento de Propedéutica Complementar
da Faculdade de Medicina da UFMG, Unidades Funcionais de Pediatria e de Patologia e
Medicina Laboratorial (UFPLM-HC-UFMG), Comité de Etica em Pesquisa (COEP-UFMG)
sob o numero CAAE - 08169212.2.0000.5149 (Anexo 1) e Diretoria de Ensino, Pesquisa e
Extensao, processo numero 131/12 (DEPE-HC-UFMG) (Anexo 2).

4.2 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo longitudinal, prospectivo e retrospectivo, no qual os pacientes
com MSUD foram acompanhados mensalmente no Ambulatério de EIM (HC-UFMG). Os
individuos que constituiram o grupo controle foram selecionados no Setor de Coleta
Ambulatorial (UFPML-HC-UFMG).

4.3 Pacientes

Participaram do estudo seis pacientes com MSUD, na faixa etaria de 2 a 14 anos.
Para analise de amino&cidos foram incluidos apenas cinco pacientes, pois uma crianga foi a
Obito antes do inicio do estudo, sendo possivel apenas sua caracterizacdo clinica e
molecular. Todas as criancas apresentaram a forma classica da doenca e estavam em

tratamento dietético e suplementacao com férmula metabdlica especial.

4.3.1 Critérios deinclusao

Foram incluidos pacientes em acompanhamento periédico no Ambulatério de EIM,
com diagndstico confirmado de MSUD, tendo este sido efetuado ou ndo nesse servico. A
inclusdo no estudo foi condicionada ao consentimento dos pais ou responsaveis e da
crianca, quando pertinente, por meio da assinatura de Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1). A amostra foi composta por trés criangas menores de 6
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anos, situacdo na qual apenas os pais assinaram o TCLE; uma crianca de 7 anos, que
assinou juntamente com os pais; e um adolescente de 14 anos incapacitado de assinar
devido a limitacdes de desenvolvimento, sendo o consentimento obtido dos pais e o
paciente informado no limite de suas capacidades, conforme orientacdes do Comité de Etica
em Pesquisa (COEP-UFMG).

4.4 Grupo controle

O grupo controle foi constituido de individuos com idade entre 2 e 14 anos, de ambos
0s sexos. O numero amostral foi estipulado através de célculo de amostra aleatéria simples,
para situacdes em que o tamanho populacional € desconhecido e considerando uma
distribuicdo normal dos valores de aminoacidos séricos na populacdo. O erro maximo
permitido foi de 15, nivel de confianca de 95% e foram utilizados valores de desvio padréo
para cada um dos aminodacidos de interesse descritos na literatura (STRAUSS et al., 2010).
O tamanho amostral ideal foi definido como o valor maximo obtido por esse calculo e,
adaptado a viabilidade de coleta, resultou em uma amostra de 60 individuos, suficiente para
atender ao numero amostral estipulado para 15 dos 17 aminoacidos analisados. A figura 4
ilustra a distribuicdo do grupo por sexo e idade.

FREQUENCIA
O 2 N WA OO N ®©O© O

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
IDADE (Anos)

Figura 4: Distribuicdo dos individuos do grupo controle segundo idade e sexo. Foram incluidos
individuos de todas as idades na faixa etaria de 2 a 14 anos. Os numeros nas barras representam a

quantidade de criancas de cada sexo.
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4.4.1 Critérios deincluséo

Foram incluidas criancas saudaveis, que compareceram ao Setor de Coleta
Ambulatorial (UFPML-HC-UFMG) para realizacdo de exames de rotina. A inclusdo na
amostra foi condicionada a assinatura de TCLE pela crianga e/ou pais ou responsaveis, de
acordo com a idade (Apéndice 2). Todos os individuos responderam a um questionario
informando data de nascimento, clinica de origem, doencgas prévias, uso de medicamentos,

tempo de jejum e presenca de vOmitos.

4.4.2 Critérios de exclusao

Foram excluidas criancas com histéria de baixa estatura ou ganho de peso
insuficiente para a idade, que apresentavam quadro de vomitos ou jejum com duragdo
superior a um dia ou que estavam em utilizacdo de substancias conhecidamente
interferentes do perfil sérico de aminoacidos no periodo da coleta, como &cido ascorbico,
aspartame, aspirina, associagdo sulfametoxazol/trimetoprima, glicose, indometacina,
progesterona, testosterona e valproato. Excluiram-se, também, criangas em pré ou poés-
transplante, com doenca hepatica ou renal, diabetes tipo 1, anemia falciforme, leucemias e
outras doencas oncoldgicas, fibrose cistica, sindromes genéticas e dismorfismos, sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), sifilis, visceromegalias e alteragbes hematologicas em

investigacdo, doengas autoimunes, disturbios enddcrinos e hormonais (SHIH, 2003).

4.5 Historia clinica, avaliacdo do crescimento e desenvolvimento

A histéria clinica dos pacientes foi coletada nos prontuarios médicos para obtencéo
de informacdes referentes a consanguinidade dos pais, idade do diagndstico, apresentacéo
clinica, tratamentos anteriores, desenvolvimento neuropsicomotor, exames moleculares,
entre outros. Esses dados foram complementados com entrevista direta aos pais. Durante o
andamento do estudo os pacientes foram avaliados com periodicidade de um més, quando
foi realizado exame fisico, avaliacdo do desenvolvimento infanti e anotacdo de

intercorréncias no periodo.
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As medidas antropométricas aferidas foram peso e comprimento/estatura. Criancas
com idade inferior a dois anos foram pesadas em balanca pediatrica digital Balmak®, com
precisdao de 0,005 Kg e capacidade maxima de 25 Kg e o comprimento foi aferido na
posi¢cdo horizontal, com estadibmetro pediatrico. Para as criangas maiores de dois anos foi
utilizada balanca digital Balmak®, precisdo de 0,05 Kg e capacidade maxima de 150 Kg e
estadidometro vertical para medida de estatura. Bebés foram pesados sem roupas ou fralda e
criancas descalcas, com roupas leves, pés juntos e bragcos estendidos, conforme
metodologia de referéncia (BRASIL, 2004). Criancas com idade superior a dois anos, mas
que ndo deambulam, foram pesadas juntamente com um dos responsaveis e seu peso
inferido por subtracdo e medidas com fita métrica inextensivel, em posicao horizontal. Todas
as medidas foram feitas em duplicata. Os valores de peso (P) e estatura (E) foram utilizados

para calculo do indice de Massa Corporal (IMC), segundo a equac&o 1:

1)

P (Kg)

IMC (Kg/m?) = E (m)?

Essas afericbes foram agrupadas e, juntamente com a idade (I) dos pacientes,
utilizadas para célculo dos indices de avaliagdo nutricional recomendados para cada faixa
etaria. Para criangas menores de 5 anos foram utilizados E/I, P/l, P/IE e IMC/I; com idade
entre 5 e 10 anos E/Il, P/l e IMC/I; e para adolescentes de 10 a 19 anos E/l e IMC/I. A
avaliacdo desses indices se deu por meio de curvas e classificagdes apropriadas para o
acompanhamento de criancas e adolescentes por escores-z (Quadros 3 e 4). A medida do
perimetro cefalico (PC) foi tomada com fita métrica inextensivel e ndo elastica, no ponto
imediatamente acima das sobrancelhas e orelhas. O padrdo de referéncia utilizado foi o

descrito por Nelhaus em 1968, que pode ser aplicado até a idade de 18 anos.

Quadro 3 — Classificacdo do estado nutricional de criancas e adolescentes por E/l e

P/l segundo escores-z

Escores-z Classificacéo Escores-z Classificacéo
E/l P/l
<-3 Muito baixa estatura para idade <3 Muito baixo peso para idade
2-3e<-2 Baixa estatura para idade 2-3e<-2 Baixo peso para idade
2-2 Estatura adequada para idade 2-2 e S+2 Peso adequado para idade
>+2 Peso elevado para idade

Fonte: WHO, 2006¢
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Quadro 4 — Classificagéo do estado nutricional de criangas e adolescentes por P/E e

IMC/I segundo escores-z

Escores-z Classificacéao
P/E e IMC/I (0 a 5 anos) IMC/I (5 a19 anos)
<-3 Magreza acentuada Magreza acentuada
2-3e<-2 Magreza Magreza
2-2 e S+1 Eutrofia Eutrofia
>+1 e S+2 Risco de sobrepeso Sobrepeso
>+2 e S+3 Sobrepeso Obesidade
>+3 Obesidade Obesidade grave

Fonte: WHO, 2006¢

4.6 Avaliagdo do consumo alimentar

No dia da coleta de sangue para dosagem de aminoacidos foi realizado inquérito
alimentar, com o formato de recordatério de 24 horas. Os responsaveis foram orientados a
relatar o consumo de alimentos e bebidas pelas criangcas no dia anterior a consulta,
buscando o maior detalhamento possivel. A partir dos dados fornecidos foi utilizado o
software de nutricdo Dietpro® 5i para calculo das quantidades ingeridas de energia e
proteina, baseando-se em informagfes de tabelas de composi¢cdo de alimentos brasileiras
(BRASIL, 2011; PINHEIRO et al., 2005) e informacdes dos fabricantes no caso de alimentos
industrializados. A ingestdo de cada aminoacido (leucina, isoleucina e valina) foi inferida a
partir da quantidade de proteina nos alimentos consumidos e fatores de conversdo descritos
na literatura, que levam em conta a concentracdo de cada um desses aminoacidos nas

proteinas, variando conforme grupo alimentar (Tab. 2).

Tabela 2 — Teor dos AACR nas proteinas dos diversos grupos alimentares

Teor do amino&cido na proteina (%)

Alimentos Leucina Isoleucina Valina
Pées e Cereais 7,0 3,6 50
Frutas 4,2 2,8 3,7
Vegetais 50 3,7 4,0

Fonte: Adaptado de ACOSTA e YANNICELLI, 2001
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4.7 Analise de aminoacidos

4.7.1 Coleta e processamento de amostras

A coleta de amostras foi realizada no Setor de Coleta Ambulatorial (UFPML-HC-
UFMG), apos jejum preconizado de 8 a 12 horas tanto para pacientes quanto para o grupo
controle. Foram coletados 4 mL de sangue venoso em tubo estéril tipo vacutainer com
EDTA. As amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm por 5 minutos para a separacao do
plasma e este imediatamente congelado a temperatura de -20°C até o momento da analise,

gue foi feita em periodo méaximo de 15 dias.

4.7.2 Dosagem de aminoacidos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A dosagem sérica de aminoacidos foi realizada com periodicidade mensal durante
um periodo de trés meses no grupo de pacientes e uma Unica vez para cada individuo do
grupo controle. As andlises foram realizadas no Nucleo Técnico Operacional (NTO) do
Laboratério Hermes Pardini, em cromatografo Waters Alliance e2795®, coluna Accucore Cig
(150 x 4,6 mm, 2,6 um) Thermo Scientific®, acoplado a detector de fluorescéncia Waters
2475®.

Foi utilizada tecnologia in house validada pela instituicdo segundo ensaios de efeito
de matriz, exatiddo, limites de deteccdo, linearidade, precisdo, reprodutibilidade e
concordancia interlaboratorial. A técnica consistiu no estabelecimento de um gradiente de
pH para separagdo dos analitos, utilizando uma fase mével A composta por tampéo fosfato,
agua e metanol (57/33/30 %v/v) de pH 6,5 e uma fase mével B, composta por tampao
fosfato e metanol (47/53 % v/v) de pH 8,5. Para padronizacdo do método foram utilizados
padrées grau HPLC de 17 aminoacidos Sigma-Aldrich®: aspartato, glutamato, asparagina,
serina, histidina, glutamina, arginina, treonina, glicina, tirosina, alanina, triptofano, metionina,
valina, fenilalanina, isoleucina e leucina. O volume de injecdo padronizado foi de 1 pL e

tempo de corrida de 110 minutos.

Para a analise das amostras biol6gicas foram adicionados em eppendorf 20 pL de
plasma e 100 pL de solucéo derivatizante de OPA, preparado com mercaptoetanol, etanol e
tampao borato em meio basico (pH 9,5). Essa solugdo foi homogeneizada com auxilio de

pipeta e mantida em repouso em temperatura ambiente por 1 minuto para a completa
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derivatizacdo. Apds esse periodo, 100 uL foram transferidos para insert dentro de vial para

injecdo no equipamento. A concentracdo de cada aminoacido foi dada em nmol/mL.

4.7.3 Estimativa de influxo cerebral

O influxo de aminoacidos na barreira hematoencefalica foi estimado por meio de
suas concentracfes séricas, utilizando as equacdes 3 e 4 (SMITH e STOLL, 1998), onde
Km representa a constante de afinidade de Michaelis para o aminoacido de interesse, Ci a
concentragcdo plasmatica em UM de cada um dos competidores e Kmi a constante de
afinidade classica dos competidores. O Kmgy, obtido, que representa o Km aparente na
presenca de competidores, foi entdo utilizado para estimar o influxo cerebral em nmols/min/g
de tecido cerebral de cada aminoacido do grupo, sendo Vs um valor tabelado para a

saturacao maxima de transporte e C a concentracao sérica do aminoacido em estudo.

®3)

Km (app) = Km [1 + Z (%)]

(4)

(Vmax/C)

Inﬂuxo =
[Km(app) + C]

4.8 Analise molecular

O estudo molecular dos pacientes com MSUD foi realizado previamente a esse
trabalho e os laudos foram obtidos nos respectivos registros médicos. A investigacdo se
baseou no sequenciamento completo dos éxons e regides intrénicas flanqueadoras dos
genes BCKDHA, BCKDHB e DBT e foi realizada pelo Instituto de Patologia e Imunologia
Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP), em Portugal, por meio de sequenciador
automéatico ABI 3100 da Applied Biosystems® e DNA extraido de sangue em papel filtro. As
sequéncias de referéncia utilizadas estdo descritas no quadro 5. Os resultados foram

interpretados de forma a determinar o tipo de mutacgéo, inferir a alteracéo na proteina e sua
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patogenicidade e verificar a descricdo prévia da mutacdo utilizando-se a base de dados
HGMD (CARDIFF UNIVERSITY, 2011).

Quadro 5 — Sequéncias de referéncia utilizadas no sequenciamento dos genes
BCKDHA, BCKDHB e DBT

Gene BCKDHA BCKDHB DBT
DNA NT_011109 NT_007299 NT_032977
MRNA NM_000709.2 NM_000056.2 NM_001918.1
Proteina NP_000700.1 NP_898871.1 NP_001909.1

Fonte: NCBI, 2012

4.9 Anédlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando os softwares Excel 2010®, R 2.15.2®,
Medcalc® e Reference Value Advisor®. Os valores de cada um dos aminoécidos séricos e
de influxo cerebral do grupo controle foram testados quanto a normalidade pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os valores de média e desvio padrdo dos dados com distribuicao
normal foram utilizados para célculo dos intervalos de referéncia, considerando-se como
normal a faixa compreendida entre £ 1,96 DP. Para aminoacidos com distribuicdo néo
normal foi utilizada a metodologia ndo paramétrica de determinacdo de intervalos de
referéncia, considerando-se os percentis P2,5 e P97,5 como os limites inferior e superior,
respectivamente. A deteccdo de provaveis outliers foi testada pelo método de Reed (REED,
HENRY e MASON, 1971). Os intervalos de referéncia foram também calculados segundo o
método robusto, apds transformagdo de Box-Cox quando os dados brutos né&o
apresentavam simetria (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2008).
Para o método de distribuicAo normal e método robusto foram gerados intervalos de
confianca de 90% para os limites inferior e superior. Os valores dos aminoacidos séricos e
de influxo cerebral do grupo de pacientes foram transformados em escores padronizados ou
percentis, em relacdo ao grupo controle e apresentados em graficos. Dados descritivos
foram apresentados como mediana e intervalos interquartis (IQ) 25 e 75. Para a
comparacdo de médias foi utilizado o teste de t de Student e de medianas o teste de
Wilcoxon. Para a analise de correlacdes foram utilizados os testes de Pearson para dados
paramétricos e teste de Spearman para dados ndo paramétricos. Em todos os testes foi

adotado o nivel de significancia de p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Caracterizacdo clinica

5.1.1 Paciente 1

Crianca do sexo masculino, nascido em Vespasiano (MG) em 24/12/1998, primeiro
filho de casal consanguineo, primos de 1° grau. Ao nascimento apresentou peso,
comprimento e perimetro cefalico normais e teve alta da maternidade com a mée. Recebeu
leite materno por mamadeira, pois ndo apresentou suc¢do adequada no seio materno,
complementado com férmula infantil a partir dos 7 dias de vida. Aos 9 dias iniciou quadro de
vOmitos, odor atipico no suor, hipoatividade progressiva, dificuldade de sugar, hipoglicemia,
acidose, choro fraco, discreta movimentacdo de membros e deixou de acompanhar
movimentos com o olhar. Foi internado para propedéutica aos 15 dias de vida e constatado
acidose metabdlica, hipotonia axial, hiperreflexia e hipertonicidade de membros. Nesse
periodo foi alimentado com férmula infantil por sonda nasoentérica devido a dificuldade de
succdo. Teve alta hospitalar com diagnostico de refluxo gastroesofagico, hipoglicemia por
ingestdo insuficiente, pneumonia, suc¢do débil e quadro neurologico a esclarecer. O
cariotipo ndo evidenciou alteragbes cromossdmicas e, apesar da cromatografia qualitativa
de aminoacidos ter mostrado aumento de leucina ou isoleucina, o resultado parece nao ter
sido valorizado. Os exames de imagem evidenciaram extenso acometimento de substéncia
branca encefalica, com suspeita de processo desmielinizante secundario a doenca de

Canavan, laudo que confundiu os médicos.

Aos 4 meses de idade a crianga foi internada novamente por um periodo de 10 dias,
com hipotonia generalizada, atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e baixo peso para
a idade. Foi diagnosticada pneumonia aspirativa atribuida a dificuldade de sucg&o presente
desde o nascimento. Apresentando crises convulsivas, a crianga permaneceu internada em
uso de ventilagdo mecénica, antibioticoterapia e anticonvulsivantes. Ap0s reconhecimento
da crianga pela enfermagem devido ao cheiro de sua urina, foi realizada cromatografia
guantitativa de aminoacidos no plasma. O exame evidenciou concentracdo de leucina oito
vezes acima do valor maximo de referéncia e aumentos significativos de isoleucina e valina,
sendo confirmado o diagnéstico de MSUD e iniciado tratamento dietético com férmula
metabdlica especial, porém em servico ndo especializado e sem controle laboratorial. A
crianca evoluiu com melhora clinica importante e resolu¢cao do quadro convulsivo, embora

ainda mantivesse baixo peso para a idade e acidose metabdlica.

Aos 9 meses de idade foi encaminhado ao Ambulatério de EIM (HC-UFMG), ja em

recuperacao do peso e estatura para a idade, mas com evidente atraso do desenvolvimento
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e em descompensacdo metabdlica. Na sua evolucao, com idade de 1 ano e 3 meses tinha
estrabismo convergente, sinal de pseudo Babinski bilateral, ndo apresentava sustento
cefalico e ndo segurava objetos. Foi ajustada a dieta e iniciada suplementacdo de tiamina,
suspensa devido a relato de piora do sono e auséncia de resposta clinica importante.

Aos 3 anos de idade pegava objetos e era capaz de transferi-los de uma méo para a
outra. Aos 8 anos tinha sustento cefalico ainda parcial, sentava sem apoio e tentava falar.
Evoluiu com adequado ganho de peso e estatura, sem ganhos expressivos no
desenvolvimento. Tinha constipacao intestinal crénica. Aos 12 anos foi submetido a cirurgia
de fascia muscular em regido antero-lateral para correcdo de pés equinos e, entao,

comecgou a dar passos com apoio.

Aos 14 anos, o paciente tem microcefalia, baixo peso e estatura adequada, porém
limitrofe, para a idade (Fig. 5 e 6). Tem contato social pobre, senta sem apoio por alguns
instantes, ndo anda, ndo segura objetos, vocaliza, mas ndo forma palavras. Alimenta-se
adequadamente por via oral, consisténcia sélida, sem dificuldades de mastigacdo ou
degluticdo. N&o controla esfincteres, tem constipacdo intestinal crénica, em uso de
polietilenoglicol (PEG). Faz diversos tratamentos de reabilitagdo, como fisioterapia,
equoterapia e natacdo e ndo faz uso de medicamentos. Desde 0s 9 meses nao teve mais
crises de descompensacado metabdlica aguda.
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Figura 5: Paciente 1 — Estatura/idade: A linha continua representa as medicdes realizadas durante
0 estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontuério.

Fonte: Adaptado de DE ONIS et al. 2007
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Figura 6: Paciente 1 — IMC/idade: A linha continua representa as medi¢6es realizadas durante o
estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontudrio

Fonte: Adaptado de DE ONIS et al. 2007

5.1.2 Paciente 2

Crianga do sexo feminino, nascida em 19/01/2005, natural da zona rural de Baependi
(MG). E a quarta filha de casal ndo consanguineo, todos os irm&dos higidos. Sem
intercorréncias na gestacao, nasceu a termo, de parto cirargico e teve alta com a mae. Aos
6 dias de vida iniciou com hipoatividade, vomitos, prostracéo, fezes amolecidas e dificuldade
de succao. Foi internada aos 12 dias de vida e evoluiu com parada respiratoria, sendo
transferida para o Centro de Terapia Intensiva (CTI). Permaneceu em ventilacdo mecanica,
recebendo férmula infantil por sonda nasoentérica por 15 dias, com convulsdes de dificil
controle e apneia. Durante a internacao foi realizada propedéutica para EIM, com exame de
DNPH positivo e aumento da concentragdo sérica de leucina, isoleucina e valina identificado
por cromatografia qualitativa. Foi, entdo, estabelecido diagnostico de MSUD e iniciada dieta
com 1 més e 20 dias de vida. A época apresentava clonus esgotavel, nistagmo horizontal,
fixava pouco o olhar, sorria e se assustava com barulhos. Com 4 meses de idade foi
novamente internada para a continuidade do tratamento devido & dificuldade na obteng&o da
férmula metabdlica especial na cidade de origem. Recebeu, ainda, complementacédo com o0s

aminoacidos valina, alanina, glutamina, além de tiamina para teste de responsividade ao
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cofator, sem resposta clinica importante. Apresentava peso normal, porém tinha baixa

estatura para a idade e microcefalia.

Com 1 ano de idade tinha atraso importante no desenvolvimento: sentava sem apoio,
passava objetos de uma méo para a outra, mas ainda néo engatinhava. Aos 2 anos nao
andava, reconhecia partes do corpo, apontava, segurava a mamadeira sozinha e rabiscava.
Peso e estatura adequados, perimetro cefélico normal, sinal de pseudo Babinski bilateral e

estrabismo.

Aos 3 anos e meio foi observada queda acentuada de cabelo e realizado exame
guantitativo de aminoacidos. Constatou-se a deficiéncia de leucina e isoleucina e houve
resolucdo do quadro apdés ajuste da dieta. Aos 4 anos ficava em pé e comecou a andar com
apoio, com flexdo dos joelhos e na ponta dos pés, sendo submetida a tenotomia de adutores
curtos e longos aos 6 anos de idade para melhora do padrdo de deambulacéo.

Com 8 anos de idade anda com apoio e usando tutor, d4 poucos passos sozinha.
Acompanha com oftalmologista devido a estrabismo e faz uso de tampao ocular e 6culos.
Interage bem, conhece as letras e escreve o proprio nome, mas verbaliza com dificuldade.
Faz fisioterapia, natacdo e acompanhamento com fonoaudiologia. Alimenta-se normalmente
por via oral, ndo faz uso de medicamentos e tem habito intestinal normal. Peso, estatura e

perimetro cefalico adequados para a idade (Fig. 7, 8 € 9).

Idade (meses completos e anos)

Figura 7: Paciente 2 — Peso/idade: A linha continua representa as medic¢des realizadas durante o

estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontuario.

Fonte: Adaptado de DE ONIS et al. 2007
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Figura 8: Paciente 2 — Estatura/idade: A linha continua representa as medi¢cOes realizadas durante
0 estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontuario.

Fonte: Adaptado de DE ONIS et al. 2007
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Figura 9: Paciente 2 — IMC/idade: A linha continua representa as medi¢8es realizadas durante o
estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontuario.

Fonte: Adaptado de DE ONIS et al. 2007
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5.1.3 Paciente 3

Crianga do sexo feminino, natural de Belo Horizonte (MG), nascida em 11/10/2008.
Primeira filha de casal jovem, sadio e ndo consanguineo, nasceu de parto cirdrgico a termo,
com peso e comprimento adequados e teve alta com a mae. Aos 4 dias de vida iniciou
quadro de hipotonia axial alternada com hipertonia, opistétono e movimentos de pedalar,
evoluindo com engasgos, prostracdo e baixa aceitacdo da dieta. Com 9 dias de vida foi
internada com suspeita de meningite, hipoglicemia e convulsdes de dificil controle. Aos 12
dias de vida evoluiu com desidratacdo, fontanela abaulada, apneia, movimentos ténico-
clénicos e reflexos primitivos ausentes sendo encaminhada ao CTI. Iniciada
antibioticoterapia diante da suspeita de sepse e controle das convulsdes com uso de

medicamentos.

No segundo dia de internacdo foi realizada coleta de sangue para dosagem
guantitativa de aminoéacidos, mas o resultado sé foi disponibilizado ap6s 11 dias. O exame
revelou aumento de leucina, vinte vezes acima do valor maximo de referéncia, e de
isoleucina e valina, aproximadamente o dobro do valor normal, sendo confirmado o
diagnostico de MSUD com 23 dias de vida. Foi iniciada nutricdo parenteral com baixo aporte
de aminoacidos e rica em lipideos e glicose por 5 dias, até a obtencdo de férmula especial.
Apbs esse periodo foi instituido tratamento dietético enteral com férmula metabdlica
especial, adicionada de polimeros de glicose e triglicerideos de cadeia média (TCM) para
adequado aporte caldrico. Além disso, foi iniciada suplementagdo com tirosina, valina e
isoleucina e realizacdo de cromatografia de aminoacidos semanalmente. Apos 10 dias foi
liberada dieta por via oral e retirada sonda nasoentérica e a paciente teve alta apés 41 dias

de internagéo.

A primeira ressonancia magnética realizada durante a internagdo mostrava areas
sugestivas de isquemia extensa em tronco cerebral, nicleos da base, capsula interna e
hemisférios cerebrais. A repeticdo do exame ao final da internacdo evidenciava melhora
importante, porém mantendo areas de desmielinizagédo difusas. Os anticonvulsivantes foram
retirados apds novo eletroencefalograma normal (VALADARES, OLIVEIRA e TALAMO,
2010).

Aos 2 meses de idade a crianga apresentou lesdes dermatolégicas extensas
hiperemiadas nas nadegas, regido perianal, occipital, membros inferiores e superiores
associadas a deficiéncia de aminoacidos, com melhora do quadro apds ajustes dietéticos.

Com 4 meses apresentava adequado sustento cefalico e acompanhava o examinador com o
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olhar, tinha peso adequado, mas mantinha baixa estatura para a idade. Evoluiu com ganhos
do desenvolvimento, aos 8 meses sentava sozinha, interagia com o examinador, segurava
objetos e os passava de uma mao para outra. Sem convulsfes, mas mantinha nistagmo.

Nesse periodo foi observada normalizagéo da estatura.

Aos 2 anos e 2 meses andou sem apoio, em uso de tutor e na ponta dos pés.
Presenca de clénus plantar e pseudo Babinski bilateral, hiperreflexia em membros
superiores, estrabismo convergente de leve a moderado e microcefalia. Familia relatava
aparecimento de odor adocicado na urina na presenca de quadro infeccioso. Avaliagdo
fonoaudioldgica identificou degluticdo eficaz e segura, porém alteracdes de fala e linguagem

nao compativeis com a idade.

Com 4 anos a crianga apresenta bom desenvolvimento, frequenta escola regular,
conta historias, interage bem. Foi realizada cirurgia corretiva de fascia muscular devido a
pés equinos, com sucesso. Anda sem apoio, com uso de tutor, sobe escadas apoiando-se
nos corrimdes, mantém hiperespasticidade em membros inferiores e limitagdo da extensao
dos joelhos, além de estrabismo leve. Nao faz uso de medicamentos, alimenta-se
normalmente por via oral e tem hébito intestinal normal. Peso, estatura e perimetro cefalico
adequados para a idade (Fig. 10, 11, 12 e 13).

" :
2 anos 3 anos
Idade (meses completos e anos)

Figura 10: Paciente 3 — Peso/idade: A linha continua representa as medi¢fes realizadas durante o
estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontuario.

Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006
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Figura 11: Paciente 3 — Peso/estatura: A linha continua representa as medic¢des realizadas durante
0 estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontuario.

Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006

Figura 12: Paciente 3 — Estatura/idade: A linha continua representa as medig8es realizadas durante
0 estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontuario.

Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006
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Figura 13: Paciente 3 — IMC/idade: A linha continua representa as medicdes realizadas durante o
estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontuério.

Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006

5.1.4 Paciente 4

Crianga nascida em 18/12/2008, sexo feminino, natural de Diamantina (MG). Terceira
filha de casal consanguineo, primos de 2° grau. Gravidez planejada, sem intercorréncias,
parto cirargico a termo, com peso e comprimento adequados. Pais ja haviam perdido um
filho que nasceu com agenesia unilateral de antebrago e que aos 7 dias de vida iniciou

sintomas de hipotonia, choro fraco e sucg&o débil, evoluindo para 6bito com 11 dias de vida.

Também aos 7 dias, a crianca iniciou quadro de sonoléncia, fontanela tensa e
dificuldade de succdo. Depois de dois meses internada em Diamantina, em uso de sonda
nasoentérica, foi transferida para hospital de Belo Horizonte, onde foi levantada suspeita de
EIM. Coletada amostra para cromatografia quantitativa de aminoacidos, que confirmou o
diagnostico de MSUD. A dieta com formula especial foi iniciada aos 3 meses de idade, por
meio de doacgéo de outros pacientes, pois 0 caso estava aguardando solugdo judicial. Nessa
época a crianca apresentava baixo peso, muito baixa estatura para a idade e microcefalia.
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Aos 8 meses firmou a cabeca, juntava as maos, dava gargalhada, vocalizava, ndo
rolava na cama e ndo sentava, caracterizando atraso no desenvolvimento neuropsicomotor.
Com 1 ano de idade apresentou niveis séricos baixos de leucina, isoleucina e valina,
resultando em lesdes de pele, com melhora apds ajuste dietético. Durante o
acompanhamento clinico mostrou recuperacao do peso e incremento do perimetro cefélico,

mas manteve baixa estatura para a idade.

Com 3 anos de idade foi constatada subluxagdo no quadril, ndo sendo indicado
tratamento cirdrgico. Com essa idade a crianga vocalizava, apontava partes do corpo, ficava
sentada sem apoio apenas por alguns minutos e ndo andava. Apresentava-se espastica,
com clénus esgotavel em membros inferiores e estrabismo divergente. Teve um episddio de

varicela, sem descompensacao metabdlica ou necessidade de internacao.

Aos 4 anos tem peso e perimetro cefalico adequados para a idade, mas mantém
baixa estatura importante (Fig. 14, 15, 16 e 17). Senta sem apoio, troca passos com auxilio
da mée, na ponta dos pés. Vocaliza, mas ndo forma palavras. Reconhece pessoas, aponta
partes do corpo e objetos. Tem clénus esgotavel e estrabismo. Faz fisioterapia, ndo faz uso
de medicamentos. Alimenta-se por via oral, sem dificuldades de degluticdo, habito intestinal
constipado.

0 2
2 anos 3 anos

Idade (meses completos e anos)

Figura 14: Paciente 4 — Peso/idade: A linha continua representa as medi¢cdes realizadas durante o
estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontuario.

Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006
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Figura 15: Paciente 4 — Peso/estatura: A linha continua representa as medicdes realizadas durante
0 estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontuario.

Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006
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Figura 16: Paciente 4 — Estatura/idade: A linha continua representa as medi¢8es realizadas durante
0 estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontuario.

Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006
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2 anos 3 anos
Idade (meses completos e anos)

Figura 17: Paciente 4 — IMC/idade: A linha continua representa as medicodes realizadas durante o
estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontuario.

Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006

5.1.5 Paciente 5

Crianga do sexo masculino, nascido em 02/10/2010, natural de Olhos d’Agua (MG).
Nasceu de parto normal, a termo, com peso, comprimento e perimetro cefalico adequados.
E o 6° filho de casal jovem, sadio e ndo consanguineo. Mae nega abortos, teve um filho
prematuro que faleceu no primeiro dia de vida, demais filhos higidos. Crianca teve alta com
48 horas de vida e manteve-se assintomatico até o terceiro dia, quando iniciou
hipoatividade, sucgdo débil, convulsbes tipo mioclonia na face e odor adocicado na urina.
Foi internado em Montes Claros (MG) por 28 dias, sem alteractes evidentes na tomografia
computadorizada. Voltou para casa onde ficou mais 2 meses, sempre hipoativo, sugando,
mas engasgando muito. Foi novamente internado aos 6 meses de vida por dificuldade de
degluticdo e convulsBes. Ficou em uso de sonda nasoentérica e foi levantada suspeita de
doencga neuromuscular por eletroneuromiografia. O diagnostico de MSUD foi estabelecido
através de cromatografia quantitativa de aminoacidos aos 7 meses de idade, sendo
encaminhado para o HC-UFMG. Foi admitido com quadro de desnutricdo grave, atraso

importante do desenvolvimento neuropsicomotor, hipomimia facial e térax deformado em
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“peito de pombo”. A principio foi introduzida dieta parenteral com restricdo proteica e
posteriormente formula metabdlica especial por via enteral. Permaneceu internado até os 8
meses de idade e teve alta com dieta por via oral, com bom padrdo de succ¢ao, baixo peso e
baixa estatura para a idade. Apresentou melhora da mimica facial e do aspecto do térax. A

tomografia computadorizada mostrou leve reducgdo volumétrica encefélica.

Foi atendido no Ambulatério de EIM aos 10 meses de idade, com r4pido aumento de
peso, mas recuperacdo sutil do comprimento. Perimetro cefélico adequado, nao tinha
contato com o examinador, importante hipotonia axial, ndo sentava, apresentava clénus

inesgotavel nos membros inferiores, além de estrabismo convergente intermitente bilateral.

Com 1 ano e 2 meses foi liberada a oferta de alimentos sélidos por via oral em
acompanhamento com equipe de fonoaudiologia, sempre com baixa aceitacdo. Aos 2 anos
a crianca tem peso adequado para a idade, estatura limitrofe (Fig. 18, 19, 20 e 21) e
microcefalia importante. Evolui com atraso global do desenvolvimento neuropsicomotor, sem
ganhos funcionais. Nao tem sustento cefalico completo, ndo senta, ndo interage com o
examinador, ndo agarra objetos, sorri e da gargalhada. Tem estrabismo, clénus esgotavel,
hipertonia em membros inferiores e convulsdes controladas com medicamento. Tem

aceitacao parcial a dieta e habito intestinal constipado.

L)

Idade (meses completos e anos)

Figura 18: Paciente 5 — Peso/idade: A linha continua representa as medic8es realizadas durante o
estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontudrio.

Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006
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% %
Estatura (cm)

Figura 19: Paciente 5 — Peso/estatura: A linha continua representa as medic¢des realizadas durante
0 estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontuario.

Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006

Comprimento/estatura (cm)
2

Mosos

2 1 8 10 2 "0 2
Nascimento 2 anos 3 anos
Idade (meses completos e anos)

Figura 20: Paciente 5 — Estatura/idade: A linha continua representa as medi¢cdes realizadas durante
0 estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontuério.

Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006
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S
2 anos 3 anos
Idade (meses completos e anos)

Figura 21: Paciente 5 — IMC/idade: A linha continua representa as medi¢des realizadas durante o
estudo e a tracejada os dados retrospectivos coletados em prontudrio.

Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006

5.1.6 Paciente 6

Crianca do sexo feminino, nascida em 01/02/2003, gravidez planejada e parto normal
a termo. Segunda filha de casal consanguineo, primos de 2° grau, natural de Belo Horizonte
(MG). A primeira filha do casal, com histéria de atraso grave do desenvolvimento
neuropsicomotor e inlmeras internacgdes, teve diagnéstico de MSUD com 1 ano e 1 més,
mas n&o chegou a receber tratamento, falecendo dois meses depois. As 50 horas de vida da
segunda filha do casal foi realizada dosagem de aminoacidos que mostrou niveis de leucina
mais de seis vezes acima do valor maximo de referéncia e também aumento de isoleucina e
valina. O teste do DNPH na urina também se encontrava positivo, sendo diagnosticado
MSUD. O aleitamento materno foi suspenso com 60 horas de vida e a dieta especial
introduzida com 78 horas de vida. Crianca permaneceu assintomatica, apresentando apenas
odor adocicado no vérnix, e foi observada normalizacdo dos exames ja no quinto dia de
vida. N&o chegou a apresentar sintomas e manteve peso, comprimento e perimetro cefalico

normais. N&o houve resposta bioquimica adequada a suplementacdo de tiamina. Recebeu,
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além de dieta especial, suplementacdo com os amino4cidos glutamina, alanina, glutamato,

triptofano, isoleucina e valina.

Com 2 meses apresentou quadro de deficiéncia de aminoacidos caracterizado por
sonoléncia, descamacdao e hiperemia nas virilhas e pernas, além de queda de cabelo, com
melhora apds ajuste da dieta. Atingiu todos o0s marcos de desenvolvimento
neuropsicomotor, sentando sem apoio aos 6 meses e andando sem apoio, falando palavras

e fazendo pinca fina com 1 ano e 2 meses.

Apresentou sua primeira crise de descompensacao com 3 anos e 6 meses, durante
amigdalite aguda. Na ocasiao foi internada no CTI com distonia e coma por edema cerebral.
Aos 4 anos e 3 meses foi internada devido a gastroenterite e consequente descompensacao
metabdlica, sendo alimentada por sonda nasoentérica. Ndo apresentou distonia ou edema
cerebral. Aos 5 anos iniciou escola regular, ndo sendo observada qualquer dificuldade
escolar. Fazia uso de formula metabdlica especial e suplementacao de valina. Com 8 anos e
6 meses tinha crescimento (Fig. 22, 23 e 24) e desenvolvimento normais. Foi internada
nesse periodo devido a episddio de descompensacao metabdlica grave por diarreia aguda,
evoluindo para 6bito. A dificuldade maior no controle desta crise foi a falta de disponibilidade
de realizacdo de dosagem de aminoéacidos, sendo tratada de forma empirica.

7 8
Idade (meses completos e anos)

Figura 22: Paciente 6 — Peso/idade: A linha tracejada representa os dados retrospectivos coletados
em prontuario.

Fonte: Adaptado de DE ONIS et al. 2007
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1" 12 13 14 15

Idade (meses completos e anos)

Figura 23: Paciente 6 — Estatural/idade: A linha tracejada representa os dados retrospectivos

coletados em prontuério.

Fonte: Adaptado de DE ONIS et al. 2007

IMC (kg/m?)

13

Idade (meses completos e anos)

Figura 24: Paciente 6 — IMC/idade: A linha tracejada representa os dados retrospectivos coletados

em prontuario.

Fonte: Adaptado de DE ONIS et al. 2007



69

5.1.7 Consideracdes gerais

O quadro 6 resume os dados de diagnéstico e evolucdo clinica dos seis pacientes
com MSUD. Os dados levantados sobre os pacientes acompanhados em nosso Servigo
evidenciam um padrdo clinico bastante claro: sdo criancas aparentemente higidas ao
nascimento, sem intercorréncias na gestacdo ou parto, que apresentam sintomas
inespecificos, porém semelhantes, com poucos dias de vida (mediana 6,0 dias; 1Q 3,5 —
8,0), mas que tiveram diagnéstico tardio (mediana 36,5 dias; 1Q 16,5 — 97,5). Em descri¢céo
da populagéo brasileira de criangcas com MSUD, Herber (2012) encontrou mediana de 10,0
dias para inicio dos sintomas (IQ 5,0 — 30,0) e mediana de 60,0 dias para idade ao
diagnostico (1Q 29,0 — 240,0).

A idade no momento do diagnostico se relacionou diretamente com a evolugéo
clinica, crescimento e desenvolvimento. Em nossa amostra, apenas uma crianca teve
diagnostico e tratamento estabelecidos dentro do prazo de 10 dias, limite preconizado na
literatura (KAPLAN et al., 1991; NORD, VAN DOORNINCK e GREENE, 1991;
SNYDERMAN, 1988), sendo a Unica a apresentar desenvolvimento neuropsicomotor
normal. Entre os demais pacientes, aqueles diagnosticados até os 2 meses de idade
apresentaram melhores padrdes de crescimento e desenvolvimento neuropsicomotor, em

relagéo aqueles diagnosticados apds esse periodo.

Os dados obtidos sugerem que o atraso do diagndstico € o ponto critico da evolucao
de pacientes com MSUD, mas que mesmo o diagndstico precoce nao € capaz de garantir o
sucesso clinico. O caso da Paciente 6 da evidéncias da fragilidade do controle metabdlico e
da complexidade do tratamento dessas criangas, que contribuem para que seu prognéstico

seja incerto.



Quadro 6 — Resumo do diagndéstico e evolucgao clinica dos pacientes com MSUD
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hipoatividade, succao

débil, hipoglicemia,

amolecidas, sucgdo

pedalar, prostracéo,

tensa, sucgédo débil,
hipoatividade

Paciente 1° 2 3 4° 5 6°
Idade do inicio dos 9 dias 6 dias 4 dias 7 dias 3 dias Sem sintomas
sintomas
Idade ao diagndstico 4 meses 1 més e 20 dias 23 dias 3 meses 7 meses 2 dias
Sintomas principais Vémitos, Vémitos, prostracao, Opistétono, Sonoléncia, fontanela | Hipoatividade, sucgéo Sem sintomas
ao diagnostico odor atipico, hipoatividade, fezes movimentos de

débil, convulsbes,

odor adocicado na

limitrofe para a idade

adequados para a

adequados para a

Peso adequado e

baixa estatura para a

débil, convulsdes, succ¢ao débil, urina
acidose, apneia, clénus, hipoglicemia,
choro fraco, nistagmo horizontal convulsdes, apneia
hiperreflexia
Idade atual 14 anos 8 anos 4 anos 4 anos 2 anos -
Antropometria® Baixo peso e estatura Peso e estatura Peso e estatura

Peso adequado e

estatura limitrofe para

Peso e estatura

adequados para a

senta sem apoio, ndo
anda, ndo segura
objetos, vocaliza, ndo
forma palavras,
degluticdo normal,
nao controla

esfincteres.

verbaliza com
dificuldade, conhece
as letras, escreve o

proprio nome,
estrabismo, degluticdo
normal, controle de

esfincteres.

regular, conta
histérias, anda
sozinha usando tutor,
degluticdo normal,
estrabismo leve,

controle adequado de

esfincteres.

troca passos com

apoio, ndo forma
palavras, reconhece
pessoas, estrabismo,

aponta partes do
corpo, ndo controla

esfincteres.

idade idade idade aidade idade

Perimetro cefalico® Microcefalia Normal Normal Normal Microcefalia Normal
(PC=51cm) (PC=45cm)

Desenvolvimento Contato social pobre, Anda com apoio, Frequenta escola Senta sem apoio, N&o tem sustento Normal

cefalico completo, ndo
senta, ndo interage,
estrabismo e clénus
esgotavel, degluticao
normal, ndo controla

esfincteres.

#Segundo afericdes realizadas durante o andamento do estudo.
Filho de pais consanguineos.
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5.2 Analise de aminoacidos

5.2.1 Técnica analitica

A técnica de analise de aminoacidos por HPLC resultou na adequada separacéo de
15 dos 17 analitos. Os aminoacidos treonina e glicina, no entanto, ndo puderam ser
completamente separados, sendo obtida apenas a quantificacdo de seu somatorio. A baixa
resolucdo de alguns analitos € comum na analise de aminoacidos, justamente por se
tratarem de mdultiplos compostos, com propriedades quimicas e tempos de retencdo muito
préximos. Mudancas nos parametros analiticos, como temperatura, pH de solucdes tampéo
e gradiente, podem ser instituidas para otimizar a separacdo desses pares, porém a
resolucdo de outros aminoacidos tende a ser prejudicada (ARMSTRONG, JONSCHER e
REISDORPH, 2007; LIU et al., 1998; REVERTER, LUNDH e LINDBERG, 1997). Algumas
vezes, a realizagdo de duas corridas utilizando técnicas diferentes é necesséaria para a
separacdo e quantificacdo de todos os aminodcidos de interesse. As figuras abaixo
representam o perfil obtido na quantificacdo dos aminoacidos em solucéo padrao (Fig. 25) e
em plasma (Fig. 26).

3800,00
3600,00
340,00 1
3200,00 aQ T
e g
3000,004 o 2
= = 1
2800,00-| g a
2600,004 § S 1
4 = = . o
240000 s S g 2
] of o I~
220000 § g ¥ &l s
£ 200000 - = <
o =
£ 1500004 = ot g g o = %
5 2 3 G, SR B 8
& 600,00 = =z g - a 5 8 . 5 o
1400,00 o = S g | o = S i "
=} 2 & 8| - 2
1200,00 = & @0 . E = % % o
e 4 @ @ < o = 5 =1
1000,004 = o 3 = = = 3 o ]
& g & S B 5| = 3 =
500,00 o [} E [ I @
2 = = = 1
600,004 =}
400,004 &
200,004
0,00 D bt
.

0,00 10,00 2000 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00 90,00 100,00 110,00

Figura 25: Perfil cromatografico na quantificacdo dos aminoacidos em solucéo. Os picos estédo

identificados segundo o amino&cido e seu respectivo tempo de retencao.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Armstrong%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17659659
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jonscher%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17659659
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jonscher%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17659659
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reisdorph%20NA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17659659
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reverter%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9300902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lundh%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9300902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lundh%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9300902
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Figura 26: Perfil cromatografico na quantificagdo dos aminoacidos em plasma de individuo do
grupo controle. Os picos estdo identificados segundo o aminoacido e seu respectivo tempo de

retencéo.

Durante a realizacdo das andlises observou-se a presenca de um pico adicional
entre os aminod&cidos isoleucina e leucina no plasma dos pacientes com MSUD, em relacéo

ao plasma de individuos do grupo controle (Fig. 27). A identificacdo desse pico como sendo

de aloisoleucina se deu por meio de adi¢cao do padrdo desse aminoacido a solucao.
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Figura 27: Detalhe da presenca de pico adicional de aloisoleucina no perfil cromatografico de
pacientes com MSUD. Os picos estéo identificados segundo aminoéacido e seu respectivo tempo de

retencgéo.

Como citado anteriormente, a presenca da aloisoleucina em quantidades

significativas no plasma é patognomoénica para o diagndstico de MSUD. Estima-se que,
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enquanto a aloisoleucina pode ser detectada em 99% e 90% das amostras de individuos
com a forma classica e variante, o aumento concomitante de todos os AACR ocorra em
apenas 2% e 3%, respectivamente, dessas amostras. Esses dados demonstram a
importancia da utilizagdo de técnicas de analise capazes de detectar a aloisoleucina, uma
vez que ha aumento significativo da sensibilidade do diagndstico. As concentragdes séricas
de aloisoleucina e isoleucina, seu precursor, parecem estar relacionadas, mas mais estudos
S80 necessarios para estabelecer sua relacdo com a gravidade da doenca e sua importancia
no controle metabdlico (SCHADEWALDT et al., 1999).

5.2.2 Intervalos de referéncia

Sabe-se que a idade pode ser um fator de influéncia na concentracdo sérica de
aminoécidos, no entanto esse efeito € mais acentuado em criangas menores de um ano e,
em especial, no primeiro més de vida (BREMER et al., 1981, SHIH, 1993). Para averiguar a
influéncia dessa variavel no grupo estudado, os dados foram escalonados para as faixas
etarias de 2 a 7 anos e de 8 a 14 anos, de acordo com estratificacdes descritas na literatura
(GREGORY et al., 1986; LEPAGE et al., 1997). Ndo houve diferenca significativa entre os
valores médios obtidos para a grande maioria dos aminoacidos, o que justifica a
manutencdo dos individuos em um Unico grupo. Ressalta-se, ainda, que outros estudos
trabalham com faixas de idade semelhantes, sendo o mais classico o descrito por Shapira e
colaboradores (1989), que estabeleceu um Unico intervalo para individuos entre 2 e 18 anos
e € amplamente adotado como referéncia para laboratérios. Também nédo foram observadas
diferencas significativas para a grande maioria dos aminoécidos entre sexo masculino e
feminino, o que é condizente com a literatura, para a faixa etéria estudada (GREGORY et
al., 1986).

Alguns autores consideram que a coleta de sangue para dosagem de aminoacidos
deve ser feita preferencialmente pela manha, apés jejum (SHIH, 2003). A padronizacdo
dessas condicdes, portanto, foi aplicada principalmente como forma de reduzir possiveis
variacbes entre a coleta realizada para grupo caso e controle. Diversos laboratérios, no
entanto, dispensam a realizacdo de jejum para a dosagem quantitativa de aminoacidos uma
vez que essa indicacdo ndo é absoluta e dados da literatura demonstram uma grande
homeostase na concentracdo de aminoacidos em jejum e no estado alimentado (SCRIVER
et al., 1985). Esses dados sugerem que, provavelmente, resultados semelhantes poderiam

ter sido obtidos mesmo sem a padronizacdo dessa condicao de coleta.
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Para amostras de 40 < n < 120 o CLSI recomenda a utilizagdo do método
paramétrico (+ 1,96 DP) de defini¢cdo de intervalos de referéncia para dados com distribuicao
normal e do método ndo paramétrico (P2,5 e P97,5) para dados com distribuicdo nao
normal. A utilizagdo do método robusto é também fortemente recomendada para esse
tamanho amostral, uma vez que exige apenas a distribuicAo simétrica, mas n&o
necessariamente gaussiana dos dados. Essa metodologia consiste na utilizacdo de
estatisticas robustas (mediana e desvio absoluto mediano) e é menos sensivel a presenca
de outliers (HORN, PESCE e COPELAND, 1998). Quando a simetria ndo é observada nos
dados brutos, recomenda-se que esses sejam submetidos a transformacédo de Box-Cox
antes do calculo pelo método robusto. Outra vantagem desse método é que ele permite o
calculo preciso do intervalo de confianga de 90% para os limites inferior e superior, 0 que
nao ocorre com o método de percentis para n < 120 (CLINICAL AND LABORATORY
STANDARDS INSTITUTE, 2008; GEFFRE et al., 2011).

As tabelas 3, 4, 5 e 6 trazem os intervalos de referéncia calculados para todos os
aminoacidos séricos e seu influxo cerebral. As trés metodologias de célculo de intervalo de
normalidade recomendadas encontram-se descritas, embora, nesse trabalho, tenha-se
optado pela adocdo dos valores obtidos pelos métodos de escores e percentis. Essas
metodologias permitem uma melhor comparacdo com a literatura, além de possibilitarem a
classificacdo dos resultados de exames dos pacientes com MSUD. Os resultados de
aminoacidos séricos estdo apresentados em nmol/mL e de infuxo cerebral em nmol/min/g de

tecido cerebral.

A utilizacdo do método de Reed para a identificacdo de outliers resultou em um Unico
valor suspeito para o aminoacido histidina no plasma. O CLSI recomenda que, a menos que
se trate de uma observagdo clinicamente aberrante, deve-se dar énfase em manter o

resultado na amostra e, por isso, esse dado nao foi excluido na analise.

Como citado anteriormente, ndo foi possivel a separagdo completa de treonina e
glicina e, assim, o intervalo de normalidade obtido representa o somatério desses
aminoacidos. Para o célculo de influxo cerebral foi utilizado um valor médio de treonina
sérica (120 nmol/mL) descrito na literatura (STRAUSS et al., 2010), tanto para individuos do
grupo controle, quanto do grupo caso. Por sua baixa afinidade com o transportador LAT1 e
baixa concentracdo no sangue, quando comparada aos demais aminodcidos, a treonina
possui 0 menor valor de influxo cerebral, além de pequena influéncia no influxo dos demais
amino&cidos. Essa extrapolagdo, portanto, impossibilitou a andalise do influxo cerebral de
treonina, mas foi capaz de viabilizar a estimativa do influxo dos demais aminoacidos, com o

menor erro possivel dentro das limitagdes do método.
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Foi realizada uma analise de diversos intervalos de referéncia descritos na literatura
(LEPAGE et al., 1997; SHAPIRA et al., 1989; STRAUSS et al., 2010) e observou-se que,
guando treonina e glicina sdo adequadamente separadas, o valor central de treonina
corresponde a aproximadamente 30% da soma dos dois aminodcidos. Aplicando essa
propor¢cdo a média do somatério de treonina e glicina observada em nosso estudo obtém-se
um valor médio de 118 nmol/mL, sugerindo que os dados encontrados em nossa populacao

devem, de fato, ser semelhantes & média descrita por Strauss e colaboradores.

Tabela 3 — Intervalos de referéncia para os aminoacidos séricos (distribuicdo normal)

Aminoécidos Intervalos de referéncia (n = 60)

Método paramétrico® Método robusto
Média DP Limite inf. Limite sup. Limite inf. Limite sup.
(IC 90%) (IC 90%) (IC 90%) (IC 90%)
Asparagina® 57 19 20 94 25 100
(13- 27) (88 -102) (22 - 29) (92 - 110)
Serina 111 27 58 164 56 166
(48 - 68) (155 - 175) (47 - 65) (155 - 175)
Histidina 100 29 43 157 38 158
(32-53) (146 - 168) (26 - 50) (144 - 170)
Arginina 82 23 37 127 35 129
(29 - 56) (119 - 136) (28 - 43) (120 - 137)
Tirosina 72 18 37 107 32 106
(30-43) (100 - 114) (25 - 38) (97 - 114)
Triptofano 61 17 28 94 25 93
(22 - 34) (87 - 100) (18 - 34) (85 - 100)
Metionina 22 5 12 32 13 31
(11 - 15) (29 - 33) (11 -15) (29 - 33)
Valina 204 38 129 279 125 280
(114 - 143) (265 - 293) (112 - 140) (265 - 295)
Fenilalanina 58 10 38 78 36 78
(34 -42) (74 - 82) (32-40) (73 - 82)
Isoleucina 57 11 35 79 35 79
(32 - 40) (74 - 82) (32-39) (75 - 83)
Treonina 395 112 175 615 154 607
+Glicina (135 - 218) (573 - 656) (112 - 197) (558 - 656)

& Média + 1,96 DP

® Intervalo pelo método robusto calculado apos transformacgao de Box-Cox
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Tabela 4 — Intervalos de referéncia para os aminoacidos séricos (distribuicdo ndo normal)

Aminoacidos

Intervalos de referéncia (n = 60)

Método n&o paramétrico®”

Mediana
Aspartato® 8
Glutamato® 134
Glutamina“ 627
Alanina 311
Leucina® 113

Min. Max.
4 31
48 299
335 1415
166 586
80 177

Limite Limite
inf. sup.
4 30
53 289
367 1365
170 581
85 168

Método robusto

Limite inf.
(IC 90%)
4
(4-9)
48
(41 - 58)

100
(68 - 136)
81
(78 - 85)

Limite sup.
(IC 90%)
22
(18 - 27)
302
(270 - 334)

544
(490 - 589)
170
(157 - 182)

& Percentis 2,5 e 97,5

® Nao foi possivel calcular o IC 90%, pois n < 120
®Intervalo pelo método robusto calculado ap6s transformac&o de Box-Cox
4 Intervalo no calculado pelo método robusto, pois n&o houve distribuicio simétrica com transformag&o Box-Cox

Tabela 5 — Intervalos de referéncia de influxo cerebral de aminoécidos (distribuicdo normal)

Aminoacidos

Intervalos de referéncia (n = 60)

Média
Histidina 2,98
Tirosina 5,24
Triptofano 10,84
Metionina 0,68
Valina 2,33
Fenilalanina 10,62
Isoleucina 3,01

Método paramétrico®

DP

0,68

0,78

1,82

0,11

0,26

0,97

0,35

Limite inf.
(IC 90%)
1,65
(1,40 - 1,90)
3,71
(3,43 -4,01)
7,27
(6,61 - 7,95)
0,46
(0,42 - 0,50)
1,82
(1,73-1,92)
8,72
(8,36 - 9,08)
2,32
(2,21 - 2,46)

Limite sup.
(IC 90%)
4,31
(4,05 - 4,55)
6,77
(6,48 - 7,05)
14,41
(13,73 - 15,07)
0,90
(0,85-0,93)
2,84
(2,74 - 2,93)
12,52
(12,16 - 12,88)
3,70
(3,56 - 3,81)

Método robusto

Limite inf.
(IC 90%)
1,58
(1,32 - 1,86)
3,62
(3,35 - 3,89)
6,90
(6,09 - 7,80)
0,46
(0,42 - 0,50)
1,80
(1,71 - 1,89)
8,48
(8,02 - 8,97)
2,29
(2,17 - 2,41)

Limite sup.
(IC 90%)

4,31

(4,03 - 4,57)
6,78

(6,46 - 7,06)
14,40

(13,41 - 15,17)
0,91

(0,86 - 0,94)
2,85

(2,73 - 2,95)
12,48

(11,95-12,92)
3,69

(3,53-3,83)

Média + 1,96 DP
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Tabela 6 — Intervalos de referéncia de influxo cerebral de aminoéacidos (distribuicdo ndo

normal)
Aminoécidos Intervalos de referéncia (n = 60)
Método n&o paramétrico®” Método robusto
Mediana  Min. Max. Limite Limite Limite inf. Limite sup.
inf. sup. (IC 90%) (IC 90%)
Glutamina 1,63 0,85 3,58 0,87 3,36 0,38 2,96
(0,09 - 0,61) (2,65 - 3,24)
Leucina 11,44 8,89 14,58 9,17 14,53 8,84 14,16
(8,44-9,30) (13,57 -14,71)

Percentis 2,5 e 97,5
® Nao foi possivel calcular o IC 90%, pois n < 120

E possivel observar que os intervalos de referéncia obtidos por diferentes métodos
estatisticos foram, na maior parte dos casos, muito semelhantes. As maiores diferencas
foram percebidas para alanina sérica e influxo cerebral de glutamina, provavelmente devido
a maior assimetria dos dados. Ainda assim, a utilizagdo de ambos os intervalos € possivel,

uma vez que estdo de acordo com os padrfes estatisticos recomendados.

Os dados obtidos foram comparados com os valores de grupo controle publicados
por Strauss e colaboradores (2010). Neste trabalho os autores utilizaram um grupo de 51
criangas menonitas saudaveis para o estabelecimento de intervalos de referéncia e
acompanhamento de criangcas com MSUD. O estudo foi escolhido para comparacéo, pois,
apesar de ter sido conduzido em uma populacao bastante diferente, utilizou técnica analitica
e tamanho amostral semelhantes. Além disso, € um dos poucos trabalhos a descrever tanto
valores de referéncia séricos, quanto para influxo cerebral dos dez aminoacidos
transportados por LAT1. Houve diferenca estatisticamente significativa para quase todos os
aminoacidos analisados, podendo-se afirmar que existem variacdes substanciais na

concentracéo sérica e no influxo cerebral de aminoacidos entre 0os grupos.

Segundo Shih (2003), os valores séricos de aminoacidos podem sofrer variacdes
importantes entre laboratdrios, mesmo quando instrumentos de andlise semelhantes sao
utilizados e, por isso, € comum o estabelecimento de intervalos de referéncia proprios de
cada laboratério. Esse cuidado resulta em exames com maior confiabilidade e na eliminacéo
de vieses que poderiam interferir na andlise dos resultados da pesquisa clinica. Se tal
estudo ndo for possivel podem ser utilizadas técnicas de revalidagdo de intervalos de
referéncia de outros laboratérios, com maior atencdo na interpretacdo dos resultados
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2008).
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5.2.3 Resultados das dosagens de aminoé&cidos e influxo cerebral dos pacientes

5.2.3.1 Paciente 1

Aminoacidos séricos
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Figura 28: Resultados das dosagens de aminoacidos no plasma e influxo cerebral de
aminoacidos do Paciente 1. As barras horizontais representam o intervalo de normalidade segundo
método paramétrico (eixo da esquerda) e método ndo paramétrico (eixo da direita). O eixo horizontal
central indica o valor médio para os dados (média ou mediana). Os percentuais localizados acima das
barras no gréfico de percentis indicam quanto o valor observado no exame do paciente representa do

P97,5 do intervalo de referéncia.
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Durante o periodo em que foram realizados 0os exames a crianga encontrava-se
clinicamente estavel, com bom estado geral. Observa-se que apenas 0os AACR, treonina +
glicina e fenilalanina apresentaram desvio do intervalo de normalidade nas dosagens séricas
(Fig. 28). Ainda assim, é possivel perceber uma tendéncia de quase todos os aminoécidos
manterem-se abaixo do valor central dos controles, ocupando a por¢ao inferior do grafico,
ainda que dentro do intervalo de referéncia. Em nenhum exame foi obtida normaliza¢do das
concentracdes séricas de todos os AACR. Observa-se decréscimo da concentracdo de
leucina, que foi acompanhado de reducdo acentuada dos valores de isoleucina e valina,

levando a deficiéncia desses aminoacidos no ultimo exame.

A estimativa do influxo cerebral de aminoacidos evidencia aumento da entrada de
leucina em todas as dosagens. No Ultimo exame h& normalizagdo do valor sérico desse
aminoacido, mas seu influxo permanece aumentado devido as baixas concentracfes dos
competidores, principalmente isoleucina e valina. Apesar de estarem em niveis séricos
normais, houve influxo inadequado de tirosina e triptofano. Os dados de ingestdo alimentar

no dia anterior a realizagédo de cada dosagem de aminoécidos estédo descritos na tabela 7.

Tabela 7 — Recomendacfes dietéticas e estimativa de ingestédo de energia e nutrientes
(Paciente 1)

Energia Proteina® Leucina Isoleucina Valina
(Kcal/dia) (g/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia)
Recomendac&o” 2200 255 540 - 720 325-435 375 - 505
1 2066 56 1372 780 1017
2 2200 57 1418 803 1049
3 2315 59 1586 889 1169

% Proteina total, fornecida pela dieta e formula metabdlica especial isenta de AACR.
® Fonte: ACOSTA e YANNICELLI, 2001.

Observa-se que 0 paciente apresentou adequada ingestdo calérica e proteica,
porém com consumo de AACR bastante superior a recomendacdo para a idade. Ainda
assim, foram observados niveis séricos decrescentes desses aminodcidos. Esse achado
pode ser explicado pelo importante ganho péndero-estatural observado no periodo, que leva
a necessidade aumentada de aminoacidos para anabolismo muscular (STRAUSS et al.,
2010). A intervencdo dietética se baseou no aumento da oferta de proteina natural na

tentativa de normalizar o aporte desses aminoacidos e evitar restricbes ao crescimento.
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5.2.3.2 Paciente 2
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Figura 29: Resultados das dosagens de aminoacidos no plasma e influxo cerebral de
aminoacidos do Paciente 2. As barras horizontais representam o intervalo de normalidade segundo
método paramétrico (eixo da esquerda) e método ndo paramétrico (eixo da direita). O eixo horizontal
central indica o valor médio para os dados (média ou mediana). Os percentuais localizados abaixo e
acima das barras no grafico de percentis indicam, respectivamente, quanto o valor observado no

exame do paciente representa do P2,5 e do P97,5 do intervalo de referéncia.
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A tendéncia dos amino&cidos estarem abaixo do valor médio do controle é também
observada nos exames do Paciente 2, com exce¢do dos AACR e da serina (Fig. 29). Os
aminoacidos aspartato, glutamato, glutamina e alanina encontraram-se, inclusive, abaixo do
limite inferior de normalidade em alguns exames. No exame 2 foi obtida a normalizagao das
concentracdes seéricas de todos os aminoacidos, mas ainda assim manteve-se o influxo

aumentado de leucina e isoleucina, sugerindo niveis insuficientes de seus competidores.

O estado clinico da crianga era estavel durante o periodo de realizacdo das
dosagens. Na tabela 8 encontram-se os dados de ingestdo dietética dos nutrientes de
interesse estimados na véspera de cada uma das dosagens de aminoacidos.

Tabela 8 — Recomendacfes dietéticas e estimativa de ingestédo de energia e nutrientes
(Paciente 2)

Energia Proteina® Leucina Isoleucina Valina
(Kcal/dia) (g/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia)
Recomendagao® 2400 240 410 - 785 245 - 470 258 - 550
1 985 36 505 288 380 + 100°
2 1581 39 615 439 542 + 50
3 1346 38 588 401 + 50 511+ 50

4 Proteina total, fornecida pela dieta e formula metabdlica especial isenta de AACR.
® Os somatoérios representam a quantidade do aminoacido obtido pela dieta e a fornecida por suplementac&o.
“Fonte: ACOSTA e YANNICELLI, 2001.

Observa-se baixo aporte energético em todos os momentos, que se refletiu em baixo
ganho de peso no periodo, ainda que a crianca tenha mantido estado nutricional adequado.
O consumo de AACR esteve dentro da recomendacdo estipulada, mas, ainda assim, néo foi
observado controle de seus niveis no plasma. A crian¢a ja usava suplementacao de valina
ao inicio do estudo (100 mg/dia), que foi reduzida devido ao seu valor sérico muito
aumentado no primeiro exame. Diante da queda acentuada da concentracdo de isoleucina
no segundo exame iniciou-se, também, a suplementacédo desse aminoacido, na quantidade
de 50 mg/dia. No ultimo exame, no entanto, sdo observados valores muito aumentados de
todos os AACR. A orientacdo dietética foi de reduzir o aporte de proteina natural da dieta, de
forma a promover o decréscimo da concentragdo de leucina e manter a suplementacao de

isoleucina e valina, para evitar a deficiéncia desses aminoacidos.
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5.2.3.3 Paciente 3
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Figura 30: Resultados das dosagens de aminoacidos no plasma e influxo cerebral de
aminoacidos do Paciente 3. As barras horizontais representam o intervalo de normalidade segundo
método paramétrico (eixo da esquerda) e método ndo paramétrico (eixo da direita). O eixo horizontal
central indica o valor médio para os dados (média ou mediana). Os percentuais localizados abaixo e
acima das barras no gréafico de percentis indicam, respectivamente, quanto o valor observado no

exame do paciente representa do P2,5 e do P97,5 do intervalo de referéncia.
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Os exames do Paciente 3 revelam pobre controle metabdlico, com niveis sempre
muito aumentados de leucina (Fig. 30). Mantém-se a mesma tendéncia observada nos
demais pacientes, de baixa concentracdo de alguns amino&cidos. Nesse caso, no entanto,
ocorre grande oscilacdo de suas concentracfes, havendo momentos, inclusive, em que ha
elevacdes inespecificas de alguns aminoacidos como tirosina e fenilalanina. Foi observada
deficiéncia sérica dos aminodcidos arginina, isoleucina, glutamina e alanina. Devido aos
altos niveis de leucina, houve influxo sérico insuficiente da grande maioria dos aminoacidos.

Os dados de ingestao alimentar estdo descritos na tabela 9.

Tabela 9 — Recomendagfes dietéticas e estimativa de ingestao de energia e nutrientes
(Paciente 3)

Energia Proteina® Leucina Isoleucina Valina
(Kcal/dia) (g/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia)
Recomendag&o® 1700 235 360 - 695 215-420 250 - 490
1 1079 36 618 356 430
2 935 36 274 146 171 + 200°
3 1147 36 607 342 419
4 1333 41 710 404 + 150 511

® Proteina total, fornecida pela dieta e formula metabolica especial isenta de AACR.
® Os somatoérios representam a quantidade do aminoacido obtido pela dieta e a fornecida por suplementac&o.
“Fonte: ACOSTA e YANNICELLI, 2001.

Trata-se de uma paciente com habito alimentar seletivo e baixa aceitagéo da dieta. O
consumo de aminoacidos manteve-se dentro da faixa recomendada, mas nao foi
acompanhado por adequacdo dos seus niveis séricos. O exame 2 foi realizado durante
guadro de infecc¢do viral, no qual a crianga apresentava prostracdo e reducdo da ingestédo
alimentar. Nesse momento a familia instituiu dieta com menor quantidade de proteina
natural e iniciou suplementacéo de valina. Ainda assim, ndo foi possivel manter a adequada
ingestao energética, o que provavelmente resultou em aumento do catabolismo proteico,
explicando a manutencgédo da alta concentracéo de leucina. Diante de niveis muito reduzidos
de isoleucina foi realizada nova dosagem apoés 15 dias, que ja evidenciou normalizacdo de
seus valores séricos, ainda sem suplementacdo. A orientacdo dietética foi de reduzir o
aporte de proteina natural e foi iniciada suplementacdo de isoleucina para prevenir sua

deficiéncia.



5.2.3.4 Paciente 4

Aminoacidos séricos
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31: Resultados das dosagens de aminoéacidos no plasma e influxo cerebral de

aminoacidos do Paciente 4. As barras horizontais representam o intervalo de normalidade segundo

método paramétrico (eixo da esquerda) e método ndo paramétrico (eixo da direita). O eixo horizontal

central indica o valor médio para os dados (média ou mediana). Os percentuais localizados abaixo e

acima das barras no gréafico de percentis indicam, respectivamente, quanto o valor observado no

exame do paciente representa do P2,5 e do P97,5 do intervalo de referéncia.
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No caso do Paciente 4 ndo houve deficiéncias especificas de outros aminoécidos, a
ndo ser os AACR (Fig. 31). Observa-se grande oscilagdo das concentracbes desses
amino&cidos entre as dosagens, que variaram entre o excesso e a deficiéncia e em nenhum
exame foi observado seu adequado controle. Os momentos de deficiéncia de leucina
levaram a um baixo influxo desse aminoacido e coincidiram com niveis séricos e influxos
aumentados de alguns de seus competidores, como tirosina, metionina e glutamina. O
influxo de valina manteve-se sempre abaixo do normal, ainda quando seus hiveis séricos
encontravam-se aumentados. Houve também baixo influxo de isoleucina quando seus niveis
séricos encontraram-se reduzidos. Os dados de estimativa de ingestdo alimentar estdo
descritos na tabela 10. Nao houve qualquer intercorréncia clinica no periodo em que foram

realizados os exames.

Tabela 10 — Recomendacdes dietéticas e estimativa de ingestao de energia e nutrientes
(Paciente 4)

Energia Proteina® Leucina Isoleucina Valina
(Kcal/dia) (g/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia)
Recomendagao® 1700 235 360 - 695 215 - 420 250 - 490
1 1023 27 527 299 366
2 1091 32 507 289 363
3 1135 29 549 310 383
4 1331 33 703 413 + 100" 509 + 100

? Proteina total, fornecida pela dieta e formula metabdlica especial isenta de AACR.
® Os somatorios representam a quantidade do aminoacido obtido pela dieta e a fornecida por suplementacéo.
°Fonte: ACOSTA e YANNICELLI, 2001.

Novamente observa-se ingestdo de AACR adequada, porém niveis séricos
excessivos ou insuficientes desses aminoacidos. A suplementagdo de isoleucina e valina
(100 mg/dia) foi instituida na tentativa de corrigir a concentracdo sérica desses aminoacidos.
Apl6s o resultado do ultimo exame, no entanto, a intervenc@o dietética principal foi o
aumento do aporte de proteina natural da dieta para correcdo da deficiéncia de leucina. A
crianga ndo apresentou sinais clinicos especificos de deficiéncia de aminoécidos, no entanto
foi observada perda ponderal entre as consultas 1 e 2 e consultas 3 e 4, que pode ser

atribuida a restricdo desses aminoacidos.
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5.2.3.5 Paciente 5

Aminoacidos séricos
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Figura 32: Resultados das dosagens de aminoacidos no plasma e influxo cerebral de
amino4cidos do Paciente 5. As barras horizontais representam o intervalo de normalidade segundo
método paramétrico (eixo da esquerda) e método ndo paramétrico (eixo da direita). O eixo horizontal
central indica o valor médio para os dados (média ou mediana). Os percentuais localizados abaixo e
acima das barras no grafico de percentis indicam, respectivamente, quanto o valor observado no

exame do paciente representa do P2,5 e do P97,5 do intervalo de referéncia.
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Os exames do Paciente 5 demonstram deficiéncias importantes de alguns
aminoacidos, como arginina, metionina, valina, fenilalanina, aspartato e alanina (Fig. 32).
Houve uma reducdo progressiva da concentracdo sérica de leucina, acompanhado por
queda dos demais AACR, o que agravou a deficiéncia de valina e levou a deficiéncia de
isoleucina no ultimo exame. O decréscimo de leucina foi acompanhado do aumento dos
amino&cidos serina, triptofano e treonina + glicina, a niveis acima do limite superior do

intervalo de normalidade.

Em relagdo ao influxo cerebral, destaca-se a deficiéncia importante de influxo de
valina em todos os exames, que foi agravada a medida que o nivel sérico desse aminoacido
decaiu. Mesmo a normalizag&o do influxo de leucina no ultimo exame foi insuficiente para
promover a normalizagdo de influxo dos aminoéacidos isoleucina e valina, devido a seus
niveis séricos muito baixos. Os dados de estimativa de ingestédo alimentar estdo descritos na
tabela 11.

Tabela 11 — Recomendac®es dietéticas e estimativa de ingestdo de energia e nutrientes
(Paciente 5)

Energia Proteina® Leucina Isoleucina Valina
(Kcal/dia) (g/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia)
Recomendagao® 1300 230 275 - 535 165 - 325 190 - 375
1 1103 30 655 384 416
2 1211 30 711 409 454
3 1134 29 672 340 381 + 120"

% Proteina total, fornecida pela dieta e formula metabolica especial isenta de AACR.
® Os somatorios representam a quantidade do aminoacido obtido pela dieta e a fornecida por suplementacéo.
°Fonte: ACOSTA e YANNICELLI, 2001

Observa-se que 0 paciente apresenta ingestdo energética proxima ao adequado,
mas, ainda assim, evolui com baixo ganho péndero-estatural, que pode ser explicado pelas
deficiéncias especificas de aminoacidos. A ingestdo estimada de AACR esteve acima da
recomendacdo na maioria das consultas e ainda assim observou-se deficiéncia desses
amino&cidos em alguns exames. A intervencéo dietética se baseou no aumento da oferta de
calorias ndo proteicas e no aumento da proporcao de proteina natural, além de

suplementacéo de valina e também de isoleucina apés o resultado do ultimo exame.
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5.2.4 Interpretacédo dos resultados das dosagens de aminoé&cidos e influxo cerebral

Apesar de alguns pacientes apresentarem variacfes pontuais especificas de certos
aminodcidos, pode ser observado um padrao de alteragbes mais predominantes e comuns a
todos eles. Entre estas, destacam-se 0s niveis séricos aumentados dos AACR, conforme
esperado pela doenca, mas também a deficiéncia de isoleucina e valina em algumas
dosagens. Provavelmente devido a sua menor concentragdo na proteina natural em relagéo
a leucina, os niveis de isoleucina e valina decairam de forma acentuada durante o
tratamento dietoterdpico, tornando comum sua deficiéncia. A deficiéncia de alanina foi

também muito prevalente entre os pacientes.

Em relacdo a analise de influxo cerebral de aminoécidos neutros, todos os pacientes
apresentam influxo aumentado de leucina e consequente reducdo dos demais aminoacidos.
Os déficits de influxo mais prevalentes foram os de tirosina, triptofano e valina. Se a
deficiéncia de valina for prolongada e tiver ocorrido também durante periodos criticos do
desenvolvimento cerebral e mielinizagéo, pode ser causa da microcefalia observada em dois
dos pacientes (STRAUSS et al., 2010).

Estudos indicam que a produgcdo de serotonina no sistema nervoso central é
diretamente relacionada a concentracao sérica de triptofano, seu aminoacido precursor, e ao
seu influxo no sistema nervoso central (YOUNG e GAUTHIER, 1981; YOUNG, 1996;
TRULSON e JACOBS, 1976). Baixos niveis de serotonina estao relacionados a diversos
distarbios de comportamento, tais como depressdo, ansiedade, transtorno bipolar e
irritabilidade (WAIDER et al.,, 2011). Experimentos simulando a deficiéncia central de
serotonina em camundongos observaram, também, retardo do crescimento, maior letalidade
no periodo pés-natal, alteracdo do padrao de sono, da termorregulacdo, da frequéncia
cardiaca e da pressdo arterial dos animais (ALELINA et al., 2009). Embora o grau de
comprometimento neurolégico das criangas incluidas nesse estudo torne dificil a
identificacdo de tais disturbios de comportamento, estudos com adultos com MSUD
demostram uma maior prevaléncia desses transtornos de comportamento (STRAUSS et al.,
2010).

A tirosina, por sua vez, é precursora de catecolaminas (epinefrina, norepinefrina e
dopamina) e sua deficiéncia, mesmo que moderada, pode trazer prejuizos as funcdes
neuroldgicas (KALSNER et al., 2001) e altera¢cdes comportamentais (RIEMENSPERGER et
al., 2011). Segundo Morton e colaboradores (2002), a deficiéncia de tirosina no sistema

nervoso central de pacientes com MSUD é comum e pode estar envolvida no déficit
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neurolégico devido a limitagdo da producdo de epinefrina e norepinefrina. A menor
concentracdo de dopamina no tecido cerebral foi confirmada em um modelo animal de
MSUD por Zinnanti e colaboradores (2009) e pode também desencadear alteracdes
neuroldégicas motoras, como distonia e presenca de sinal de pseudo Babinski em pacientes
com a doenca (MORTON et al,, 2002). Esses achados sdo observados em nossos
pacientes durante descompensacdo aguda e podem, portanto, estar relacionadas ao influxo

insuficiente de tirosina no sistema nervoso central.

Pelos gréficos apresentados é possivel observar que alguns pares de aminoacidos
séricos possuem tendéncias similares de aumento e decréscimo. Diante disso foram
realizados testes de correlacdo para averiguar a significancia estatistica dessas
observacdes, para grupo caso e controle. Observou-se que existe um maior nimero de
correlagdes significativas entre diferentes aminoacidos no grupo controle, em relacdo ao
grupo caso. Esse resultado pode, em parte, ser atribuido ao menor nimero amostral do
grupo de pacientes, porém pode também indicar que existe uma alteragdo da homeostase e

das relagdes entre concentracdes de aminoacidos em individuos com MSUD.

Outras correlacbes foram observadas no grupo de pacientes, mas ndo no grupo
controle. Dentre estas, a mais classica e ja descrita na literatura € a correlagdo negativa
entre leucina e alanina. As altas concentracfes de &acido a-cetoisocaproico observadas em
pacientes com MSUD estimulam a via de transaminag&o reversa, com formagéo de leucina
e consumo de glutamato e alanina, levando a deplecdo de seus niveis séricos (MORTON et
al., 2002; STRAUSS et al.,, 2010). Esses autores recomendam, inclusive, que a relagéo
leucina/alanina seja utilizada como parametro de diagnéstico e tratamento. Embora a
reducdo da concentracdo seérica de glutamato seja esperada pela ativagcdo dessa via,
apenas a correlagdo com alanina apresentou significancia estatistica no grupo de pacientes

neste estudo (Fig. 33).
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Figura 33: Resultado das correla¢gdes entre as concentracdes séricas de leucina e alanina. No
primeiro grafico cada tipo de marcador representa um paciente. Abaixo de cada grafico estdo
descritos o coeficiente de correlagdo (r) encontrado pelo teste de Pearson® ou Spearmanb e seu nivel

de significancia estatistica (p).

A mesma relagdo encontrada entre leucina e alanina foi também observada para 0s
amino&cidos isoleucina e alanina. Para o grupo de pacientes encontrou-se correlagdo
negativa entre os dois aminoacidos, enquanto no grupo controle foi observada correlagdo

positiva (Fig. 34).
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Figura 34: Resultado das correlagdes entre as concentragdes séricas de isoleucina e alanina.
No primeiro grafico cada tipo de marcador representa um paciente. Abaixo de cada gréafico estao
descritos o coeficiente de correlagéo (r) encontrado pelo teste de Pearson® ou Spearmanb e seu nivel

de significancia estatistica (p).
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Esse achado é relevante, uma vez que indica que a elevagéo das concentracdes de
isoleucina pode também contribuir para a deficiéncia sérica de alanina nesses pacientes. O
mecanismo € provavelmente similar ao observado pela leucina, com estimulo a
transaminacdo reversa do acido a-ceto-B-metilisovalerato a isoleucina, com consumo de
alanina (YUDKOFF et al.,, 2005). A correlacdo n&o foi observada no grupo controle

possivelmente por depender de niveis séricos aumentados desses aminoacidos.

O somatério dos aminoécidos leucina e isoleucina apresentou correlagédo ainda mais
forte, com maior valor coeficiente de correlacdo (r) e menor valor p, que as correlacdes
individuais. Essa andlise reforca a ideia de que o aumento de ambos 0s aminoacidos
contribui para o decréscimo de alanina observado em criangas com MSUD (Fig. 35). Essas
observacdes podem servir como um alerta de que, apesar do aumento da concentracao de
isoleucina colaborar para melhor padrdo de influxo cerebral de aminoéacidos, ele pode

também agravar a deficiéncia de alanina.
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Figura 35: Resultado das correlagdes entre as concentracdes séricas de leucina + isoleucina e
alanina. Cada tipo de marcador representa um paciente. Abaixo do grafico estdo descritos o

coeficiente de correlagdo (r) encontrado pelo teste de Pearson e seu nivel de significAncia estatistica

(P)-

Apesar de ser um aminoacido considerado como ndo essencial, pois pode ser
produzido pelo organismo, a deficiéncia de alanina parece ser critica em pacientes com
MSUD. Assim, considera-se gque ela pode tornar-se condicionalmente essencial na presenca
de altos niveis de leucina e, segundo observamos, também de isoleucina. A deficiéncia
sérica de alanina compromete, principalmente, os mecanismos de producdo de energia e
anabolismo muscular, podendo levar a hipoglicemia e prejuizo da sintese proteica no tecido
muscular (YUDKOFF et al., 2005).
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As respostas metabdlicas as deficiéncias especificas de aminoacidos sdo ainda
pouco compreendidas. Estudos recentes tém descrito um papel relevante da restricdo ou
privacdo de aminoacidos como leucina e metionina na modulagdo da lipogénese em
camundongos. Os efeitos da dieta restrita em amino&cidos essenciais sao, em geral, perda
de peso e alteracdo do gasto energético e tém sido atribuidos a reducdo da expresséo de
genes lipogénicos por elementos regulatérios (ANTHONY, MORRISON e GETTYS, 2013).
Esses estudos demonstram que 0s mecanismos envolvidos vao muito além da limitacdo de
sintese proteica e abrem nova perspectiva de estudo na area do metabolismo de

aminoacidos.

5.2.5 Anédlise daingestdo dietética

Durante o andamento do estudo e andlise dos resultados de cada paciente foi
possivel observar que muitas vezes ndo ha a resposta esperada as intervencdes dietéticas
instituidas, tornando o tratamento dificil e complexo. As figuras 36 e 37 representam 0s
resultados das correlages entre a ingestdo de leucina, isoleucina e valina, ajustadas para
peso corporal, e suas respectivas concentracdes séricas. Os pacientes foram agrupados em

um unico teste, mas estéo representados nos graficos como marcadores diferentes.
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Figura 36: Resultado das correlagfes entre ingestdo e concentracdo sérica de leucina e
isoleucina. Cada tipo de marcador representa um paciente. Abaixo de cada grafico estdo descritos o

coeficiente de correlagdo (r) encontrado pelo teste de Pearson e seu nivel de significancia estatistica
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Figura 37: Resultado das correlagdes entre ingestdo e concentracéo sérica de valina. Cada tipo
de marcador representa um paciente. Abaixo do gréfico estdo descritos o coeficiente de correlagéo (r)

encontrado pelo teste de Pearson e seu nivel de significAncia estatistica (p).

N&ao houve correlagéo estatisticamente significativa entre ingestdo e dosagem sérica
para os aminoacidos leucina e isoleucina. No caso do aminoacido valina foi encontrada uma
correlagdo significativa, mas inversa a esperada. Esperava-se encontrar correlagdo entre
essas variaveis, uma vez que o tratamento se baseia essencialmente no controle desses
amino&cidos na dieta. A ndo observacdo dessa correlagdo, no entanto, pode ser explicada
por diversos fatores, sendo um deles o0 método de estimativa de ingestdo alimentar. A
ferramenta utilizada foi o recordatério de 24 horas que, por definicdo, avalia apenas a
ingestao alimentar recente, de maneira pontual. A utilizacdo de outro método de inquérito,
como por exemplo, o registro alimentar de 72 horas, poderia resultar em dados de ingestao
mais fidedignos, uma vez que avalia melhor a variagdo da dieta. Outras provaveis fontes de
erro sdo baixa adesdo a dieta e a utilizacao da propor¢cdo de aminoacidos nas proteinas
para calculo de ingestao, que pode ter resultado em estimativas pouco precisas do consumo
de cada AACR.

Excluindo-se as interferéncias inerentes ao método de coleta de dados, a auséncia
de correlacdo pode ser um reflexo da relevancia do estado metabdlico do individuo na
concentracdo sérica dos aminoacidos. Uma vez que os AACR sao essenciais eles ndo sao
sintetizados de novo no organismo. Sua homeostase, portanto, € mantida pela ingestao
dietética, protedlise de proteinas enddgenas e degradacdo enzimatica (WANDERS, DURAN
e LOUPATTY, 2012), que no caso de pacientes com MSUD é praticamente nula. A
utilizacdo dos AACR como fonte energética ou seu desvio para a lipogénese €, dessa forma,

insignificante. O metabolismo proteico, assim, parece ser o maior determinante da
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concentracdo sérica desses aminoacidos. Sabe-se que o0 catabolismo proteico €
responsavel pela liberacdo de altas quantidades de AACR na circulacdo e pode ser
desencadeado, por exemplo, por baixo consumo energético. O ganho de peso, por outro
lado, pode levar a um decréscimo da concentracdo sérica desses aminoacidos, mesmo sem

haver reducdo na quantidade ingerida.

A correlacdo inversa encontrada para ingestdo e concentracdo sérica de valina ndo
encontra justificativa clinica plausivel. Houve reducdo do seu valor sérico em alguns
pacientes ao longo do estudo e introducao de suplementac¢do desse aminoacido na tentativa
de corrigir esse déficit. No entanto, ndo foi observada a resposta clinica esperada,
provavelmente devido ao curto periodo de suplementacao ou a dose prescrita. A correlacao,

portanto, existe, mas sem que haja entre as variaveis uma relagéo direta de causa e efeito.

O tratamento dietético de criangcas com MSUD, portanto, vai muito além da restricdo
dos AACR dentro dos limites descritos na literatura. Confirma-se que, além da variacdo na
tolerancia a cada aminoacido entre pacientes, outros fatores como adequacao energética,
propor¢cdo de férmula metabdlica especial e proteina natural, presenca de estresse
metabdlico, ganho ou perda de peso devem ser continuamente observados. A
recomendacao da ingestdo de aminoéacidos é dindmica e a resposta clinica as intervengdes

dietéticas precisa ser persistentemente acompanhada pela dosagem sérica de aminoacidos.

Os resultados desse estudo confirmam as observacbes de estudos anteriores
(MORTON, 2002; STRAUSS et al., 2010) e reforcam a necessidade de adocao de praticas
adicionais no tratamento de criancas com MSUD, adaptadas as especificidades de nossos
pacientes. Dessa forma, além do controle dos niveis de leucina, é necessario atencao as
concentracdes séricas dos demais aminoacidos. A suplementacdo de isoleucina e valina
torna-se essencial para adequac&o de seus niveis séricos e influxo cerebral. A medida que a
manutencdo dos niveis de leucina dentro dos valores normais nem sempre é possivel, deve-
se preconizar valores mais elevados de seus competidores pelo transporte por LATL,
principalmente triptofano e tirosina. Para isso, pode ser utilizada a suplementacéo isolada ou
férmulas metabdlicas especiais com maior teor desses aminoacidos, que deve também ser

rica em alanina para adequacao de seus niveis séricos.
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5.3 Caracterizacdo molecular

5.3.1 Paciente 1

O sequenciamento dos genes BCKDHA, BCKDHB e DBT do Paciente 1 resultou na
identificacdo de uma dele¢do de dois nucleotideos no éxon 5 do gene BCKDHB, que
codifica a subunidade E1B. A alteragéo foi encontrada em homozigose, condizente com o
fato dos pais serem consanguineos, primos de 1° grau. A mutacdo c¢.595 596delAG
(p.P200X) acarreta mudanga na matriz de leitura, resultando inicialmente na substituicdo do
codon AGT por TCC, ambos codificando o aminoacido serina. Na posicdo seguinte, no
entanto, é criado um cédon de fim prematuro TGA (Fig. 38 e 39).

AGGCGGCGTGCGGCTGCATAGCCTGAGAATCCCGGTGGTGAGCGGGGATGGCGGTTGTAGCGGCGGCTGC
CGGCTGGCTACTCAGGCTCAGGGCGGCAGGGGCTGAGGGGCACTGGCGTCGGCTTCCTGGCGCGGGGCTG
GCGCGGGGCTTTTTGCACCCCGCCGCGACTGTCGAGGATGCGGCCCAGAGGCGGCAGGTGGCTCATTTTA
CTTTCCAGCCAGATCCGGAGCCCCGGGAGTACGGGCAAACTCAGAAAATGAATCTTTTCCAGTCTGTAAC
AAGTGCCTTGGATAACTCATTGGCCAAAGATCCTACTGCAGTAATATTTGGTGAAGATGTTGCCTTTGGT
GGAGTCTTTAGATGCACTGTTGGCTTGCGAGACAAATATGGAAAAGATAGAGTTTTTAATACCCCATTGT
GTGAACAAGGAATTGTTGGATTTGGAATCGGAATTGCGGTCACTGGAGCTACTGCCATTGCGGAAATTCA
GTTTGCAGATTATATTTTCCCTGCATTTGATCAGATTGTTAATGAAGCTGCCAAGTATCGCTATCGCTCT
GGGGATCTTTTTAACTGTGGAAGCCTCACTATCCGGTCCCCTTGGGGCTGTGTTGGTCATGGGGCTCTCT
ATCATTCTCAGAGTCCTGAAGCATTTTTTGCCCATTGCCCAGGAATCAAGGTGGTTATACCCAGAAGCCC
TTTCCAGGCCAAAGGACTTCTTTTGTCATGCATAGAGGATAAAAATCCTTGTATATTTTTTGAACCTAAA
ATACTTTACAGGGCAGCAGCGGAAGAAGTCCCTATAGAACCATACAACATCCCACTGTCCCAGGCCGAAG
TCATACAGGAAGGGAGTGATGTTACTCTAGTTGCCTGGGGCACTCAGGTTCATGTGATCCGAGAGGTAGC
TTCCATGGCAAAAGAAAAGCTTGGAGTGTCTTGTGAAGTCATTGATCTGAGGACTATAATACCTTGGGAT
GTGGACACAATTTGTAAGTCTGTGATCAAAACAGGGCGACTGCTAATCAGTCACGAGGCTCCCTTGACAG
GCGGCTTTGCATCGGAAATCAGCTCTACAGTTCAGGAGGAATGTTTCTTGAACCTAGAGGCTCCTATATC
AAGAGTATGTGGTTATGACACACCATTTCCTCACATTTTTGAACCATTCTACATCCCAGACAAATGGAAG
TGTTATGATGCCCTTCGAAAAATGATCAACTATTGACCATATAGAAAAGCTGGAAGATTATGACTAGATA
TGGAAATATTTTTTCTGAATTTTTTTTTATATTTCCTCCGACTTACCTCTTTTTGAAAAGAGAGTTTTTA
TTAAATGAACCATCATGATATTGGCTGAAAAGTTCTACATTCTATTATTGTATTGTAACACACATGTATT
GATGATTTTCATTAAGAGTTTCAGATTAACTTTGAAAAATATTCCACATGGTAATCTTATAAATTCTGTT
TAATTACATCTGTAAATATTATGTGTGTGATAGTATTCAATAAAGTAAAATCAAATTGTCAAAAAAAAAA
AAAAAAAARAAAA

Figura 38: cDNA do gene BCKDHB. O cddon destacado em amarelo representa o inicio da
transcricdo. Em vermelho estéo destacados os nucleotideos deletados e em azul o primeiro cédon a

ser consequentemente modificado.

Fonte: NCBI, 2012
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Sequéncia selvagem:

- CAG - AGT - CCT - BBA -
- GIn - Ser—Pro-Glu -
Sequéncia mutada:

- CAG - TCC - TGA

- GIn — Ser - FIM

Figura 39: Resumo das alteracdes determinadas pela mutacédo c.595 596delAG no cDNA e na
proteina resultante. Os nucleotideos deletados estdo destacados em vermelho na sequéncia

selvagem.

Fonte: NCBI, 2012

A mutacao foi previamente descrita por Henneke e colaboradores (2003), em dois
pacientes, em heterozigose composta. Os autores concluiram que a alteragdo pode ser
considerada como o defeito priméario da doenca, uma vez que leva ao término prematuro da
traducdo. A proteina gerada apresenta 200 residuos, correspondendo a aproximadamente
metade do tamanho da proteina original (Fig. 40). As descri¢cdes anteriores dessa mutagéo
(Quadro 7) foram todas em populacdes europeias e o0s pais do paciente relatam

descendéncia portuguesa, sugerindo uma origem Unica para a alteragao.

MAVVAAAAGWLLRLRAAGAEGHWRRLPGAGLARGFLHPAATVEDAAQRROQVAHFTFQPDPEPREYGQTOK

MNLFQSVTSALDNSLAKDPTAVIFGEDVAFGGVFRCTVGLRDKYGKDRVENTPLCEQGIVGEFGIGIAVTG

ATAIAEIQFADYIFPAFDQIVNEAAKYRYRSGDLFNCGSLTIRSPWGCVGHGALYHSQS/PEAFFAHCPG
IKVVIPRSPFQAKGLLLSCIEDKNPCIFFEPKILYRAAAEEVPIEPYNIPLSQAEVIQEGSDVTLVAWGT

QVHVIREVASMAKEKLGVSCEVIDLRTIIPWDVDTICKSVIKTGRLLISHEAPLTGGFASEISSTVQEEC

FLNLEAPISRVCGYDTPFPHIFEPFYIPDKWKCYDALRKMINY

Figura 40: Sequéncia de aminoacidos da subunidade E18. O ponto da interrup¢do na proteina

mutada esté representado pela barra vermelha.

Fonte: NCBI, 2012
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Quadro 7 — Descri¢cdes anteriores da mutagédo ¢.595_596delAG

Autores/ano Nacionalidade Apresentacédo Fendtipo
HENNEKE et al., 2003 Espanhola Heterozigose Classico
Austriaca Heterozigose Variante

QUENTAL et al., 2008 Portuguesa Heterozigose Classico
Portuguesa Heterozigose Classico

Foram encontradas, ainda, quatro alteracdes no gene BCKDHA desse mesmo
paciente. Todas sao transic6es e foram identificadas em heterozigose no intron 7 ¢.996-
6G>A (g.30205G>A), no intron 8 ¢.1168-66C>T (9.31585C>T) e na regido 3’'UTR ¢.*125C>T
(9.31946C>T) e ¢.*334C>T (g.32155C>T). Nenhuma dessas alteracdes encontra-se descrita
na literatura como mutacdo ou como polimorfismo (NCBI, 2012), desconhecendo-se,

portanto, se essas possuem efeitos na proteina resultante.

5.3.2 Paciente 2

Foi encontrada uma transicdo no éxon 9 do gene DBT da paciente em questao,
presente em homozigose. Os pais nao referiram parentesco, mas pode haver
consanguinidade nao relatada, principalmente por se tratar de uma familia natural de um
municipio pequeno, com cerca de 20 mil habitantes. A mutacdo ¢.1193T>C (p.L398P)
resulta na modificacdo do cédon CTT para CCT levando a substituicdo do aminoacido
leucina por prolina (Fig. 41 e 42). A variagédo foi descrita por Quental e colaboradores (2008),
também em homozigose, em um individuo com fendtipo classico de origem portuguesa,
diagnosticado pelo programa de triagem neonatal do pais. A familia da paciente em questao
relata descendéncia portuguesa, podendo indicar origem Unica da mutagcdo nos dois casos.
Segundo os autores a estrutura rigida da prolina, um aminoacido ciclico, sugere que essa
substituicdo promova uma alteracdo critica na estrutura da subunidade E2, afetando seu
nucleo hidrofébico. Esses dados, aliados ao alto grau de conservacéo do residuo de leucina
entre as espécies analisadas, levaram os autores a concluir que se trata de uma mutacéo
patogénica. Segundo andlise pelo software de predicdo PolyPhen-2® a substituicdo desses
aminoacidos também foi identificada como provavelmente patogénica, com um escore de
0,996, observando-se os critérios de conservagdo entre espeécies, alteracdes estruturais e
funcionais da proteina (ADZHUBEI et al., 2010).
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ATTTCCGGGGTAAGATGGCTGCAGTCCGTATGCTGAGAACCTGGAGCAGGAATGCGGGGAAGCTGATTTG
TGTTCGCTATTTTCAAACATGTGGTAATGTTCATGTTTTGAAGCCAAATTATGTGTGTTTCTTTGGTTAT
CCTTCATTCAAGTATAGTCATCCACATCACTTCCTGAAAACAACTGCTGCTCTCCGTGGACAGGTTGTTC
AGTTCAAGCTCTCAGACATTGGAGAAGGGATTAGAGAAGTAACTGTTAAAGAATGGTATGTAAAAGAAGG
AGATACAGTGTCTCAGTTTGATAGCATCTGTGAAGTTCAAAGTGATAAAGCTTCTGTTACCATCACTAGT
CGTTATGATGGAGTCATTAAAAAACTCTATTATAATCTAGACGATATTGCCTATGTGGGGAAGCCATTAG
TAGACATAGAAACGGAAGCTTTAAAAGATTCAGAAGAAGATGTTGTTGAAACTCCTGCAGTGTCTCATGA
TGAACATACACACCAAGAGATAAAGGGCCGAAAAACACTGGCAACTCCTGCAGTTCGCCGTCTGGCAATG
GAAAACAATATTAAGCTGAGTGAAGTTGTTGGCTCAGGAAAAGATGGCAGAATACTTAAAGAAGATATCC
TCAACTATTTGGAAAAGCAGACAGGAGCTATATTGCCTCCTTCACCCAAAGTTGAAATTATGCCACCTCC
ACCAAAGCCAAAAGACATGACTGTTCCTATACTAGTATCAAAACCTCCGGTATTCACAGGCAAAGACAAA
ACAGAACCCATAAAAGGCTTTCAAAAAGCAATGGTCAAGACTATGTCTGCAGCCCTGAAGATACCTCATT
TTGGTTATTGTGATGAGATTGACCTTACTGAACTGGTTAAGCTCCGAGAAGAATTAAAACCCATTGCATT
TGCTCGTGGAATTAAACTCTCCTTTATGCCTTTCTTCTTAAAGGCTGCTTCCTTGGGATTACTACAGTTT
CCTATCCTTAACGCTTCTGTGGATGAAAACTGCCAGAATATAACATATAAGGCTTCTCATAACATTGGGA
TAGCAATGGATACTGAGCAGGGTTTGATTGTCCCTAATGTGAAAAATGTTCAGATCTGCTCTATATTTGA
CATCGCCACTGAACTGAACCGCCTCCAGAAATTGGGCTCTGTGGGTCAGCTCAGCACCACTGATCTTACA
GGAGGAACATTTACTCTTTCC. ..

Figura 41: Parte da sequéncia de cDNA do gene DBT. O cédon destacado em amarelo representa
0 inicio da transcricdo. Em vermelho esti destacado o nucleotideo substituido e em azul o cédon

consequentemente modificado.

Fonte: NCBI, 2012

Sequéncia selvagem:

- ACT - CTT - TCC - BAE -
- Thr — Leu — Ser — Asn -
Sequéncia mutada:

- ACT — CCT - TCC - BAE -

- Thr — Pro — Ser — Asn -

Figura 42: Resumo das alteracdes determinadas pela mutacdo ¢.1193T>C no cDNA e na
proteina resultante. O nucleotideo substituido esta destacado em vermelho na sequéncia selvagem

e mutada.

Fonte: NCBI, 2012
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5.3.3 Paciente 3

Foram encontradas duas mutacdes de ponto diferentes no gene BCKDHB do
Paciente 3, filho de pais ndo consanguineos, caracterizando heterozigose composta. Uma
das mutacdes consiste em uma transi¢cdo ¢.359T>C, no éxon 4 do gene, que resulta na
modificagcdo do codon e troca de um aminoacido fenilalanina para serina na proteina final
(p.F120S) (Fig. 43 e 44). A mutacdo ndo estd descrita na literatura, mas segundo analise
realizada no software PolyPhen-2® ela é provavelmente patogénica (escore 1,000) por
resultar na modificacdo de um residuo altamente conservado entre espécies por outro

aminoacido com propriedades fisico-quimicas bastante diversas (ADZHUBEI et al., 2010).

AGGCGGCGTGCGGCTGCATAGCCTGAGAATCCCGGTGGTGAGCGGGGATGGCGGTTGTAGCGGCGGCTGC
CGGCTGGCTACTCAGGCTCAGGGCGGCAGGGGCTGAGGGGCACTGGCGTCGGCTTCCTGGCGCGGGGCTG
GCGCGGGGCTTTTTGCACCCCGCCGCGACTGTCGAGGATGCGGCCCAGAGGCGGCAGGTGGCTCATTTTA
CTTTCCAGCCAGATCCGGAGCCCCGGGAGTACGGGCAAACTCAGAAAATGAATCTTTTCCAGTCTGTAAC
AAGTGCCTTGGATAACTCATTGGCCAAAGATCCTACTGCAGTAATATTTGGTGAAGATGTTGCCTTTGGT
GGAGTCTTTAGATGCACTGTTGGCTTGCGAGACAAATATGGAAAAGATAGAGTTTTTAATACCCCATTGT
GTGAACAAGGAATTGTTGGATTTGGAATCGGAATTGCGGTCACTGGAGCTACTGCCATTGCGGAAATTCA
GTTTGCAGATTATATTTTCCCTGCATTTGATCAGATTGTTAATGAAGCTGCCAAGTATCGCTATCGCTCT
GGGGATCTTTTTAACTGTGGAAGCCTCACTATCCGGTCCCCTTGGGGCTGTGTTGGTCATGGGGCTCTCT
ATCATTCTCAGAGTCCTGAAGCATTTTTTGCCCATTGCCCAGGAATCAAGGTGGTTATACCCAGAAGCCC
TTTCCAGGCCAAAGGACTTCTTTTGTCATGCATAGAGGATAAAAATCCTTGTATATTTTTTGAACCTAAA
ATACTTTACAGGGCAGCAGCGGAAGAAGTCCCTATAGAACCATACAACATCCCACTGTCCCAGGCCGAAG
TCATACAGGAAGGGAGTGATGTTACTCTAGTTGCCTGGGGCACTCAGGTTCATGTGATCCGAGAGGTAGC
TTCCATGGCAAAAGAAAAGCTTGGAGTGTCTTGTGAAGTCATTGATCTGAGGACTATAATACCTTGGGAT
GTGGACACAATTTGTAAGTCTGTGATCAAAACAGGGCGACTGCTAATCAGTCACGAGGCTCCCTTGACAG
GCGGCTTTGCATCGGAAATCAGCTCTACAGTTCAGGAGGAATGTTTCTTGAACCTAGAGGCTCCTATATC
AAGAGTATGTGGTTATGACACACCATTTCCTCACATTTTTGAACCATTCTACATCCCAGACAAATGGAAG
TGTTATGATGCCCTTCGAAAAATGATCAACTATTGACCATATAGAAAAGCTGGAAGATTATGACTAGATA
TGGAAATATTTTTTCTGAATTTTTTTTTATATTTCCTCCGACTTACCTCTTTTTGAAAAGAGAGTTTTTA
TTAAATGAACCATCATGATATTGGCTGAAAAGTTCTACATTCTATTATTGTATTGTAACACACATGTATT
GATGATTTTCATTAAGAGTTTCAGATTAACTTTGAAAAATATTCCACATGGTAATCTTATAAATTCTGTT
TAATTACATCTGTAAATATTATGTGTGTGATAGTATTCAATAAAGTAAAATCAAATTGTCAAAAAAAAAA
AAAAAAAARAAAA

Figura 43: cDNA do gene BCKDHB. O cddon destacado em amarelo representa o inicio da
transcricdo. Em vermelho estdo destacados os nucleotideos substituidos nas duas mutacdes

analisadas e em azul os cédons que serdo consequentemente modificados.

Fonte: NCBI, 2012
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Sequéncia selvagem:

- GTT - TTT — AAT - BEE -
- Val — Phe — Asn —Thr -
Sequéncia mutada:

- GTT - TCT - AAT - BGE -

-Val — Ser —Asn —Thr -

Figura 44: Resumo das alteracGes determinadas pela mutacdo c¢.359T>C no cDNA e na
proteina resultante. O nucleotideo substituido esta destacado em vermelho na sequéncia selvagem

e mutada.

Fonte: NCBI, 2012

No outro alelo foi identificada uma transicao c¢.1159C>T, no éxon 10 do gene,
resultando na modificacdo de um residuo de arginina para um cédon de fim prematuro
(p-R387x). A proteina gerada apresenta 386 residuos, seis a menos que a proteina original
(Fig. 43 e 45). Essa alteracao poderia resultar no encurtamento do dominio C-terminal da
proteina e, provavelmente, modificaria sua estrutura alfa-hélice observada entre os residuos
379 e 390. Tal alteracdo pode prejudicar a estabilidade do mRNA ou reduzir a funcéo
enzimatica da proteina final (Fig. 46). Outros autores jA descreveram a presenca de
alteragcbes na por¢cdo C-terminal da proteina E1B levando ao fenétipo de MSUD (BASHYAM
etal., 2012)

Sabe-se que 48% das mutacfes sem sentido sdo consequéncia da criacdo de um
codon de fim TGA que, em 55% dos casos, surge de uma transicdo C>T decorrente da
desaminacdo espontdnea de 5-metilcitosina (ANTONARAKIS e COOPER, 2010). Nos
genomas eucariotas esse tipo de mutacdo ocorre principalmente em dinucleotideos CG,
com uma frequéncia cinco vezes superior que em outros dinucleotideos, sendo uma causa
importante de doencas genéticas (KRAWCZAK, BALL e COOPER, 1998). Esse mecanismo

de mutacéo poderia explicar a transicdo observada no gene do paciente em questao.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ball%20EV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9683596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cooper%20DN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9683596
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Sequéncia selvagem:

- CTT - CGA - AAA - BTE -
- Leu — Arg — Lys — Met -
Sequéncia mutada:
-CTT -TGA

- Leu-FIM

Figura 45: Resumo das alteracbes determinadas pela mutacdo ¢.1159C>T no cDNA e na
proteina resultante. O nucleotideo substituido esta destacado em vermelho na sequéncia selvagem

e mutada.

Fonte: NCBI, 2012

p.R387x

v

f Y
Dominio de Ligagdo de Dominio C-terminal
Tiamina pirofosfato

Figura 46: Dominios cataliticos da proteina E1B. A seta representa o ponto de interrupcdo da

proteina resultante da mutagéo c.1159C>T (p.R387x).

Fonte: Adaptado de PROTEIN DATA BANK, 2013

5.3.4 Paciente 4

Foi identificada a mutacédo ¢.670G>T no éxon 6 do gene DBT, em homozigose. Os
pais da crianca sdo consanguineos, primos de 2° grau. Essa transversao resulta na

modificacdo de um cédon GAA para TAA, levando a substituicdo do aminoacido glutamato
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na posicao 224 da proteina por um cédon de fim (p.E224X). O resultado é uma proteina

truncada, com perda de 258 dos 482 residuos da proteina original (Fig. 47 e 48).

ATTTCCGGGGTAAGATGGCTGCAGTCCGTATGCTGAGAACCTGGAGCAGGAATGCGGGGAAGCTGATTTG
TGTTCGCTATTTTCAAACATGTGGTAATGTTCATGTTTTGAAGCCAAATTATGTGTGTTTCTTTGGTTAT
CCTTCATTCAAGTATAGTCATCCACATCACTTCCTGAAAACAACTGCTGCTCTCCGTGGACAGGTTGTTC
AGTTCAAGCTCTCAGACATTGGAGAAGGGATTAGAGAAGTAACTGTTAAAGAATGGTATGTAAAAGAAGG
AGATACAGTGTCTCAGTTTGATAGCATCTGTGAAGTTCAAAGTGATAAAGCTTCTGTTACCATCACTAGT
CGTTATGATGGAGTCATTAAAAAACTCTATTATAATCTAGACGATATTGCCTATGTGGGGAAGCCATTAG
TAGACATAGAAACGGAAGCTTTAAAAGATTCAGAAGAAGATGTTGTTGAAACTCCTGCAGTGTCTCATGA
TGAACATACACACCAAGAGATAAAGGGCCGAAAAACACTGGCAACTCCTGCAGTTCGCCGTCTGGCAATG
GAAAACAATATTAAGCTGAGTGAAGTTGTTGGCTCAGGAAAAGATGGCAGAATACTTAAAGAAGATATCC
TCAACTATTTGGAAAAGCAGACAGGAGCTATATTGCCTCCTTCACCCAAAGTTGAAATTATGCCACC. . .

Figura 47: Parte da sequéncia de cDNA do gene DBT. O cédon destacado em amarelo representa
o0 inicio da transcricdo. Em vermelho esta destacado o nucleotideo substituido e em azul o primeiro

cbédon a ser consequentemente modificado.

Fonte: NCBI, 2012

Sequéncia selvagem:

- AAA - GTT - EAA - BT -
-Lys-Val—-Glu - lle -
Sequéncia mutada:

- AAA - GTT - TAA

- Lys — Val — FIM

Figura 48: Resumo das alteracfes determinadas pela mutacdo c.670G>T no cDNA e na
proteina resultante. O nucleotideo que substituido estd destacado em vermelho na sequéncia

selvagem e mutada.

Fonte: NCBI, 2012

Essa mutacédo foi descrita pela primeira vez por Fisher e colaboradores (1993). Os
autores identificaram uma deficiéncia na producéo de E2 por Western Blot e, a partir disso,

executaram o sequenciamento do gene DBT que evidenciou a mutacgdo. Utilizando técnica
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de transfeccdo em linfoblastos os pesquisadores observaram que o vetor contendo a
mutacdo produziu uma proteina marcadamente truncada, sem atividade catalitica e que,
sendo incapaz de formar a estrutura tipica de E2, seria direcionada para degradacédo. Isso
ocorre porque o sitio da mutagéo € anterior ao dominio interno principal da subunidade E2,
responséavel pelo agrupamento de subunidades E2 para a formagéo do nucleo cubico do
complexo enzimético (Fig. 49).

p.E224X
\ ] |\ ) |\ )
| | |
Dominio de Dominio de Dominiointerno
Marcagao de ligagdoa E1/E3 principal

Lipoil

Figura 49: Dominios cataliticos da proteina E2. A seta representa o ponto de interrupcdo da
proteina resultante da mutagéo c.670G>T (p.E224X).

Fonte: Adaptado de FISHER et al., 1993

A mesma mutacdo foi observada por esses autores em quatro pacientes com
fendtipo classico, de diversas etnias, tanto em heterozigose composta, quanto em
homozigose. Trés dos quatro pacientes identificados eram de etnia negra, mas os autores
destacam a importancia de se realizar outros estudos populacionais para averiguar a

diferenca de prevaléncia da mutagao entre etnias.

5.3.5 Paciente 5

O estudo identificou que o paciente, filho de pais ndo consanguineos, é heterozigoto
composto para o gene DBT. Uma das mutagbes encontradas foi a transversao c.670G>T
(p.E224X), a mesma observada no Paciente 4. Ambos os pacientes sdo naturais de
municipios préximos, localizados no norte do estado de Minas Gerais distantes cerca de 130
km. Embora as familias desconhegam parentesco, € possivel supor que exista um ancestral
comum proximo. No entanto, estudos com 0s genitores e a populacdo seriam necessarios

para confirmar essa hipotese.
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A outra mutacdo encontrada foi a delecdo de um nucleotideo no éxon 4 (c.261delA).
Essa delecdo resulta em mudanga na matriz de leitura, causando a substituicAo de um
amino&cido glutamato por lisina na posi¢do 88 da proteina e, consequentemente, a criagdo
de um cédon de fim prematuro (TGA) a 38 cédons do local da delecédo (p.E88KfsX38). O
resultado é uma proteina truncada, com apenas 124 residuos, em compara¢do com os 482
da proteina original (Fig. 50 e 51).

ATTTCCGGGGTAAGATGGCTGCAGTCCGTATGCTGAGAACCTGGAGCAGGAATGCGGGGAAGCTGATTTG
TGTTCGCTATTTTCAAACATGTGGTAATGTTCATGTTTTGAAGCCAAATTATGTGTGTTTCTTTGGTTAT
CCTTCATTCAAGTATAGTCATCCACATCACTTCCTGAAAACAACTGCTGCTCTCCGTGGACAGGTTGTTC
AGTTCAAGCTCTCAGACATTGGAGAAGGGATTAGAGAAGTAACTGTTAAAGAATGGTATGTARAAAGA. . .

Figura 50: Parte da sequéncia de cDNA do gene DBT. O cédon destacado em amarelo representa
o inicio da transcricdo. Em vermelho esta destacado o nucleotideo deletado e em azul o primeiro

cédon a ser consequentemente modificado.

Fonte: NCBI, 2012

Sequéncia selvagem:

Figura 51: Resumo das alteraces determinadas pela mutacdo c.261delA no cDNA e na
proteina resultante. O nucleotideo deletado esta destacado em vermelho na sequéncia selvagem. A
linha tracejada representa todos os cddons alterados pela mudanca da matriz de leitura até o novo

codon de fim.
Fonte: NCBI, 2012

Ndo foi encontrada nenhuma descricdo prévia dessa mutacdo na literatura
(CARDIFF UNIVERSITY, 2011; NCBI, 2012). E de se supor, no entanto, que a mutacao seja

de fato patogénica, por dar origem a uma proteina sem funcdo. Comparando a mutacéo
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c.261delA a c¢.670G>T, cujo resultado foi testado experimentalmente por Fisher e
colaboradores (1993), percebemos que a primeira resulta em uma proteina de menor
tamanho e que, além de ndo possuir o dominio interno principal, também apresenta prejuizo
do dominio de ligacdo a E1/E3 (Fig. 52). Essa hipétese, entretanto, necessita de

confirmagao experimental.

p.E88KfsX38

| ! {

Dominiode Dominio de Dominio interno
Marcacao de ligagdoa E1/E3 principal
Lipoil

Figura 52: Dominios cataliticos da proteina E2. A seta representa o ponto de interrupcdo da

proteina resultante da mutagéo c.261delA (p.E88KfsX38).

Fonte: Adaptado de FISHER et al., 1993

5.3.6 Paciente 6

N&o foi encontrada nenhuma alteracdo nas sequéncias codificantes dos genes
BCKDHA, BCKDHB ou DBT. No entanto, o sequenciamento das regides intrbnicas
flanqueadoras permitiu a identificacdo de uma transicdo no intron 1 do gene BCKDHA
(c.108+6T>C), presente em homozigose (Fig. 53). Os pais sdo consanguineos, primos de 2°

grau.

CTACGTGAGTGCCGGACCGCTGAGTGGTTGTTAGCCAAGATGGCGGTAGCGATCGCTGCAGCGAGGGTCT
GGCGGCTAAACCGTGGTTTGAGCCAGGCTGCCCTCCTGCTGCTGCGGCAGCCTGGGGCTCGGGGACTGGC
TAGATCTgtgagtacctgggccccaggecggttttcccaaaggggattagggatgtaaaggeta. ..

Figura 53: Sequéncia de DNA dos éxon 1 e parte do intron 1 do gene BCKDHA. As letras
mailsculas representam o éxon e as letras minUsculas a regido intrdnica. Em vermelho estd

destacado o nucleotideo substituido.

Fonte: NCBI, 2012
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A variagdo ndo se encontra descrita na literatura como mutagdo patogénica
(CARDIFF UNIVERSITY, 2011) ou como polimorfismo (NCBI, 2012). A mutacdo envolve o
nucleotideo +6 do sitio doador de splicing 5’, uma base com 47% de conservagao entre as
espécies de mamiferos (ANTONARAKIS e COOPER, 2010) (Fig. 54).

-3 -2 -1 +1 +2 +3 +4 +5 +6
Consenso AlC A G g t alg a g t
E/N-1 T C T g t g a g t
P6 T C T g t g a g c

Figura 54: Sequéncia de splicing da juncao intron e éxon do gene BCKDHA. Os nucleotideos
estdo numerados de -3 (primeira base do éxon) a +6 (Ultima base intrbnica). As letras mailsculas
representam os nucleotideos do éxon e as mindsculas os nucleotideos intrénicos. Consenso
representa a sequéncia de referéncia para o sitio doador de splicing (ANTONARAKIS e COOPER,
2010). E/l — 1 representa a sequéncia de referéncia para a juncdo do éxon 1 e intron 1 do gene

BCKDHA e P6 representa a mutagdo encontrada no Paciente 6, destacada em vermelho.

Cerca de 10% das mutagfes patogénicas sdo causadas por substituicbes de bases
nos sitios de splicing (ANTONARAKIS e COOPER, 2010). Essas alteragbes podem levar ao
salto do éxon ou ativacdo de um sitio de splicing criptico, tendo como consequéncia a
criagcdo de mRNA andémalos ou n&o funcionais, com cédons de parada prematuros ou com
incluséo de sequéncias intronicas (FAUSTINO e COOPER, 2003).

As simulagBes em banco de dados de splicing sdo uma ferramenta de auxilio na
predicdo de alteracdes de sequéncia consenso. A simulacdo da mutagdo em estudo no
software NetGene2® (BRUNAK, ENGELBRECHT e KNUDSEN, 1991) resultou nos outputs

representados nas figuras 55 e 56.
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Figura 55: Predicdo dos sitios de splicing no gene BCKDHA ndo mutado. As numeragbes
apresentadas na primeira coluna correspondem as jungGes éxon/intron, iniciando-se no primeiro

nucleotideo do gene BCKDHA. Em vermelho esta destacado o sitio de splicing alterado.

Figura 56: Predicdo dos sitios de splicing no gene BCKDHA com a mutagdo c.108+6T>C,
descrita no Paciente 6. Em vermelho estdo destacadas todas as possiveis sequéncias de splicing
preditas no intron 1.
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Os resultados da simulagdo mostram que a alteragédo provavelmente resulta na ndo
ocorréncia do splicing na jungdo entre éxon 1 e intron 1, que anteriormente a mutacao
ocorreria com 41% de confianga e manutengdo do splicing entre éxons 2 e intron 2, na
posicao 13.029. Nesse caso a consequéncia seria a inclusdo de uma sequéncia intrénica de
12.701 nucleotideos no mRNA final e esse seria, provavelmente, ndo funcional. A criagcdo de
um sitio de splicing criptico no intron 1 € também uma possibilidade uma vez que o software
encontrou 17 regides semelhantes a sequéncias consenso nessa regido. O deslocamento
do sitio de splicing geraria a inclusdo da porcao anterior desse intron no mRNA, podendo

igualmente explicar a perda de funcao da proteina.

Esses achados sugerem que a mutacéo pode levar a um erro de splicing e, portanto,
ser responsavel pelo quadro clinico de MSUD apresentado pelo paciente, embora sejam
necessarios mais estudos para a confirmacao dessa hipétese. Tal pesquisa é dificultada

pelo fato de que a paciente foi a ébito no ano de 2011, antes do inicio deste estudo.

5.3.7 Consideragfes gerais

O sequenciamento dos trés genes relacionados com o quadro clinico de MSUD foi
capaz de identificar alteracbes potencialmente patogénicas em todos 0s pacientes
estudados. A pesquisa poderia, ainda, ser complementada com a confirmacgéo dos achados
moleculares por meio do estudo dessas mutagcdes nos genitores, verificando a presenca de
mutacdes herdadas ou de novo e contribuindo para o adequado aconselhamento genético
dessas familias. A expresséao e caracterizacdo dos mRNAs por meio das técnicas de reacéo
em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) e sequenciamento de cDNA, além de
ensaio de atividade enzimética em fibroblastos para a andlise das proteinas, poderiam
também confirmar a patogenicidade das mutagdes descritas e elucidar se essas alteracées
levam a degradacdo dos mRNAs mutados ou formacao de proteina com atividade catalitica
limitada. As alteragcbes moleculares descritas nas se¢fes anteriores estdo resumidas no

qguadro 8.
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Quadro 8 — Resumo das alteracdes moleculares encontradas nos genes BCKDHA,
BCKDHB e DBT dos pacientes com MSUD

. Tipo de . .
Gene DNA Proteina . Paciente | Apresentacéo
mutagao
BCKDHA €.108+6T>C - Splicing P6® Homozigose
Sentido )
€.359T>C p.F120S P3 Heterozigose
trocado
Pequena a )
BCKDHB c.595 596delAG p.P200X . P1 Homozigose
delecéo
Sem )
c.1159C>T p.R387X ) P3 Heterozigose
sentido
Pequena )
c.261delA p.E88KfsX38 ~ P5 Heterozigose
delegéo
Sem P4? Homozigose
DBT c.670G>T p.E224X _ _
sentido P5 Heterozigose
Sentido )
€.1193T>C p.L398P P2 Homozigose
trocado

Filho de pais consanguineos.

Das sete mutagbes encontradas neste estudo, apenas trés estavam previamente
descritas na literatura. E possivel observar que existe uma diversidade grande de mutacdes,
gue parecem ser restritas a cada familia, havendo apenas um caso de mutacdo em comum
entre pacientes residentes da mesma regido. Quanto as mutagfes ja descritas em
populacdes europeias e norte-americanas ndo foi possivel estabelecer relacdes de
descendéncia para todos 0s casos, pois alguns pais tinham pouco conhecimento a respeito
da origem de suas familias. A presenca de homozigose foi condizente com o relato de
consanguinidade entre os pais, exceto no caso do Paciente 2, para o qual existe suspeita de
consanguinidade n&do conhecida ou nado relatada. Quanto aos tipos de mutacdo, a
substituicdo de um Unico par de bases, em especial a transi¢cdo, foi 0 mecanismo mais
comum, achado que é condizente com dados da literatura (ANTONARAKIS e COOPER,
2010). Nao parece haver correlacdo entre o gene mutado ou o tipo de mutacao e o fendtipo
clinico da doenca.
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6 CONCLUSOES
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De um modo geral, o diagnéstico de pacientes com MSUD no estado de Minas
Gerais é tardio e, como ja descrito na literatura, isto esta diretamente relacionado

com o atraso observado no crescimento e desenvolvimento.

O estabelecimento de intervalos de referéncia para aminoacidos séricos e influxo
cerebral de aminoacidos permitiu a identificacdo de valores aumentados de AACR,
bem como de deficiéncias de diversos aminoacidos nos pacientes em tratamento
dietético. As altas concentracdes séricas de leucina e de isoleucina estdo associadas
com a deficiéncia de alanina. As deficiéncias de serotonina e catecolaminas no
sistema nervoso central devem ser tratadas por meio de reposi¢ao nutricional dos

aminoacidos deficientes.

A aplicacdo de um método de inquérito alimentar mais fidedigno, como o registro
alimentar de 72 horas, é necessaria para adequada estimativa de ingestdo de

aminoacidos dos pacientes.

No estudo molecular desses pacientes verificamos, além da heterogeneidade de
locus, grande heterogeneidade alélica. N&o houve correlagdo aparente entre
gendtipo e fendtipo, j& que a gravidade do atraso de desenvolvimento esteve

relacionada com a demora do diagnéstico e tratamento.
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Anexo 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 08169212.2.0000.5149

Interessado(a): Profa. Eugénia Ribeiro Valadares
Departamento de Propedéutica Complementar
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 11 de dezembro de 2012, o projeto de pesquisa intitulado
"Avaliacao genética, clinica, nutricional e do
neurodesenvolvimento de pacientes com leucinose"™ bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.
Profa:Maria Teresa Marques Aman

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa I - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufmg.br
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Anexo 2

Universidade Federal de Minas Gerais
Hospital das Clinicas

Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensao

Hospital das Clinicas
versonce Faceict de Moo Goios

Belo Horizonte, 27 de dezembro de 2012.
PROCESSO: N° 131/12 “AVALIACAO GENETICA, CLINICA, NUTRICIONAL E
DO NEURODESENVOLVIMENTO DE PACIENTES COM LEUCINOSE”

SR(A) PESQUISADOR(A):

Reportando-nos ao projeto de pesquisa acima referenciado, considerando sua
concordancia com o parecer da Comissao de Avaliagdo Econdmico-financeira de
Projetos de Pesquisa do HC e a aprovagédo pelo COEP/UFMG em 11/12/2012,
esta Diretoria aprova seu desenvolvimento no ambito institucional. Solicitamos

enviar a DEPE relatério parcial ou final, apés um ano.

Fd Aténciosarhe//ht? // \/ |
72 & 7

4

A LA

\_/

A Sro.

Prof.2 Eugénia Ribeiro Valadares
Dpto. Propedéutica Complementar
Faculdade de Medicina- UFMG

CGC: 17.217.985/0034-72 - Av. Prof. Alfredo Balena, 110~ 1° andar
Bairro Santa Efigénia — CEP 30130-100 - Belo Horizonte - MG
Telefone: (31) 3409-9379 — 3409-9375 - FAX: (31) 3409-9380 - depe(@ he.ufmg.br
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Apéndice 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - GRUPO CASO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS (HC-UFMG)

Pesquisa: Avaliagdo genética, clinica, nutricional e do neurodesenvolvimento de pacientes com Leucinose
Pesquisador: Ana Facury da Cruz

Coordenador: Eugénia Ribeiro Valadares

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG: Av. Anténio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il — 2° andar — SL
2005 — CEP: 31.270-901 — BH/MG — Tel: (31) 3499-4592 — Fax: (31) 3499-4516 — e-mail: prpg@coep.ufmg.br

Prezado(a) Senhor(a),

Seu filho estd sendo convidado a participar de uma pesquisa de Mestrado intitulada “Avaliagao
genética, clinica, nutricional e do neurodesenvolvimento de pacientes com Leucinose”, realizada pela
Faculdade de Medicina da UFMG.

Sabemos que as criangas com Leucinose (Doenca do Xarope de Bordo) precisam de controle clinico e
nutricional periddico e de exame de aminoacidos no sangue para ajuste da dieta especial. Para essa pesquisa,
portanto, serdo utilizados dados coletados durante o atendimento clinico dos pacientes, como consumo
alimentar, peso e estatura, que poderdo ser complementados com dados de prontuario. A duragdo da pesquisa
serd de um ano, quando serdo realizadas consultas mensais no Ambulatério de Erros Inatos do Metabolismo
(HC-UFMG), com presenc¢a de médico e nutricionista e coleta de sangue em papel filtro e em tubo de EDTA para
andlise de aminoéacidos no sangue. As amostras serdo descartadas apds o periodo de um ano, sendo utilizadas
apenas para essa pesquisa, sendo dosadas por duas técnicas diferentes no Laboratério Hermes Pardini e
posteriormente no Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo.

As intervenc0es realizadas se limitardo a modificacdes na dieta como forma de adequar os aminoacidos
sanguineos. Os dados referentes ao paciente séo sigilosos e privados, garantindo seu anonimato, sendo que o
Sr. (a) podera solicitar informagdes durante toda a fase de pesquisa.

O Sr. (a) foi esclarecido (a) de que ao autorizar a participagdo de seu (sua) filho (a) nessa pesquisa, ele
(a) estara fazendo parte de um estudo académico, com o objetivo de avaliar as melhorias decorrentes das
modificagfes no atendimento clinico e nutricional. Embora o Sr. (a) venha aceitar participar desta pesquisa,
podera desistir a qualquer momento, bastando para isso informar sua desisténcia da maneira que lhe for mais
conveniente, ndo havendo prejuizo algum para vocé, ou algum membro de sua familia. Se o Sr. (a) optar por ndo
autorizar a participacdo na pesquisa ndo havera qualquer tipo de prejuizo a vocés ou ao tratamento e
acompanhamento clinico de seu filho.

Por ser de participacdo voluntaria, e sem interesses financeiros, o Sr (a) ndo tera direito a nenhuma
forma de remuneragdo. Os desconfortos e riscos decorrentes da participacdo na pesquisa se referem aqueles
inerentes a coleta de sangue e serdo minimizados pela utilizacdo de materiais adequados e equipe capacitada
para o procedimento.

Tenho ciéncia do exposto e concordo em participar deste estudo. Autorizo a utilizagcdo e publicagédo dos
dados clinicos e laboratoriais analisados e obtidos nesta pesquisa em revistas cientificas, periédicos, livros,
posteres, apresentacdes de slides e na dissertacdo de mestrado na qual este projeto estd vinculado, sem a
identificacdo do meu nome.

Vocé receberd uma copia desse documento, assinada e com todas as informacdes de contato do
pesquisador, devendo procura-lo no caso de alguma duvida.

Belo Horizonte, de de 2013

Pai/responsavel:
Nome completo:
Assinatura:

Criangas maiores de 7 anos:
Nome:
Assinatura:
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Apéndice 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - GRUPO CONTROLE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS (HC-UFMG)

Pesquisa: Avaliagdo genética, clinica, nutricional e do neurodesenvolvimento de pacientes com Leucinose
Pesquisador: Ana Facury da Cruz

Coordenador: Eugénia Ribeiro Valadares

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG: Av. Anténio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il — 2° andar — SL
2005 — CEP: 31.270-901 — BH/MG — Tel: (31) 3499-4592 — Fax: (31) 3499-4516 — e-mail: prpg@coep.ufmg.br

Prezado(a) Senhor(a),

Seu filho estd sendo convidado a participar de uma pesquisa de Mestrado intitulada “Avaliagao
genética, clinica, nutricional e do neurodesenvolvimento de pacientes com Leucinose”, realizada pela
Faculdade de Medicina da UFMG.

A Leucinose é uma doenca rara que afeta criancas ao nascimento e exige que essas sigam uma dieta
especial restrita em proteinas por toda a vida. Sabe-se que o monitoramento e controle dos aminoacidos no
sangue estdo relacionados ao melhor desenvolvimento de criangas com Leucinose. Este estudo visa, portanto,
trazer melhorias ao atendimento dos pacientes através da realizacdo rotineira dessas dosagens e corregdo
dietética das alteracdes encontradas. Para isso é necessario obter valores de aminoacidos sanguineos de
criangas saudaveis para que possamos compara-los aos valores das criangas com a doenca.

Serao coletadas amostras de sangue em papel filtro e em tubo de EDTA para andlise de aminoacidos
no sangue. As amostras serdo descartadas ap6s o periodo de um ano, sendo utilizadas apenas para essa
pesquisa, sendo dosadas por duas técnicas diferentes no Laboratério Hermes Pardini e posteriormente no
Laboratdrio de Erros Inatos do Metabolismo.

Os dados referentes a crianga sdo sigilosos e privados, garantindo seu anonimato, sendo que o Sr (a)
podera solicitar informag¢8es durante toda a fase de pesquisa.

O Sr (a) foi esclarecido (a) de que ao autorizar a participagdo de seu (sua) filho (a) nessa pesquisa, ele
(a) estara fazendo parte de um estudo académico, com o objetivo de avaliar as melhorias decorrentes das
modificagbes no atendimento clinico e nutricional. Embora o Sr. (a) venha aceitar participar desta pesquisa,
podera desistir a qualquer momento, bastando para isso informar sua desisténcia da maneira que lhe for mais
conveniente, ndo havendo prejuizo algum para vocé, ou algum membro de sua familia. Se o Sr. (a) optar por nao
autorizar a participacdo na pesquisa ndo havera qualquer tipo de prejuizo a vocés ou ao tratamento e
acompanhamento clinico de seu filho.

Por ser de participagdo voluntaria, e sem interesses financeiros, o Sr (a) ndo tera direito a nenhuma
forma de remuneragdo. Os desconfortos e riscos decorrentes da participacdo na pesquisa se referem aqueles
inerentes a coleta de sangue e serdo minimizados pela utilizacdo de materiais adequados e equipe capacitada
para o procedimento.

Tenho ciéncia do exposto e concordo em participar deste estudo. Autorizo a utilizagdo e publicagdo dos
dados clinicos e laboratoriais analisados e obtidos nesta pesquisa em revistas cientificas, periédicos, livros,
posteres, apresentacdes de slides e na dissertacdo de mestrado na qual este projeto estd vinculado, sem a
identificacdo do meu nome.

Vocé receberd uma copia desse documento, assinada e com todas as informacdes de contato do
pesquisador, devendo procura-lo no caso de alguma duvida.

Belo Horizonte, de de 2013

Pai/responsavel:
Nome completo:
Assinatura:

Criangas maiores de 7 anos:
Nome:
Assinatura:




