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RESUMO

RESENDE-CAMPANHOLI, D. R. Perfil genotipico de pacientes chilenos com Doenc¢a da
Urina do Xarope de Bordo. 2019. 82 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto, Universidade de Sao Paulo, 2019.

Introducio: A Doenga da Urina do Xarope de Bordo ¢ uma doenca hereditaria do metabolismo
dos aminodcidos de cadeia ramificada, de carater autossémico recessivo. O diagnostico precoce €
fundamental na prevencdo da deterioracdo neuroldgica, que se d& pela auséncia da
implementa¢ao do tratamento nutricional adequado. Objetivo: Realizar triagem das mutacdes em
todos os éxons dos trés genes envolvidos na Doenga da Urina do Xarope de Bordo (BCKDHA,
BCKDHB e DBT) através do sequenciamento génico direto e correlacionar com a
heterogeneidade fenotipica. Métodos: Estudo clinico transversal com pacientes chilenos
diagnosticados com Doenga da Urina do Xarope de Bordo. A genotipagem foi realizada com
produtos purificados de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) de DNA.Foi realizada analise in
silico das substituigdes de nucleotideos através dos softwares MutPred® v1.2, Polyphen-2® —
Polymorphism Phenotyping v2 e SIFT®. As caracteristicas clinicas dos pacientes foram
fornecidas pela equipe de nutricdo do Instituto de Nutricdo e Tecnologia da Universidade de
Chile (INTA). Foi realizado um teste exato de Fisher no grupo de pacientes portadores da
mutacao mais prevalente na amostragem, a 1214K com a intencao de avaliar o grau de correlagao
entre algumas variaveis clinicas e genéticas para verificar a possibilidade de se estabelecer uma
relagdo fenotipo/gendtipo. Resultados: Dos 18 pacientes 88% apresentaram mutagcdo no gene
BCKDHB, 1 pacientes 5% apresentou mutacdo no gene BCKDHA e 1 (5%) paciente apresentou
mutagdo no gene DBT. Foram encontradas um total de 8 muta¢des na amostra e 4 novas
mutacoes (50%). Nao se pode afirmar que ha correlagdo de nenhuma das variaveis clinicas com
os gendtipos encontrados nessa amostragem. Conclusao: Este estudo reportou 4 novas mutagdes
em pacientes portadores de DXB na populagcdo chilena, o que pode ajudar em futuros
diagnosticos genéticos da doenca. Se a DXB fosse diagnosticada de forma mais rapida, na
triagem neonatal, talvez fosse possivel estabelecer uma relagdo gendtipo-fenotipo de forma mais
eficiente.

Palavras-chave: Erros inatos do metabolismo. Aminoacidos de cadeia ramificada. Valina.
Leucina. Isoleucina. Mutagao.



ABSTRACT

RESENDE-CAMPANHOLI, D. R. Chilean patients genotypic profile with Maple Syrup
Urine Disease. 2019. 82 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdao Preto, 2019.

Introduction: Maple Syrup Urine Disease (MSUD) is an autossomal recessive hereditary disease
of the branched-chain amino acid metabolism. Early diagnosis is essential in preventing
neurological deterioration, which occurs due to inadequate nutritional implametation treatment.
Purpose: Screen mutations in all exons from the three genes involved in MSUD (BCKDHA,
BCKDHB and DBT) through direct gene sequencing and correlation with phenotypic
heterogeneity. Methods: A cross-sectional study with Chilean patients diagnosed with Maple
Syrup Urine Disease. Genotyping was performed using purified polymerase chain reaction (PCR)
DNA. Nucleotide substitutions [In Silico analysis was performed using MutPred® vl1.2,
Polyphen-2® - Polymorphism Phenotyping v2 and SIFT® softwares. Patients clinical
characteristics were provided by the nutrition team from Chile University, Nutriton and
Technology Institute (INTA). Results: Of the 18 patients, 88% presented mutation in BCKDHB
gene, 1 patient had mutation in BCKDHA gene and 1 patient (5%) presented a mutation in DBT
gene. A total of 8 mutations in the sample and 4 new mutations (50%) were found. It can not be
affirmed that there is correlation between clinical variables and genotypes in this sample.
Conclusion: This study reported 4 new mutations in patients with MSUD in Chilean population,
which may help in future genetic diagnosis. If MSUD was diagnosed more rapidly in neonatal
screening, it might be possible to establish a genotype-phenotype relationship more efficiently.

Keywords: Inborn errors of metabolism. Branched-chain amino acids. Valine. Leucine.
Isoleucine. Mutation.
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Introducdo 20

As Doencas Metabolicas Hereditarias (DMH) sdo causadas por erros inatos do
metabolismo e classicamente resultam da falta de atividade de uma ou mais enzimas especificas
ou defeitos no transporte de proteinas. A dificuldade no diagnoéstico nas DMH deve-se a uma
série de fatores:

1) Sao consideradas individualmente raras e tém apresentacdes bastante
inespecificas, levando muitos médicos a pesquisa dessa etiologia somente quando
as causas mais frequentes foram afastadas e por consequéncia o diagndstico
efetua-se, por regra, tardiamente;

2) As amostras de urina e sangue para investigar um erro metabdlico t€ém um
momento certo para serem colhidas;

3) Muitas doencas metabolicas produzem somente anomalias intermedidrias, por
vezes dificeis de correlacionar com a doenga.

Embora possam surgir em qualquer idade, as primeiras manifestacdes das doencas
metabolicas ocorrem geralmente de forma subita no periodo neonatal. Os pacientes apresentam
sintomas graves que muitas vezes evoluem rapidamente para a morte.

Os aminoacidos de cadeia ramificada - Leucina (LEU), Isoleucina (ILE) e Valina
(VAL) - s@o aminoacidos essenciais em cujo catabolismo se descrevem pelo menos onze doencas
metabolicas (Figura 1). As patologias mais frequentes sdo as acidemias metilmaldnica,
propidnica e isovalérica e a Leucinose, também conhecida como Doenca da Urina de Xarope de
Bordo.

A Leucinose ¢ uma desordem com consequéncias ameagadoras a vida. Contudo ¢
uma patologia controlavel se houver uma monitorizacao e adesdo as restri¢cdes alimentares.

Figura 1 — Estrutura molecular dos aminoacidos de cadeia
ramificada Leucina, Isoleucina e valina

COO COO COO
[ I |
H.N—C—H HIN—C—H "HEN=—C—H
[ I |
CH CH H—C—CH;
N | [
H,C CH, /(;II (|‘II2
H,C CH, CH,
Valina Leucina Isoleucina
Aminoacidos de Cadeias Laterais Ramificadas

Fonte: Scriver et al., 2001.
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1.1 0S AMINOACIDOS DE CADEIA RAMIFICADA (BCAA)

Os trés aminoacidos - LEU, ILE, VAL - sdo classificados como aminoacidos de
cadeia ramificada (BCAA, do inglés Branched Chain Amino Acids) e sdo essenciais visto que o
organismo nao consegue sintetiza-los, sendo obtidos por meio da alimentagdo (CHUANG; SHIH,
2001).

Os aminoacidos (AA) sdo resultado do catabolismo das proteinas e serao reutilizados
para a sintese de novas proteinas; em excesso podem ser usados como fonte energética. O grupo
a-amina ¢ removido € o esqueleto carbonado ¢ convertido em um metabdlito intermediario. A
maioria dos grupos amina sdo convertidos em ureia que ¢ excretada na urina, enquanto os
esqueletos carbonados sdao transformados em Acetil CoA, Acetoacetil CoA, Piruvato ou em um
dos metabolitos intermediarios do Ciclo de Krebs (Figura 2).

Metabolicamente os AA podem classificar-se em: Cetogénicos ¢ Glicogénicos. Os
AA cetogénicos sdao degradados em Acetil CoA e Acetoacetil CoA, podendo originar corpos
cetonicos. Por outro lado os AA. que sdo degradados até piruvato ou em um dos intermediarios
do Ciclo de Krebs sao designados de glicogénicos. A designagdao deve-se ao fato deles poderem
ser convertidos em Fosfoenolpiruvato (reagdo de gliconeogénese) e este em glicose. Os AA
glicogénicos sao fundamentais para a regulagao de glicose plasmatica durante o jejum.

Figura 2 — Vias metabolicas para a degradagdo dos aminoacidos
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Fonte: Scriver et al., 2001.
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1.2 A DOENCA DA URINA DO XAROPE DE BORDO

A Doenca da Urina do Xarope de Bordo (DXB) (OMIM #24860), também conhecido
como Leucinose ¢ um erro inato do metabolismo (EIM) causado pela deficiéncia da atividade do
complexo da desidrogenase de cetodcidos de cadeia ramificada (BCKD) causando acimulo de
aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA), leucina (LEU), isoleucina (ILE) e valina (VAL) e
seus cetoacidos (BCKA) correspondentes. Os BCAA exogenos, de origem dietética, sdo o0s
maiores precursores de sintese proteica. O passo inicial no catabolismo da LEU, VAL e ILE ¢
uma transaminagdo reversivel para a formagdo de cetoacidos: os acidos a-cetoisocaproico, o-
cetoisovalérico e a-ceto-B-metilvalérico e a alo-isoleucina. O Segundo passo ¢ uma
descarboxilagdao oxidativa irreversivel, dentro da membrana mitocondrial, reagcdo essa catalisada
pelo complexo da BCKD. O complexo da BCKD ¢ uma macromolécula multiezimatica com trés
componentes cataliticos (E1,E2,E3) (STRAUSS; PUFFENBERGER; MORTON, 2013). O
componente E1 ¢ constituido de duas subunidades Ela e duas subunidades E1B formando um
heterotetramero. Os componentes cataliticos requerem como cofatores a tiamina pirofosfato
(TPP) e a flavina adenina dinucleotideo (FAD). Em adi¢do aos componentes cataliticos existem
duas subunidades reguladoras da atividade do complexo por meio de um mecanismo reversivel
de fosforilagao/desfosforilacdo: a quinase que inativa o complexo - ¢ a fosfatase - que faz o
contrario. Resumindo, pelo menos seis proteinas estdo envolvidas: Ela, E1B, E2, E3, quinase ¢
fosfatase (Figura 3). A deficiéncia deste complexo € responsavel pelo aumento dos aminoacidos
de cadeia ramificada leucina, valina e isoleucina nos fluidos fisioldgicos, bem como dos seus
respectivos a-cetodcidos, como pode ser observado na Figura 4 (CHUANG et al., 2004). O
acumulo destes aminoacidos afeta principalmente o sistema nervoso central (SNC) (CHUANG,
2001). Estudos sugerem a ocorréncia de estresse oxidativo nesta doenca, mesmo em pacientes
tratados (BARSCHAK; MARCHESAN et al., 2008; BARSCHAK; SITTA et al., 2008).

A Doenga da Urina do Xarope de Bordo ¢ herdada de forma autossdmica recessiva e
sua incidéncia mundial ¢ estimada em 1:185.000 nascidos. Embora seja um defeito raro, em
alguns povos Menonitas assentados na Pensilvania e algumas cidades dos Estados Unidos, a
incidéncia estimada da Doeng¢a da Urina do Xarope de Bordo ¢ de 1:200 nascidos vivos
(CHUANG; SHIH, 2001). Estudo realizado em Portugal por Quental et al. (2010), com base na

analise dos casos diagnosticados por espectrometria de massa, encontrou incidéncia de 1:86.800
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recém nascidos vivos. No Brasil, um estudo feito por Margutti (2015) identificou 11 novas
mutacoes em 25 portadores da doenga, sendo tres no gene BCKDHA (Pro39Leu, Gly56Arg,
Tyr120Stop e Ala248Cysfs*10), seis no gene BCKDHB (Phe35Trpfs*41, Arg63Pro, Glyl131Val,
Glu146GInfs*13, Phe149Cysfs*9, Lys166Asn, Tyr169Cys, Ala202Val, Cys207Phe, Lys211Asn,
Ala248Glyfs*6 e c.764 840+4del) e duas no gene DBT (Gly116Arg, Glu148Stop e Glu417Val).

Figura 3 — Complexo da BCKD: E1 ou componente descarboxilase tem 2
subunidades diferentes Ela e E1B. Possui o local ativo que liga a Pirofosfato de
tiamina (TPP), que ¢ usada como coenzima. m E2 ou componente
aciltransferase forma o centro deste complexo; tem 3 dominios distintos: O
terminal N transporta um residuo lipoil-lisina na posi¢do 44; o dominio central
E1 / E3 liga-se tanto ao E1 como ao E3 e o terminal C forma uma estrutura
cubica sendo o local ativo na interface entre 2 subunidades adjacentes. Os 3
dominios estdo ligados por regides charneira flexiveis que sdo sensiveis a
digestdo da protease. E3 ou componente desidrogenase é partilhado pela
Piruvato desidrogenase e o -cetoglutarato desidrogenase. E uma flavoproteina
com estrutura homodimérica que aceita a metade lipoi para a forma oxidada,
com NAD+ como receptor de electrdes. E também usada nos complexos
Piruvato e a-cetoglutarato desidrogenase
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Fonte: Scriver et al.,2001.
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Figura 4 — Catabolismo dos aminoacidos de cadeia ramificada. Os aminoacidos
valina e isoleucina formam propionil CoA, que pode ser convertido em succinil-
CoA. Os AA leucina e isoleucina formam acetil- CoA. O AA leucina pode
formar acetoacetato. Na presenca da Doenga da Urina do Xarope de Bordo,
ocorre um déficit enzimatico na atividade do complexo desidrogenase dos a-
ceto-acidos de cadeia ramificada e bloqueio do metabolismo no nivel 2,
havendo acimulo de leucina, isoleucina, valina e seus metabdlitos acidos a-
cetoisocaproico, o-cetoisovalérico e a-ceto-f-metilvalérico

Valina soleucina Leucina
IATACR IATACR IATA.CR

a-cetoisovalerato a-coto-B-metilvalerato a~cetolsocaproato
DCCR L‘:’Q DCCR
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L-Metilmalonil CoA \‘

) \

Succinil-CoA Cetowm

Glicogénico
Fonte: Wendel e Baulny (2006, p. 246).

As manifesta¢des clinicas dos pacientes com DXB sdo variadas e dependem da
atividade enzimatica residual. Os fendtipos clinicos associados sdao classificados como forma
classica, intermedidria, intermitente, responsiva a tiamina e deficiéncia de lipoamida
desidrogenase (da subunidade E3), dependendo, entre outros, da idade de inicio e gravidade da
doenca. Na forma classica do DXB, com menos de 3% de atividade enzimatica residual, os
sintomas aparecem logo ao nascimento. Verificam-se cetose e concentracdes plasmaticas de LEU
superiores a 2.000 pumol/l. Normalmente trata-se de um bebé a termo, com parto e aspecto iniciais
normais, surgindo os sintomas entre o quarto e o sétimo dias de vida. E conveniente atentar-se ao

fato de que o aleitamento materno pode retardar ligeiramente o aparecimento dos sintomas para a
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segunda semana de vida. No neonato ndo tratado o odor de xarope de bordo pode ser detectado
no cerume nas primeiras 12-24h, e na urina em 48-72h ap6s o nascimento. Concentracdes
plasmaticas elevadas de BCAA, assim como distirbio generalizado na concentragdo plasmatica
de aminoacidos estdo presentes 12-24h de idade; elevacao de cetoacidos e cetontria generalizada,
irritabilidade, hiporexia sdo observados em 24-72h apds o parto; encefalopatia manifestada como
letargia, apnea intermitente e opistétono sdo vistos apos 4 a 5 dias de vida; e coma e insuficiéncia
respiratoria central pode ocorrer entre 7 a 10 dias. Outros fendtipos com diferentes graus de
atividade podem conduzir a uma intoxicagdo metabodlica grave e quadros de encefalopatia com
estresse catabolico (STRAUSS; PUFFENBERGER; MORTON, 2013).

A forma intermédia apresenta-se no lactente e na infancia, sendo caracterizada por
atraso de desenvolvimento psicomotor, ma evolugdo pondero-estatural, convulsdes e ataxia.
Verificam-se cetose e concentragdes plasmaticas de LEU inferiores a 2.000 umol/l. Embora as
elevacoes dos BCAA sejam persistentes € ocorra o comprometimento neuroldgico, ndo se
verificam as descompensagdes graves tipicas no periodo neonatal das formas classicas. A
atividade enzimatica nestes doentes ¢ de 3 a 30% (CHUANG et al., 2004).

A forma intermitente ¢ de apresentagdo no lactente e infancia verificando-se
crescimento e desenvolvimento normais, com crises de ataxia que poderdo ser acompanhadas de
cetoacidose. O aumento dos BCAA apenas se verifica nas descompensacgoes.

A forma sensivel a tiamina tem uma apresentacao clinica semelhante a forma
intermédia ou intermitente, ndo manifestando descompensagdo aguda inicial. A tiamina ¢ o
cofator da subunidade El, regulando a atividade de todo o complexo enzimatico. Assim, a
administracdo de tiamina, permite diminuir os niveis séricos de BCAA. As doses de tiamina
usadas podem variar de 10 a 1.000mg por dia (MITSUBUCHI; OWADA; ENDO, 2005).

A forma deficiente na subunidade E3 possui igualmente um quadro de apresentacao
clinica semelhante a forma intermédia, embora a elevacdo dos BCAA se faga acompanhar de
acidose lactica e cetoglutarica. Esta forma de apresentagdo ¢ muito rara, tendo sido descritos
cerca de 20 casos em todo o mundo. O prognoéstico desta forma da doenga parece estar associado
a atividade enzimatica residual, compreendida entre 0 e 25% (MITSUBUCHI; OWADA; ENDO,
2005).
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1.3 DIAGNOSTICO DA DXB

O diagnostico da Doenca da Urina do Xarope de Bordo ¢ confirmado pela deteccao
de niveis elevados dos aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) por andlise quantitativa de
aminoacidos, utilizando a cromatografia liquida de alta performance (HPLC), auto analisador de
aminoacidos, espectrometria de massa em tandem (LC-MSMS) e/ou pelo aumento da excregao
urinaria dos a-ceto e hidroxi-acidos ¢ BCAA usando cromatografia gasosa com sistema de
deteccdo por espectrometria de massa (CG-MS) e analise quantitativa de aminoacidos. A
detecgao de alo-isoleucina é patognomonica de Doenca da Urina do Xarope de Bordo, sendo
considerada teste de segunda linha e ajuda no diagnéstico diferencial com outras situagdes
associadas a aumento dos BCAA, tais como jejum e episodios de voOmitos ciclicos
(HOFFMANN; SCHULZE, 2009). As andlises das mutagdes e teste enzimaticos, apesar de
desnecessarios para o diagnostico, podem ajudar a predizer a gravidade da desordem ou

responsividade a tiamina (NELLIS et al., 2003).

1.4 TRATAMENTO

1.4.1 Principios Gerais do Tratamento

O tratamento das DMH causadas por déficits no catabolismo dos BCAA obriga a
restri¢ao do seu aporte por meio da dieta, no sentido de evitar a acumulagdo de intermediarios
toxicos para os 6rgaos, particularmente o SNC (CHUANG; SHIH, 2001). Assim, os principios
gerais do tratamento consistem no controle do aporte de proteina natural, na diminui¢ao do
catabolismo proteico ¢ na promog¢ao do anabolismo (MITSUBUCHI; OWADA; ENDO, 2005).
Como objetivos mais concretos temos a normalizacao das concentragdes plasmaticas dos BCAA
e dos seus metabolitos, mantendo o seu aporte adequado bem como de outros nutrientes
necessarios ¢ fundamentais para um bom desenvolvimento e maturagdo (CHUANG; SHIH,
2001). Paralelamente, pretende-se prevenir ou minimizar a disfun¢do cerebral, ja que ha indicios
de que o controle metabolico se relaciona favoravelmente com bom desenvolvimento intelectual

(CHUANG; SHIH, 2001).
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1.4.2 Recomendacgoes Nutricionais

A diversidade com a qual a doenga se apresenta clinicamente ¢ fundamental para
avaliar a gravidade e o prognostico do paciente. A compensagdo metabolica e a etapa em que ¢
feito o diagnoéstico sdo fundamentais para definir a evolugdo do caso. Para que o objetivo de
compensagdo metabolica seja alcancado, ¢ de suma importancia que seja instituido o tratamento
nutricional o quanto antes. A necessidade de cada paciente ¢ diferente de acordo com varios
fatores, sendo um deles o genotipo (WENDEL; BAULNY, 2006).

Casella et al. (2007) descreveram dois casos de pacientes com DXB que
desenvolveram lesdes de pele devido a restricao de Val e Ile imposta pelo tratamento da DXB e
obtiveram melhora com a suplementacdo da Ile. Para tal, ¢ necessario que se realize a
monitorizagdo continua dos aminoacidos séricos com o intuito de individualizar as necessidades
de BCAA de cada individuo. A formula contém uma mistura de outros aminoacidos,
carboidratos, vitaminas, minerais e oligoelementos (SERRA DALMAU et al., 2006). A féormula
para DXB tem o custo de, em média, R$ 950,00 por lata e ndo estd inclusa na lista de
medicamentos fornecida pelo Governo. Desta forma, solicita-se a férmula por processo judicial
ao Estado para que o paciente receba o tratamento de forma regular, pois a interrupg¢ao do
tratamento pode levar o paciente a uma descompensagao metabolica, podendo resultar em danos
irreversiveis.

Por serem essenciais para o desenvolvimento da crianga, os pacientes nao podem
utilizar somente a formula alimentar isenta de BCAA, devendo-se fazer a complementagdao da
dieta com proteina natural para que as quantidades minimas necessarias para o desenvolvimento
sejam atingidas. Para criangas menores, utiliza-se como fonte de proteina natural as formulas
infantis e em criangas maiores ¢ adolescentes, alimentos com baixo valor proteico como as
verduras, legumes e frutas.

A Leu ¢ o BCAA que se encontra em maior propor¢ao em alimentos naturais (Tabela
1). O paciente pode ingerir em média 0,5-1,7 g/kg/dia de proteinas naturais dependendo da sua
tolerancia. O objetivo do tratamento € manter a concentracdo plasmatica de leucina entre 100-300
umol/L, isoleucina de 200-400 umol/L e valina 200-400 umol/L. Além disso, ¢ muito importante
obter a quantificacdo da leucina, pois a conduta terap€utica sera baseada nos valores dos

aminoacidos no plasma do paciente (SERRA DALMAU et al., 2006).
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Tabela 1 — Quantidade de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) por grama de proteinas em
alimentos naturais

Quantidade de BCAA por grama de proteina

Alimento Leucina Isoleucina Valina
Carne 10% 6-7% 7-8%
Leite de vaca 9,8% 6,4% 6,9%
Verdura 4,6% 3,5% 4,1%
Frutas 4.4% 2,9% 3,7%
Cereais 8,3% 5,8% 6,7%
Manteiga 8,3% 5,8% 6,7%

Fonte: De Luis Roman e 1zaola Jauregui (2005, p. 495, tradugdo nossa).

A tolerancia do paciente a Leu vai depender da atividade enzimatica apresentada pelo
paciente e sua idade, devendo a dieta ser calculada a partir dos niveis séricos de BCAA que o
paciente apresenta. A frequéncia destes controles depende do quadro clinico e da idade do
paciente (SERRA DALMAU et al., 2006). Além disso, deve ser considerada a necessidade
calorica didria para o paciente, por isso utilizam-se alimentos totalmente isentos de BCAA com
alto valor energético como os azeites de oliva, girassol, triglicerideos de cadeia média (TCM) e
maltodextrina.

A tiamina também deve ser utilizada no inicio da terapia, visto que uma das variantes
da doenga pode responder a este tratamento. E importante ressaltar que o excesso de restri¢io
dietética causa atraso no crescimento e desenvolvimento global, anemia, imunodeficiéncia,
desmielinizagdo e lesdes de pele (SERRA DALMAU et al., 2006).

Na Tabela 2 estdo descritas os valores recomendados de proteina, calorias e dos
BCAA. Para os recém nascidos portadores da forma classica da doencga, o aporte diario em Leu
devera ficar entre 80 e 110mg/kg (50-60% das necessidades de uma crian¢a normal) (WENDEL;
BAULNY, 2006). As necessidades de Leu sdao maiores durante os primeiros seis meses,
estabilizando depois por volta do segundo ou terceiro anos de vida, mantendo-se relativamente
estaveis até ao final da primeira década de vida (CHUANG; SHIH, 2001). A Val e a Ile tem
como necessidades minimas 200 a 250mg/dia (WENDEL; BAULNY, 2006).
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Tabela 2 — Recomendacdo diaria de proteina, aporte caldrico e aminodcidos de cadeia ramificada (BCAA)

Proteina Leucina Isoleucina Valina Energia

(g/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (Kcal/Kg)
Recém-nascido 2,5-3 50-90 20-50 30-60 120-145
Lactentes 2-3 40-80 20-50 30-60 115-145
Escolares 1,5-2 20-40 5-15 10-30 60-80
Adolescentese ) , 5-15 5-15 10-30 40-60

Adultos

Fonte: Adaptado de Wapper ¢ Gibson (2006).

E fundamental deixar bem claro que a mistura de aminoacidos ¢ de importancia
crucial para estes doentes. Todavia, nas dietas extremamente restritivas, existe alguma evidéncia
de que a mistura possa nao ter os efeitos desejados nas taxas de crescimento, uma vez que oS
aminoacidos sdo largamente oxidados e excretados sob a forma de ureia (WENDEL; BAULNY,
2006). Neste caso, deve-se dedicar especial atengdo a forma como esta mistura de aminoacidos ¢
administrada. Serd importante ter em conta o numero de tomadas diarias (pelo menos trés) e a
presenca de quantidades adequadas de energia sob a forma glicidica e lipidica, bem como de
proteina natural.

Vale lembrar que a ingestdo da formula deve ser sempre realizada juntamente com
outros alimentos prescritos no plano alimentar, de modo a permitir que o organismo utilize
preferencialmente os aminodacidos para finalidades anabdlicas.

Como orientagdo, ficam as seguintes recomendacgdes para a administragdo da mistura
de aminoacidos (esta deve ser dada tendo por base a quantidade de aminoacidos/100g de po):

* 3g/kg/dia de aminoacidos até aos 2 anos de idade.

* 2g/kg/dia de aminoécidos acima dos 2 anos de idade (CHUANG, SHIH, 2001).

Na idade adulta, com a tolerancia a Leu proxima de 10 mg/kg/dia (7 a 9g de proteina
natural), a mistura de aminodcidos pode mesmo representar cerca de 90% do aporte proteico total

(STRAUSS et al., 2006).
1.4.3 Tratamento na Fase Aguda

Com o intuito de proteger o cérebro de danos permanentes, o tratamento na fase
aguda, deve consistir na pronta eliminacao dos metabdlitos toxicos, combatendo o catabolismo e
promovendo o anabolismo. Esta elimina¢ao dos metabdlitos pode ser concretizada por meio da

depuracdo exogena (transfusdo sanguinea prolongada, didlise peritoneal, hemodialise
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intermitente, hemofiltracdo) e/ou enddgena, induzindo o anabolismo, com inicio imediato de
nutri¢ao entérica rica em glicidios, lipidios € com uma férmula isenta de BCAA ou iniciando
suporte nutricional parenteral (WENDEL; BAULNY, 2006).

A urgéncia da intervencao ¢ maxima dado que a duragdo da manutengao de valores
de leucina sistematicamente superiores a 1.000umol/L se correlaciona negativamente com o
desenvolvimento intelectual (HOFFMANN; SCHULZE, 2009). A crianca tera indicagdo para a
realizagdo de uma depuracdo exdgena sempre que se verifique sintomatologia neurologica grave,
deterioragdo clinica, concentragdes de Leu superiores a 1.500umol/L, intolerancia a nutrigao
entérica ou diminui¢ao das concentracdes de Leu inferior a 5S00umol/L nas primeiras 24 horas de
dieta.

A didlise peritoneal foi inicialmente usada em 1969, com melhorias significativas do
estado neurologico em algumas horas. No entanto, embora relativamente simples de
implementar, ndo se demonstra tdo eficaz na remoc¢do dos metabolitos toxicos acumulados
comparativamente a outros métodos como hemofiltracao continua (CHUANG; SHIH, 2001).

A hemodialise intermitente ¢ mais dificil de implementar em recém-nascidos estando
por vezes associada a hipotensdo e aumento do edema cerebral. A hemodiafiltracio também
apresenta efeitos colaterais, nomeadamente a sepse, derivada de infecgdes de cateter, a
hipotensdo se ndo houver controle do balanco hidrico e o déficit em aminoacidos essenciais
(WENDEL; BAULNY, 2006).

A escolha da técnica vai depender também da disponibilidade e experiéncia de cada
centro de tratamento. A velocidade de descida da Leu deve exceder 750umol/L a cada 24horas,
permitindo atingir uma concentragdo final de Leu inferior a 400umol/L, cerca de 2 a 4 dias apos
o diagnostico (MITSUBUCHI; OWADA; ENDO, 2005). A combinacdo dos métodos dialiticos e
da nutri¢ao entérica parece oferecer largas vantagens, na medida em que garante uma descida
rapida e eficaz das concentragdes de Leu; no entanto, para tal ¢ necessario garantir 6timas taxas
de fluxo sanguineo para que a técnica possa ser levada a cabo. Apesar de tudo, desde que o grau
de intoxica¢do ndo seja muito elevado, a escolha pela promog¢ao do anabolismo dos BCAA em
excesso deve ser a medida de eleicdo, permitindo evitar os custos € os riscos associados as
medidas de depuragdo (FLASCHKER et al., 2007).

Para isso, ¢ necessario diagndstico precoce da DXB, para que o tratamento possa ser

iniciado em fase assintomatica, permitindo uma descida gradual da Leu em dois a trés dias. A
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nutri¢cao enteral continua deve ser composta por uma mistura de aminoacidos isenta de BCAA,
acrescida de uma fonte glicidica e lipidica € com uma concentragdo final entre 0,7 ¢ 0,9kcal/mL.
Esta deve ser iniciada a um débito de SmL/h durante 6 horas, aumentando SmL cada 6 horas, o
que permitird um aporte de cerca de 300mL nas primeiras 24 horas. Os suplementos de Val e Ile
serdo administrados 24 a 48 horas ap6s o inicio do suporte nutricional, uma vez que os seus
niveis plasmaticos podem baixar acentuadamente (CHUANG; SHIH, 2001).

Assim, para evitar que se tornem limitativos para a sintese proteica, deve recorrer-se a
uma suplementacdo de cada um na ordem dos 80 a 120 mg/kg/dia, podendo resultar em valores
em torno de 300 a 400mg/dia (WENDEL; BAULNY, 2006). Por outro lado, convém evitar
desequilibrios plasmaticos na relacdo Leu/lle, os quais se parecem relacionar com alteragdes
dermatologicas. Quando a relagdo entre a Leu e a Ile ¢ muito elevada, a resposta ao tratamento
revela-se menos efetiva. Concomitantemente, elevando as concentragdes de Ile e também de Val,
serd mais facil normalizar as concentracdes de Leu quando se estd com restri¢ao de proteina e de
Leu (CHUANG:; SHIH, 2001).

Em alternativa a nutricdo enteral, a via parenteral pode constituir uma opgao para
pacientes com descompensagao moderada, algum estado de anorexia, ou mesmo em situacoes
mais graves, em combinagdo com outras estratégias. A nutricdo parenteral ¢ normalmente
constituida por uma solucdo de A.A isenta de BCAA, associada a solugdes de glicose (8 a
15mg/kg/m), lipidios (2.5g/kg/dia), eletrolitos e vitaminas. A carga hidrica deve ser calculada na
base de 130 a 160mL/kg/dia. E aconselhada a monitorizagio da glicemia (ideal: 100 a
130mg/dL), sendo que para tal pode ser necessario uso de insulina nas doses de 0.1U/kg/h. A
administracao de largas doses de glicose com a associa¢dao da terapéutica insulinica parece ter
efeitos favoraveis na estimulacao do anabolismo e na normaliza¢do das concentracdes de Leu

(CHUANG; SHIH, 2001).

1.4.4 Tratamento a Longo Prazo

O controle metabdlico ¢ um dos principais objetivos no tratamento a longo prazo. E
fundamental otimizar a utiliza¢do proteica de modo a garantir um bom crescimento € maturagao.
A concretizagao destes objetivos ira depender da, ja referida, tolerancia do doente o que, em

ultima instancia, tera relacao com o genotipo do mesmo (WENDEL; BAULNY, 2006).
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As formas intermédias devem ser tratadas do mesmo modo que as classicas, embora
nos individuos com razodvel atividade enzimatica residual possa bastar uma restrigdo proteica
nos momentos de maior stress metabolico. Para além das variagdes interindividuais, temos
também relagdes intraindividuais relacionadas com fatores como a taxa de crescimento, o estado
de saude e as dificuldades encontradas no processo de alimentacio (WENDEL; BAULNY,
2006).

O aporte proteico destes doentes deve maioritariamente ser feito por meio de uma
mistura de aminoacidos isenta de BCAA, na quantidade minima de 2g/kg/dia em aminoacidos. O
papel assumido pelas misturas de aminoacidos ¢ bem mais importante do que apenas prevenir ou
minimizar as deficiéncias em aminoacidos essenciais. A entrada de Leu no cérebro e em outros
orgdos ¢ mediada por um transportador comum de aminoacidos neutros (L1-NAA-t). Este
transportador ¢ inespecifico permitindo a passagem da fenilalanina, triptofano, leucina,
metionina, isoleucina, tirosina, histidina, valina e treonina para o meio cerebral. A Leu possui
uma elevada afinidade para este transportador sendo que, quando as suas concentragdes se
encontram elevadas, poderemos encontrar um déficit central de outros aminoacidos que partilham
o mesmo transportador (STRAUSS; PUFFENBERGER; MORTON, 2013).

A relagdo leucina/tirosina muito elevada parece relacionar-se com a distonia por
vezes observada na sindrome neuroldgica aguda de alguns doentes com DXB. Para esta situagao,
podem concorrer fatores como a baixa afinidade da tirosina para o referido transportador, ou
mesmo a sua baixa disponibilidade nas férmulas das misturas de aminoacidos devido a sua baixa
solubilidade. Assim, neurotransmissores que derivem da tirosina, triptofano e histidina podem ser
afetados com alteragcdes no transporte dos aminoacidos (STRAUSS; PUFFENBERGER;
MORTON, 2013).

A forma de apresentagdo classica da mistura de aminoacidos ¢ em pd, porém pode-se
encontrar disponivel em alguns paises europeus outras formas de apresentagdo, nomeadamente
em saquetas. Estas novas formas de apresentacao t€ém boa aceitacao pelos pacientes, favorecendo
a sua adesdo a dieta. Segundo Hallam, Lilburn e Lee (2005), nos pacientes que consomem as
quantidades prescritas da mistura de aminodcidos, ¢ esperado um aumento da tolerdncia a Leu
(HALLAM; LILBURN; LEE, 2005). As proteinas naturais poderdo ser contabilizadas de acordo
com a tolerancia verificada em cada situacdo, de modo a permitir a manutencao dos valores

analiticos desejaveis, tentando igualmente assegurar as necessidades indispensaveis a realizagao
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da sintese proteica.

Em situagdes nas quais a forma da doenga o permita, a tolerancia podera ser tal que o
aporte de proteinas naturais poderd chegar proximas a atingir as necessidades sem acarretar
descontrole metabolico, embora raramente. Inicialmente, o aporte em proteinas naturais € feito
por meio do aleitamento materno ou de um leite ou formula adaptados (WENDEL; BAULNY,
2006).

Na pratica, este ultimo ¢ normalmente adicionado a mistura de aminoacidos, numa
quantidade variavel de acordo com a tolerancia do doente. Esta abordagem ¢ bastante importante,
na perspectiva de garantir uma melhoria do anabolismo, uma vez que as misturas de aminoacidos
nao sdo utilizadas com a mesma eficacia pelo organismo, comparativamente a leites ou formulas
com proteina intacta (MITSUBUCHI; OWADA; ENDO, 2005).

Sugere-se a administracdo da mistura de aminoacidos com os restantes suplementos
energéticos isentos de proteina, seguida da colocacdo do bebé ao peito. Tendo em conta a
gravidade da doenca, alguns clinicos poderao ter receio em sugerir o aleitamento materno a estas
criancas. No entanto, existem descrigdes de sucesso, por isso se recomenda tentar, ainda que para
tal seja necessario retirar o leite materno com bomba, juntando-o a mistura de aminoacidos
(WENDEL; BAULNY, 2006).

Posteriormente, a diversificacdo segue as regras gerais para as criancas sem patologia,
embora haja necessidade de restringir os alimentos ricos em proteinas, como os alimentos de
origem animal, as leguminosas secas e os frutos secos (WENDEL; BAULNY, 2006).

Para otimizar o controle metabolico da doenga € conveniente saber os teores numa
quantidade fixa do referido aminoacido nos diferentes alimentos. Deste modo, assegura-se maior
facilidade, variedade e compreensdo na execugao da dieta.

A fracao correspondente aos glicidios e lipidios ¢ administrada de acordo com as
propor¢des recomendadas para criangas sem patologia. No entanto, serd sempre importante
assegurar que o aporte permita a correta utilizagdo dos aminoacidos administrados, ou seja, o seu
encaminhamento para processos de sintese. O transplante hepatico tem sido realizado em alguns
doentes permitindo a liberalizacdo da dieta e evitando o surgimento de descompensagdes
metabolicas mesmo durante as intercorréncias infecciosas (STRAUSS et al., 2006; WENDEL;

BAULNY, 2006).



Introducdo 34

1.4.5 Monitoriza¢do do Tratamento

A periodicidade do seguimento preconizado €, no que diz respeito as consultas:
semanal até aos 2 meses.

* mensal dos 2 aos 24 meses.

* trimestral nas restantes idades. No entanto, pode-se preconizar um seguimento
semanal at¢ um ano de vida assim que haja possibilidade para espacar mais as
consultas.

O tratamento a longo prazo ou de manutencdo, terd como objetivo primordial a
manuten¢do das concentracdes plasmaticas dos BCAA o mais proximo possivel da normalidade.
Assim, os valores desejaveis sdo os seguintes:

* Leu: 80-200umol/L.

e [le: 40-90umol/L.

* Val: 200-425umol/L.

As dosagens dos BCAA devem ser realizadas, segundo Consensos € Recomendagdes
da Sociedade Portuguesa de Pediatria (2007), com periodicidade:

* semanal até um ano de idade.

* quinzenal até aos 3 anos de idade.

* mensal, apds os 3 anos de idade, embora a sua frequéncia possa aumentar em caso

de intercorréncia infecciosa.

Estes procedimentos constituem a base fundamental da monitoriza¢do do tratamento.
No entanto, outros parametros sao igualmente de importancia primordial: hemograma, proteinas
totais, albumina, ferritina, calcio, fosforo e fosfatase alcalina. Estes devem ser monitorizados com
uma periodicidade:

* semanal no primeiro mes.

* trimestral até um ano de idade.

* semestral, ap6s um ano de idade.

Anualmente, devem ser dosados o IGF1, a pré-albumina, as imunoglobulinas, o
zinco, o selénio, as vitaminas lipossoluveis, o acido folico e a vitamina By,.

A densitometria 0ssea devera ser pratica corrente a partir dos seis anos, no sentido de

aferir a evolugdo no ganho de densidade mineral dssea. E também fundamental a realizacdo do
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exame neurologico e a avaliacdo de desenvolvimento psicomotor nas idades chave.

Finalmente, fica evidente a importancia do profissional nutricionista no
acompanhamento destes pacientes, ja que para o sucesso no seu desenvolvimento
neuropsicomotor e estrutural, deve-se tomar extrema atengao a dietoterapia empregada para cada

caso.

1.4.6 Transplante Hepatico

O figado ¢ responsavel por cerca de 15% da produgdo do complexo enzimatico da
desidrogenase dos a-ceto-acidos de cadeia ramificada dependente de tiamina (BCKD). Portanto,
o transplante hepatico pode restaurar alguma atividade enzimdtica em pacientes com DXB;
diminui¢do na concentracao de leucina tem sido observada horas ap0s a realizacao do transplante
hepéatico em pacientes com DXB, utilizando doadores falecidos (STRAUSS et al., 2006).

Portanto, o transplante hepatico tem sido realizado em alguns doentes permitindo a
liberalizagcdo da dieta e evitando o surgimento de descompensacdes metabolicas mesmo durante
as intercorréncias infecciosas. Esta abordagem terapéutica permite manter concentragdes estaveis
de BCAA, embora sempre ligeiramente aumentadas na medida em que o musculo € o rim
permanecem sem conseguir realizar a sua oxida¢do (STRAUSS et al.,, 2006; WENDEL;
BAULNY, 2006).

Mesmo assim, deve-se ressaltar que o figado transplantado podera oxidar cerca de
90% dos BCAA. As concentragdes de alo-isoleucina também nao normalizam, mantendo-se
bastante elevadas.

Segundo Feier et al. (2014) o transplante hepatico fornece controle metabdlico,
permitindo que o paciente retome uma dieta normal e evita mais danos neuroldgicos, ajudando no
desenvolvimento neurologico do individuo além de eliminar a chance de edema cerebral e morte.
Neste relato de caso em questao, Feier et al. (2014), descreveram o caso de uma crianga de 2 anos
de idade, com DXB que passou por um transplante hepatico entre vivos (transplante dominé entre
trés vivos). A doadora foi a mae do paciente, e seu figado foi entdo usado como enxerto domino.
Porém, a utilizagdo de doadores vivos relacionados tem sido controverso, porque os pais sao
heterozigotos obrigatorios. Neste caso, porém, os dados sugerem que a utilizagdo de um doador

relacionado com DXB foi eficaz, bem como o figado do paciente DXB foi utilizado com sucesso
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no transplante domin6 (FEIER et al., 2014).

1.5 ESTUDO DE BIOLOGIA MOLECULAR NA DXB

Os estudos moleculares demonstram trés diferentes genes envolvidos na doenca
(MCKUSICK, 2007), os quais codificam cada uma das unidades do BCKD; a heterogeneidade de
locus pode ser, portanto, uma das explicagdes para a variabilidade clinica encontrada (CHUANG;
SHIH, 2001; SERRA DALMAU et al., 20006).

Muitas mutagdes que causam a DXB ja foram descritas nas subunidades cataliticas do
complexo de a-cetoacido desidrogenase de cadeia ramificada (BCKD) e, com base nos loci
alterados, trés subtipos genéticos foram propostos: tipo la (MIM # 608348) para as mutagdes
encontradas em BCKDHA (subunidade Ela); tipo Ib (MIM #248.611) para as mutagdes
encontradas em BCKDHB (subunidade E1pB) e tipo II (MIM # 248610) para mutacdes no gene
DBT (subunidade E2) (FISHER et al., 1991; RODRIGUEZ-POMBO et al., 2006). O gene
BCKDHA foi mapeado no cromossomo 19, em 19q13.2. Abrange cerca de 27,2 kb de DNA com
sequéncia codificadora disposta em 9 éxons e cDNA com 1791 pb de comprimento. O gene
BCKDHB esté localizado em 6q14.1, t€ém aproximadamente 240 kb de DNA genomico, 11 éxons
e cDNA de 1572 pb. O gene DBT, no cromossomo 1p31, abrange 63 kb de DNA, também possui
11 éxons e cDNA de 10831 pb (1,18). Considerados os 3 genes determinantes da doenca, mais de
140 mutacdes sdo conhecidas e ja foram descritas na literatura (INSTITUTE OF MEDICAL
GENETICS IN CARDIFF, 2013), Figura 5.

As alteracdes gendmicas que prejudicam a atividade da BCKD podem ocorrer em
qualquer um dos trés genes, mas como a heranca segue um padrdo mendeliano autossémico
recessivo, ambos os alelos em um unico /ocus de um dos genes deve abrigar uma mutacdo. O
produto proteico alterado ou ausente torna o complexo BCKD inativo. A maioria das mutagdes
descritas afeta o gene BCKDHA ou o gene BCKDHB (CHUANG; SHIH, 2001; RODRIGUEZ-
POMBO et al., 2006; MCKUSICK, 2007).
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Figura 5 — Genes do BCKDHA, BCKDHB e DBT. O gene BCKDHA foi mapeado no cromossomo 19,
braco longo q, banda 13 sub-banda 2. O gene BCKDHB esta localizado no cromossomo 6, brago longo q,
anda 14, sub-banda 1 e o gene DBT, estd no cromossomo 1, brago curto p, banda 31
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Fonte: Institute of Medical Genetics in Cardiff (2013).

Individuos com DXB sempre sdo homozigotos ou heterozigotos compostos para
mutagdes no gene da mesma subunidade, nenhum individuo com DXB que seja heterozigoto para
mutacoes em dois genes relacionados a DXB foi identificado (duplo heterozigoto). A maioria dos

individuos afetados ¢ heterozigoto composto para mutagdes raras. Nao existe uma determinada
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mutacdo que seja responsavel por uma grande proporcao dos alelos mutados, exceto em isolados
genéticos como a ocorréncia da mutacdo nt1307T>A (Y393N) na comunidade Menonita dos
Estados Unidos (FISHER et al., 1991). Como ndo existem muta¢des comuns, a abordagem

molecular geralmente envolve sequenciamento genético direto.



2 HIPOTESE
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Por meio da abordagem molecular envolvendo sequenciamento génico dos trés genes
envolvidos na Doenga da Urina do Xarope do Bordo (DXB), estabelecemos a hipotese de que
existem mutacdes novas na populacao chilena que podem criar um perfil fenotipico caracteristico

da doenga.



3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a base genética da Doenga da Urina do Xarope do Bordo e correlacionar

com a heterogeneidade fenotipica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Identificar o padrao de mutagdes pontuais nos genes BCKDHA, BCKDHB ¢ DBT
em uma coorte de pacientes chilenos diagnosticados clinicamente com a Doenga
da Urina do Xarope do Bordo.

* Avaliar as caracteristicas clinicas dos pacientes, buscando possivel correlagao

gendtipo-fenotipo.



4 METODOLOGIA
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4.1 PACIENTES

A equipe de nutrigdo do Laboratorio de genética e enfermidades metabolicas do
Instituto de Nutricdo e Tecnologia de Alimentos Dr. Fernando Monckenberg Barros,
Universidade do Chile (INTA) estabeleceu um acordo com o Hospital das Clinicas de Porto
Alegre, Brasil, para realizar um trabalho colaborativo sobre um estudo molecular das mutacdes
em pacientes chilenos com Doencga da Urine de Xarope de Bordo (DXB).

Para esse estudo foram considerados 47 pacientes ja diagnosticados com a patologia
DXB pelo laboratério do INTA. Durante junho a agosto de 2012 extraiu-se uma amostra de
sangue em tubos para extragdo de DNA (5-10ml) de 36 pacientes que aceitaram participar da
pesquisa. Os pais/responsaveis foram informados nesse momento e assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido dando sua autorizacao para esse estudo.

O Hospital das Clinicas de Porto Alegre, por meio da Rede DXB (Rede Brasileira de
Assisténcia e Pesquisa da Doenga da Urina de Xarope de Bordo) nos enviou essas amostras de
sangue para ser realizada a analise molecular dos trés genes envolvidos na doengca (BCKDHA,
BCKDHB e DBT). A Rede DXB se comprometeu em nos auxiliar financeiramente para a compra
dos materiais para toda a andlise.

Devido ao longo tempo para a chegada das amostras no Brasil por causa de
burocracias de liberagdo de entrada de material genético em territdrio Brasileiro, e longo tempo
de armazenamento até o inicio da coleta dos dados houve uma degradagdao do material genético
de 18 dos 36 pacientes. Por isso conseguimos fazer a andlise molecular apenas desses 18
pacientes.

Todos os pacientes possuem Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para a
coleta e analise de sangue assinado pelos responsaveis na instituicdo em que sao acompanhados.
A coleta de todo o material ndo foi feita, portanto, nas dependéncias do HCFMRP-USP. A
participacdo do HCFMRP-USP foi exclusivamente para a realizagdo da anélise genética, a fim de
caracterizar a base genética da DXB. Salientamos que ndo houve armazenamento de amostras de
DNA dos pacientes no Laboratorio. Todo o DNA enviado foi utilizado para o estudo das

mutacoes.
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A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto (CEP) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com
as atribuicoes definidas na Resolucdo CNS no 466 de 2012 e na Norma Operacional no 001 de

2013 do CNS, parecer numero 2.252.930.

4.2 ANALISE MOLECULAR DOS GENES

As amostras de DNA foram quantificadas no espectrofotometro de espectro completo
NanoDrop® ND-1000, diluidas a 100 ng/uL, e armazenadas a -20°C. Todas as analises foram
realizadas no Laboratério de Genética Molecular e Bioinformatica do Centro Regional de
Hemoterapia de Ribeirdo Preto, com apoio do Nucleo de Apoio a Pesquisa — Centro Integrado de

Biologia Sistémica (NAP — CISBi) da Universidade de Sao Paulo.

4.2.1 Desenho de Primers

Os primers forward e reverse dos 30 éxons a serem estudados foram desenhados
manualmente com utilizagdo da Referéncia GenBank® com os numeros de acessos BCKDHA
NM 000709.3, BCKDHB NM _000056.3 e DBT NM 001918.2

(http.//'www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Desenhou-se 30 pares de primers com o auxilio de dois

softwares online, sendo o UCSC In-Silico PCR ¢ o IDT OligoAnalyser 3.1. Todos os primers
estao localizados nas regides intronicas e os fragmentos amplificados abrangeram todos os éxons.

As sequéncias de bases dos pares de primers, assim como os tamanhos dos amplicons

estdao descritos na Tabela 3 (gene BCKDHA), Tabela 4 (gene BCKDHB) e Tabela 5 (gene DBT).
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Tabela 3 — Primers utilizados nas PCRs e tamanho dos amplicons para o gene BCKDHA

Tamanho do amplicon

Primer
em pares de base

Sequéncia do Primer

BCKDHA EX1 F CTGGTCAGGTTGCCCTCTT 01
BCKDHA EX1 R GGACCCCACACTCTGAAGATAG
BCKDHA EX2 3F  CACATGCTCAACCACCATG s61
BCKDHA EX2 3R CTTGGGAGCCATTCCTTTG

BCKDHA EX4 F ACAGCAACTCGATCCCTCTG 304
BCKDHA EX4 R CTGCTCCTGGAAGAACACTCA

BCKDHA EX5 F CTTTCCTGTCTGCCTGCC 302
BCKDHA _EX5 R AGCACAGACCAGGGCTCTAG

BCKDHA EX6 F CATCAGGAGCTGAGGTGTTTC 460
BCKDHA EX6 R ACAGGACGAGAACCAGGAAG

BCKDHA EX7 F GGAGTTGAGGTCCTGAGCAC 206
BCKDHA EX7 R AGGAGGAGTGGAAACGGAAT

BCKDHA EX8 F ACTGACAGCCACCGTAGCAT 241
BCKDHA _EX8 R GGTGTTCCACAAATCCTTCC

BCKDHA EX9 F, GAGTGGTTAATTCCTTGCCAAG 382
BCKDHA EX9 R;  TATTTTAGAGGGAGCTGACTGG
BCKDHA EX9 F,  GAGTGGTTAATTCCTTGCCAAG 634

BCKDHA EX9 R, ACTCCAGGAAACAAAGACCAG

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 4 — Primers utilizados nas PCRs e tamanho dos amplicons para o gene BCKDHB

Primer Tamanho do amplicon

Sequencia do Primer

em pares de base

BCKDHB_EX1 F

CTAGCCCACACTTCCCCTCT

BCKDHB EX1 R GCAAGGAGGTTCCAGAGAGTC 332
BCKDHB EX2 F  CTCCAGGTCTGTATTGCTTTTGT 383
BCKDHB EX2 R GCCCCAATCATACCTTTGAA
BCKDHB EX3 F  GTGTGTGTGGTAACTGTCATCCA 634
BCKDHB EX3 R CCCAACAGGCAGAATCTCC

BCKDHB EX4 F CCTGTTCTATACTTCTCCATCCCA
BCKDHB EX4 R GGGTAGCGGCAATACTTGAA
BCKDHB EX5 F  AGGAAGAACGGAAGGAGATTG Al
BCKDHB EX5 R AACTGGGCATTGGATAGCATA
BCKDHB EX6 F ~ GCCCTTCTTAGCAGCGAGT 405
BCKDHB EX6 R CAGATTTCCTCTTTGTTTCCACA
BCKDHB EX7 F  GCACAAGTGTCACCTCAGAAAA 180
BCKDHB EX7 R ATAGATCTGAAGTGTCCTCGCC
BCKDHB EX8 F  CTCCATGCAGATCAGTTCCTG 184
BCKDHB EX8 R GCATAAAGGACCCCATTTTGTA
BCKDHB EX9 F  CCTGTCGAAAGCGAGTTGTAAC 311
BCKDHB EX9 R CTTCTGGAATTGGCATGTGG

BCKDHB EX10 F  CGAACATGCTGTTACCTGCTT 301
BCKDHB EX10 R CTGATGATTGCTGTGTCTTGG

BCKDHB EX11 F  AGCCAAGGTAGTGATGGTGG 690

BCKDHB EX11 R

CATCCTGGTCATAAAGAACTGAAC

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 5 — Primers utilizados nas PCRs e tamanho dos amplicons para o gene DBT

Tamanho do amplicon

Primer Sequencia do Primer

em pares de base
DBT EX1 F CTTCCCTCCCTATTGGTCG 316
DBT EX1 R CTCCGTTCTCTGCCCTTTATT
DBT EX2 F CAGAAGGAATTTTGGGTAAGGA 563
DBT EX2 R CAATCTGGGCAACTGAGTGA
DBT EX3 F GCCTCTGCCTGAGAACATTC 376
DBT EX3 R TGTATGACAAAGTCCTTCACCACT
DBT EX4 F CTGAAAGTAAATGCTGGGCTAGA 557
DBT EX4 R ATCTCTTCCTTTTGCTATTGCCT
DBT EXS5 F CCCACTCTACCCATACCATTAGG 606
DBT EX5 R AGCACCTGACATAAGACCTGGT
DBT EX6 F CCTGATGGTTACCACATGCA 433
DBT EX6 R TCTACTGAGGTAGCTTCCCCC
DBT EX7 F GCAGTCAGTGTTCCAGCTTTG 405
DBT EX7 R CAAATAAATGTCCTACTCAAGCCTT
DBT EXS8 F GGAACTTTGGCTGGTCTGTATC 660
DBT EX8 R GCTGCTTCTTTTTGAGAGGGT
DBT EX9 10 F ATGGCAGTGAAGGTTGATCC 547
DBT EX9 10 R TGTGTTTAGTCCCTGAATTTGCT
DBT EXI11 F GGTTTGCCTGATCTTACACCA 469
DBT EXI1 R CCCAGGAGAACCATTACACC

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.2 Reagdao em Cadeia da Polimerase — Polymerase Chain Reaction (PCR)

Realizou-se a padronizacdo das reacoes de PCR definindo temperaturas e
concentragoes de reagentes e primers para o devido sequenciamento genético através de
eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

A primeira etapa da analise molecular dos genes BCKDHA, BCKDHB e DBT foi
realizada através da amplificagdo por PCR de todos os éxons dos trés genes com suas regioes
intronicas flanqueadoras.

A amplificagdo por PCR foi realizada com um volume final de reacdo de 24,5 uL,
contendo 2,0 uL de DNA da amostra (100 ng), 1,5 uL de cada primer na concentracao de 2,5%,
2,0 uL de dNTPs, 1,0 uL - 5U de TAQ polimerase (Sigma®), 2,5 uL de tampdo - buffer 10x
contendo MgCl, (Sigma®).

Os eppendorfs foram colocados em termociclador automatico para amplificacdo de
DNA GeneAmp (Applied Biosystems®), modelo PCR System 9700. Depois de uma desnaturacao

inicial a 94° C por 4 minutos, as reacdes foram amplificadas por 35 ciclos com desnaturagao a 94°
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C por 35 segundos, annealing a uma temperatura média de 60° C (60-63° C) por 40 segundos,
extensdo a 72° C por 40 segundos e seguido por uma extensdo final a 72° C por 5 minutos,

mantendo 16° C ().

4.2.3 Sequenciamento do DNA

Os produtos da PCR foram analisados por sequenciamento genético direto para a
identificacao das possiveis mutagdes. As reagdes de sequenciamento foram feitas utilizando o kit
BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied®). Para cada reacao foi utilizado 1 pL
de primer, 2 uL de Big Dye Terminator v 3.1 (Applied®), 2,0 uL de 5x Sequencing Buffer
(Applied®), 1,0 uL de Produto PCR, perfazendo um volume final de 10 pL. As placas de
sequenciamento foram submetidas ao termociclador automatico para amplificagdo de DNA
GeneAmp (Applied Biosystems®), modelo PCR System 9700, aquecido a 95° C por 1 minuto,
seguido por 25 ciclos a 96° C por 10 segundos, 50° C por 5 segundos e 60° C por 4 min,
mantendo 4° C ().

Os produtos amplificados foram sequenciados diretamente usando os primers
forward e reverse no sequenciador capilar ABI 3500xL Genetic Analyzer, um sistema de anélise
de DNA de 24 capilares com a tecnologia Applied Biosystems® (Life Technologies). As corridas
foram feitas em capilares de 50cm utilizando polimero POP7 comparando com as sequéncias de

referéncia do GenBank®.

4.2.4 Analise das Mutacoes

Para confirmar as mutacdes detectadas no sequenciamento, ambas as fitas (direta e
reversa) dos éxons correspondentes foram analisadas. Os resultados do sequenciamento foram
visualizados por meio dos programas FinchTV® versao 1.4.0 (Geospiza inc. 2004-2006)
comparando as sequéncias obtidas com as de referéncia, do banco de dados GenBank®.

A patogenicidade das mutagdes foi verificada por meio de uma analise /n Silico das
substituigdes de nucleotideos com a utilizagdo dos softwares MutPred® v1.2, Polyphen-2® —
Polymorphism Phenotyping v2 e SIFT®.
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4.3 DADOS CLINICOS DOS PACIENTES

A equipe de nutrigdo do Laboratorio de genética e enfermidades metabolicas do
Instituto de Nutricdo e Tecnologia de Alimentos Dr Fernando Monckenberg Barros (INTA), da
Universidade do Chile forneceu dados clinicos referentes aos pacientes estudados. Os dados
clinicos fornecidos foram antropometria ao nascimento, complicacdes na gestagdo, data de
nascimento, idade do diagnostico, nimero de hospitalizagdes, evolucdo clinica e exames

laboratoriais de leucina, valina e isoleucina.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado um teste exato de Fisher no grupo de pacientes portadores da mutacao
mais prevalente na amostragem, a 1214K com a intencdo de avaliar o grau de correlacdo entre
algumas variaveis clinicas e genéticas para verificar a possibilidade de se estabelecer uma relagao
fenotipo/genotipo. O teste exato de Fisher ¢ um teste de significancia estatistica mais utilizado
na analise de tabelas de contingéncia com tamanhos amostrais pequenos. A probabilidade de

significancia adotada foi com p-valor < 0,05.
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5.1 ANALISE MOLECULAR

apresentou mutacdo no gene BCKDHA e 1 paciente apresentou mutagdo no gene DBT. Foram
encontradas um total de 8 mutagdes na amostra e 4 novas mutagdes (50%). As novas mutagdes
encontradas foram c.[1006G>A] e c.[718 C>A], localizadas no gene BCKDHB, c.[1013C>T]
localizada no gene BCKDHA e c.[1217G>A] no gene DBT (Tabela 6).

Tabela 6 — Varia¢es patogénicas detectadas nos genes BCKDHA, BCKDHB e DBT dos pacientes

Dos 18 pacientes 88% apresentaram mutacdo no gene BCKDHB, 1 paciente

chilenos diagnosticados clinicamente com Doenca da Urina do Xarope do Bordo

Paciente Gene Nucleotideo Predigdo Proteica
1 BCKDHA ¢.[1013 C>T | *+[1013 C>T | * T3381 + T3381
2 BCKDHB c[.595 596delAG] +[641 T>A] P200*+1214K

3 BCKDHB c.[641 T>A]+ [1006 G>A]* 1214K + G336S
4 BCKDHB c.[595 596delAG] +[641 T>A] P200* +1214K

5 BCKDHB c.[641 T>A] + [641 T>A] 214K+1214K

6 DBT c.[1217G>A]™+ ¢.[1217G>A]* G406D+G406D
7 BCKDHB c.[595 596delAG]+ [641 T>A] P200*+ 214K

8 BCKDHB ¢.[718 C>A]" + [718 C>A]* P240T+ P240T
9 BCKDHB c.[641 T>A] + [641 T>A] 214K+1214K
10 BCKDHB c.[392 G>T] +[595 596delAG] G131V +P200*
11 BCKDHB c.[641 T>A] + [641 T>A] 214K+1214K
12 BCKDHB c.[641 T>A] + [641 T>A] 214K+1214K
13 BCKDHB c.[392 G>T] +[392 G>T] G131V+ G131V
14 BCKDHB c[.595 596delAG]+ [641T>A] P200*+ 1214K
15 BCKDHB ¢.[718 C>A]" + [718 C>A]* P240T+ P240T
16 BCKDHB c[.595 596delAG]+ [641T>A] P200*+ 1214K
17 BCKDHB c.[1067 C>T] +[1067 C>T] P356L + P356L
18 BCKDHB c.[641 T>A] + [641 T>A] 214K+1214K

Fonte: Elaborado pela autora.

*Novas mutacdes
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5.1.1 Gene BCKDHB

As mutagdes encontradas no gene BCKDHB foram:

* 1 Delecao com formacao de frameshift

v’ ¢[.595 596delAG]

* 5 mutagdes sindOnimas com troca se sentido ou missense, todas patogénicas
c.[641 T>A]

c.[1006 G>A]

c.[718 C>A]

c.[392 G>T]

c.[1067 C>T]

AN NN

Figura 6 — Cromatograma da Mutag¢do em heterozigose P200* encontrada no éxon 5 do paciente 2 a partir
de sequenciamento do gene BCKDHB. A sequéncia superior ndo mutada apresenta grifo na localizacao
nucleotidica c[.595 596delAG] indicando as bases AG deletadas em destaque apds coluna pontilhada

¥

GACAGGGC TCT CTATATTT CTCTG AG.TCTCTGAGAGTCCTGAAGCATTTTTTGCCCATT

. 0. I TAIE AARERRRRTRIN

I GA CAGGGCTCT CTAT ATTT CT CT GAGT CCTGAAGCATTTTTTGCCCATTGCC CAGGAAT CAJ
170 180 190 200 210 220 2!

Fonte Elaborado pela autora.

Figura 7 — Cromatograma da mutacdo em heterozigose 1214K encontrada no éxon 6 do paciente 4 a partir
de sequenciamento do gene BCKDHB. A sequéncia superior ndo mutada apresenta a localizacdo
nucleotidica c.[641 T>A] indicada pela flecha onde a base T foi trocada por A

Y

aaaattgtcttaaaaaaatctgtttttgcagGTGGTTATACCCAGAAGCCCTTT
fennenennnnenennnnnenninl (NRERRIRIRARY SEEERNNRRE inrrnrnnnl

TATATTTTTACTAAAATTGTC TTAAAAAAATCTGTTTTTGCAGGTGGTTAAACCCAGAAGCCCTTTCCAGGCCAAA
30 50 80 90 100

NN ‘!\ AR u,| w,f\ Ay N\M/\ L J\ﬂ M) l"".'"n""f\ﬂﬂf\/\f\/\ﬂﬂ.fn”u

Fonte. Elaborado pela autora.

I[l
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Figura 8 — Cromatograma da mutagdo em heterozigose G336S encontrada no éxon 9 do paciente 3 a partir
de sequenciamento do gene BCKDHB. A sequéncia superior ndo mutada apresenta a localizagdo
nucleotidica c.[1006 G>A]. indicada pela flecha onde a base G foi trocada por A

AAAACAGGGCGACTGC TAATCAGTCACGAG GCTCCCTTGA CAGGCGGCTTTGCATCGGAAATCAGCTCTACAGTT
Tn.1 rnannnnnn

TGTGATCAAAACAG GGCGAC TGC TA AT CAGTCACGAGGCTCCCT TGACAGGCAGCTTTGCATCGGAAATCAGCTCTACAGTTCAGGTAG
200 220

I" M\[\/\M MW\JMM [W\/\[\ \J W[\ M/\W[ MM /W"m ﬂf\ﬂw/\ﬂﬁﬂﬂ

Fonte. Elaborado pela autora.

Figura 9 — Cromatograma da mutagdao em homozigose P240T encontrada no éxon 6 do paciente 15 a partir
de sequenciamento do gene BCKDHB. A sequéncia superior ndo mutada apresenta a localizagdo
nucleotidica c.[718 C>A]. indicada pela flecha onde a base C foi trocada por A

Y

TTT TTTTGAACC TAA AATA CTT TAC AGGGC AGCA

TAGAGGATAAAAAT CCTTGTATATTTTTTGAAACTAAAATACT TTACAGGGCAGCAGG
130 140 150 160

A e A e

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 10 — Cromatograma da mutacdo em homozigose G131V encontrada no éxon 4 do paciente 13 a
partir de  sequenciamento do gene BCKDHB. A sequéncia superior ndo mutada apresenta a localizagdo
nucleotidica ¢.[392G>T]. indicada pela flecha onde a base G foi trocada por T

TA CCCC ATTGTGTGAA CAAGGA ATTGTTGGATTTGGAATC
frnnnnennnnnenen el

Trnrnnnl i
\GTTTTTAATACCCCATTGTGTGAA CAA1(SSOGAATTGTTGTATTTGGAATCGGAA
1

11
T

[a

(ARRINERRIRR
GCGGT CA CTGGA
180

Wl iy

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 11 — Cromatograma da mutagdo em homozigose P356L encontrada no éxon 10 do paciente 17 a
partir de sequenciamento do gene BCKDHB. A sequéncia superior ndo mutada apresenta a localizacdo
nucleotidica ¢.[1067C>T]. indicada pela flecha onde a base C foi trocada por T

¥

G AGGAAT GTTTC TT GA ACC TAG AGGC TCCT ATAT CAA GA GTA

\GGAGGAATGTTTCTTGAACCTAGAGGCTCTTATATCAAGAGTAT GTGGTTAT
130 140 150 160 170

Fonte: Elaborado pela autora.

Este estudo foi capaz de encontrar regides com maiores incidéncias de mutagoes,
chamadas de hot spots no éxon 6 do gene BCDKHB. Os éxons 4, 5, 9 e 10 apresentaram 1

mutacdo em cada, o que pode ser visto na representacao esquematica do gene B na Figura 12.

Figura 12 — Representacdo esquematica da estrutura do gene BCKDHB e a localizacdo das mutagdes
identificadas no presente estudo; as novas mutagdes estdo apresentadas em negrito. Quadrados pretos:
éxons codificantes; linha preta: introns; regides nao traduzidas (5’ ¢ 3 UTRs)

c.[392 G>T]
c.[1067 C>T]
c.[641 T>A]
c.[718C>A] c.[1006G>A]
e 3 | | | | | | I L1l
22 1) 1 | | | | | | 1
. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

c.[595_596delAG]

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.1.2 Gene BCKDHA

A mutagdes encontradas no gene BCKDHA :
* 1 mutagdo sindnima com troca se sentido ou missense patogénica
v ¢.[1013C>T]

Figura 13 — Cromatograma da mutagdo em homozigose T3381 encontrada no éxon 8 do paciente 1 a partir
de  sequenciamento do gene BCKDHA. A sequéncia superior ndo mutada apresenta a localizagdo
nucleotidica ¢.[1013C>T]. indicada pela flecha onde a base C foi trocada por T

v

G GG CAC CA C AG CA CCA G TG AG GA CA

GGGCACCACAGCATCAGTGACGACAGTTCAGCGTACCGCTCGGTGG
220 230 240 250 26(

M \1@""'{\(\@

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 14 — Representacdo esquematica da estrutura do gene BCKDHA e a localizacdo das mutagdes
identificadas no presente estudo; as novas mutagdes estdo apresentadas em negrito. Quadrados pretos:
éxons codificantes; linha preta: introns; regides ndo traduzidas (5’ ¢ 3> UTRs)

c.[1013C>T]

Fonte: Elaborado pela autora.

5.1.3 Gene DBT

Mutag¢do encontrada do gene DBT:
* Uma mutagdo com troca de sentido ou Missense patogénica.

v ¢ [1217G>A]
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Figura 15 — Cromatograma da mutacdo em homozigose G406D encontrada no éxon 10 do paciente 6 a
partir de  sequenciamento do gene DBT. A sequéncia superior ndo mutada apresenta a localizacdo
nucleotidica c.[1217G>A]. indicada pela flecha onde a base G foi trocada por A

¢

tt tttt tttttttaaaaaa ta gATT GG TGGTACC TTTGC CAA AC CAG TGA

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 16 — Representacdo esquematica da estrutura do gene DBT e a localizagdo das mutagdes
identificadas no presente estudo; as novas mutagdes estdo apresentadas em negrito. Quadrados pretos:
éxons codificantes; linha preta: introns; regides nao traduzidas (5’ ¢ 3° UTRs)

C.[1217G>A]

Il | ’
I | -

8§ 910 1

- —
N =
w
-
O
Q)
] ——

Fonte: Elaborado pela autora.

5.2 PATOGENICIDADE DAS MUTACOES

Das mutagdes ja descritas na literatura a mutacao 214K de origem espanhola foi a
de maior incidéncia totalizando 61% dos pacientes seguida da mutacao P200* também de origem
espanhola em 33% (Tabela 7). Dessas mutacdes, as encontradas em heterozigose foram G131V,

P200*e 1214K. As mutacdes encontradas em homozigose foram G131V e 1214K.
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Tabela 7 — Mutagdes ja descritas na literatura encontradas em pacientes chilenos diagnosticados com

DXB
Gene Nucleotideo Predlgao Tipo  Origem Fendtipo  Referéncia Frequéncia
Proteica na amostra
Exon 4 BCKDHB  ¢.[392 G>T] G131V M ND ND Margutti AV, 2015 2/18
Exon 5 BCKDHB  ¢.[595 596delAG] P200* D Espanhola Classico Henneke M, 2003 6/18
Exon 6 BCKDHB  c.[64] T>A] 1214K M Espanhola Classico Rodriguez-Pombo,2006 11/18
Exon 10 BCKDHB  c¢.[1067 C>T] P356L M Portuguesa Classico Quental, 2008 1/18

Fonte: Elaborado pela autora.
ND: Nao disponivel.

M: Missense.

D: Delegao.

Dentre as novas mutagdes a de maior incidéncia foi a P240T localizada no éxon 6 do

gene BCKDHB, encontrada em 16% das amostras. Apds serem submetidas a andlise /n Silico as

novas mutagdes foram todas consideradas patogénicas (Tabela 8).

Dessas novas mutacdes as encontradas em homozigose foram T338I, G406D e

P240T. As encontradas em heterozigose foram, P240T e G336S.

Tabela 8 — Novas mutagdes encontradas em pacientes chilenos diagnosticados com DXB

Regido Gene Nucleotideo Predigdo Tipo Patogenicidade Classificagdo  Frequéncia
Proteica na amostra
Sift® Polyphen-2®  Multipred®
Exon 8 BCKDHA  ¢.[1013C>T]  T338I M Patogénica  Patogénica Patogénica Patogénica 1/18
Exon 6 BCKDHB  c.[718C>A] P240T M Patogénica  Patogénica Patogénica Patogénica 2/18
Exon 9 BCKDHB  ¢.[1006G>A] G336S M Patogénica  Patogénica Patogénica Patogénica 1/18
Exon 10 DBT c.[1217G>A]  G406D M Patogénica  Patogénica Patogénica Patogénica 1/18

Fonte: Elaborado pela autora.
M: Missense.

5.3 ANALISE CLINICA

5.3.1 Avaliagdo Antropométrica

Com relagdo aos dados clinicos podemos observar que o paciente 6 nasceu com 4kg,

0 que caracteriza um quadro de macrossomia, comum em neonatos de gestantes que

apresentaram diabetes gestacional e que foi o caso dessa crianga. O paciente de numero 10

nasceu com o peso insuficiente, apesar de ndo ter tido problemas durante a gestagdo. A mae da

crianca de nimero 14 apresentou pré eclampsia durante a gravidez e essa paciente nasceu com
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baixo peso, também um quadro compativel com a complicagdo na gestagcdo. Setenta e dois por
cento (72%) das criangas nasceram com peso € comprimentos adequados para a idade gestacional

de acordo com a classificagdio do Intergrowth 21*', como visto na Tabela 9.

Tabela 9 — Dados antropométricos dos pacientes no nascimento

Paciente Peso ao Nascer =~ Comprimento ao Diagnostico Complicacdes na Gravidez
(2) nascer (cm) nutricional

1 3600 51 AlIG nao

2 2825 47,5 AlIG Anemia gestacional

3 2820 48 AlIG nao

4 3290 51,5 AlIG nao

5 2835 50 AlIG nao

6 4000 43 GIG Diabetes gestacional/ ITU

7 3240 48 AlIG nao

8 2830 49 AlIG Colestasia hepatica

9 3150 50 AlIG ndo

10 2600 47 PIG nao

11 3900 52 AlIG nao

12 3890 51 AlIG Hidronefrose

13 3050 48 AlIG nao

14 1580 42 PIG Pré eclampsia

15 3300 50 AlIG nao

16 2940 49 AlIG nao

17 3000 50 AlIG nao

18 2750 48 AIG nio

Fonte: Villar et al. (2014).

ND: Néo disponivel.

ITU: infecgdo do trato urinario.

PIG: pequeno para a idade gestacional.
AIG: adequado para a idade gestacional.
GIG: grande para a idade gestacional.

5.3.2 Evolugao Clinica

De acordo com a idade do aparecimento dos sintomas, 77,7% dos pacientes desta
coorte foram considerados com portadores da forma classica da doenca e 22,2% com a forma
intermediaria. A idade do diagnostico variou de 9 dias de vida a 7 meses. Os niveis de Leucina
variaram de 440 a 3962 umol/l no momento do diagnoéstico. Ocorreu retardo no desenvolvimento
neuropsicomotor (RDNPM) em 13 das 18 criangas estudadas, sendo que 4 possuiam um grau
leve de comprometimento, 3 um grau moderado e 6 um grau grave. Apenas 2 criangas ndo eram

portadoras de RDNPM e 3 criangas ndo possuiam esse dado disponivel. Portanto, das criangas



Resultados 59

cujos dados de RDNPM foram disponiveis, a maioria, 40%, possuiam um grau grave de retardo
no desenvolvimento neuropsicomotor (Tabela 10). O graus de RDNPM foi avaliado de acordo

com a escala de Denver II (FRANKENBURG et al, 1992).

Tabela 10 — Caracterizagdo dos pacientes chilenos (n=18) diagnosticados clinicamente com Doenga da
Urina do Xarope de Bordo, que possuiam ficha clinica preenchida pelo profissional responsavel do INTA

. ¥dade d.o Leucina Hospit.al.izagéo Apresentacao
Paciente Diagndstico RDNPM inicial . S
(dias) (umol/T) (dias) pela idade do diagndstico
1 10 741 grave 10 Classica
2 9 750 grave 10 Classica
3 14 3560 moderado 7 Classica
4 13 2638 leve 32 Classica
5 22 2600 leve 30 Classica
6 11 750 ND 48 Classica
7 30 1640 Leve 5 Classica
8 45 3962 grave 2 Intermediaria
9 21 2000 grave 30 Classica
10 60 993 moderado/grave 20 Intermediaria
11 9 440 grave 4 Classica
12 90 1027 ndo 32 Classico
13 17 1090 ND 36 Intermediario
14 30 1716 ndo 10 Classica
15 210 1653 leve 90 Intermediaria
16 17 1467 moderado 14 Classica
17 17 1038 grave ND Classica
18 27 2075 ND 10 Classica

Fonte: Elaborado pela autora.
ND: Néo disponivel.
RDNPM: retardo no desenvolvimento neuropsicomotor.

Os valores dos exames bioquimicos disponibilizados pelo INTA no momento do
diagnostico da doencga nas criangas mostram-se bastante elevados. Os niveis de leucina variaram
de 440 a 3962 umol/l, sendo que a referéncia para a normalidade desse aminoacido ¢ de 35-
217umol/l, a valina variou de 133 a 1464 pmol/l com normalidade em 51-325umol/l e a
Isoleucina variou de 38 a 759 umol/l e sua normalidade ¢ de 13-135umol/l como mostra a Tabela

11.
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Tabela 11 — Valores laboratoriais dos aminoacidos de cadeia ramificada leucina, valina e isoleucina no
momento do diagndstico da DXB em pacientes chilenos acompanhados no INTA

Paciente Dggggzs(:?co Leucina Valina Isoleucina
(dias) (35-270pmol/T) (51-325umol/l)  (13-135umol/l)
1 10 741 759 402
2 9 750 512 50
3 14 3560 710 512
4 13 2638 585 372
5 22 2600 1180 730
6 1 750 726 657
7 30 1640 174 53
8 45 3962 277 215
9 21 2000 369 190
10 60 993 838 294
1 9 440 1464 759
12 90 1027 117 176
13 17 1090 480 290
14 30 1716 215 525
15 210 1653 1171 586
16 17 1467 466 419
17 17 1038 133 38
18 27 2075 726 170

Fonte: Elaborado pela autora.
ND: Néo disponivel.

Com relagdo aos sinais e sintomas apresentados pelos pacientes estudados os mais
prevalentes foram a hipotonia axial presente em 83% das criangas, seguida pelo retardo no
desenvolvimento neuropsicomotor em 77% dos casos, pelo déficit intelectual em 61% e a
intolerancia alimentar e urina com odor caracteristico em 55%. Estrabismo, encefalopatia e
sindrome piramidal foram relatados em 44% dos pacientes, convulsdes em 38%, macrocefalia e
necessidade de ventilacdo mecanica em 27%, gastrostomia e ataxia em 22%, apneia e lesdes em
mucosa ¢ pele em 16%, sindrome extrapiramidal em 11% e coma em 5% das criancas (Tabela

12).
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Tabela 12 — Sinais e sintomas apresentados pelos pacientes chilenos
(n=18) diagnosticados clinicamente com Doenca da Urina do Xarope de
Bordo, que possuiam ficha clinica preenchida pelo profissional
responsavel do INTA

Sinais ¢ Sintomas Prevaléncia
Hipotonia axial 83%
RDNPM T7%
Déficit intelectual 61%
Urina com odor de xarope de bordo 55%
Intolerancia alimentar 55%
Estrabismo 44%
Encefalopatia 44%
Sd Piramidal 44%
Convulsoes 38%
Ventilagdo mecanica 27%
Macrocefalia 27%
Ataxia 22%
Gastrostomia 22%
Apnea 16%
Lesdes em mucosa ¢ pele 16%
TDAH 14%
Sd Extrapiramidal 11%
Coma 5%

Fonte: Elaborado pela autora.

Sd: sindrome.

RDNPM: Retardo no desenvolvimento neuropsicomotor.
TDAH: Transtorno de déficit de atengao e hiperatividade.

5.4 CORRELACAO GENOTIPO-FENOTIPO

Os dados clinicos dos pacientes mostram que os portadores de novas mutacdes foram
diagnosticados com a doenga nas primeiras semanas de vida, com exce¢cdo do paciente 15,
portador da mutagdo P240T em homozigose que foi diagnosticado com 7 meses de vida. A
paciente de nimero 8 também ¢ portadora da mutacao P240T em homozigose e seu diagnostico
foi feito com 45 dias de vida. Tanto a paciente 8 quanto a paciente 15 apresentam sintomas
graves da doenga. A portadora da nova mutacao G406D teve seu diagndstico com 15 dias de vida
e evoluiu com um quadro de encefalopatia, convulsdes e obito (Tabela 13).

As criancas de nimero 7, 13 e 17 também foram a 6bito. Todas as outras criancas

apresentaram evolugdo clinica com sintomas como estrabismo, ataxia, comprometimento
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psicomotor, intolerancia alimentar, sindrome piramidal e extrapiramidal, encefalopatias,
hipotonia axial e convulsdes.

Tabela 13 — Dados clinicos dos pacientes chilenos portadores de DXB acompanhados no INTA: mutagao,
ano de nascimento, idade do diagnostico, nimero de hospitalizagdes e evolugao clinica

(continua)
Paciente mutagao Ano de Idade do Hospitalizagdes Evolugdo Clinica
nascimento Diagnostico
(dias)
1 T3381+T338I° 2002 10 ND ND
2 P200*+1214K 2001 9 5 urina com odor de xarope de bordo,

ataxia, sindrome extrapiramidal,
hipotonia axial, comprometimento
psicomotor grave, macrocefalia

3 1214K+G336S? 1995 14 4 estrabismo, urina com odor de
xarope de bordo, encefalopatia,
ataxia, sd piramidal, intolerancia
alimentar, hipotonia axial,
comprometimento psicomotor

4 P200*+1214K 2006 13 7 estrabismo, ataxia, encefalopatia, sd
piramidal, hipotonia axial,
comprometimento psicomotor

5 [1214K+1214K 2012 22 3 estrabismo, urina com odor de
xarope de bordo, sd piramidal,
intolerancia alimentar, apneia,
hipotonia axial, convulsdes,
comprometimento psicomotor

6 # G406D+G406D* 2001 11 7 encefalopatia, ataxia, sd piramidal,
hipotonia axial, convulsdes

7 # P200*+1214K 2004 30 4 sd piramidal, intolerancia alimentar,
hipotonia axial, convulsdes,
comprometimento psicomotor, coma

8 P240T+P240T* 2004 45 3 urina com odor de xarope de bordo,
encefalopatia, intolerancia alimentar,
hipotonia axial, convulsdes

9 1214K+1214K 2003 21 ND ND

10 G131V+P200* 1997 60 3 urina com odor de xarope de bordo,
sd piramidal, hipotonia axial,
comprometimento psicomotor

11 1214K+1214K 2006 9 2 urina com odor de xarope de bordo,
hipotonia axial, comprometimento
psicomotor

12 [1214K+1214K 1997 90 1 intolerancia alimentar, dermatite,

infecc¢do do trato urinario,
comunicagdo Inter atrial
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(conclusao)

Paciente mutagao Ano de Idade do Hospitalizagdes Evolugdo Clinica
nascimento Diagnostico
(dias)
13# G131V+G131V 1998 17 3 estrabismo, urina com odor de

xarope de bordo, intolerancia
alimentar, hipotonia axial,
convulsdes, comprometimento
psicomotor grave

14 P200*+1214K 2003 30 2 estrabismo, urina com odor de
xarope de bordo, encefalopatia,
hipotonia axial, comprometimento

psicomotor

15 P240T*+P240T* 1999 210 3 hipotonia axial, comprometimento
psicomotor

16 P200*+1214K 1996 17 ND broncopneumonia, urina com odor

de xarope de bordo, intolerancia
alimentar, convulsoes

17# P356L+P356L 2000 17 1 estrabismo, comprometimento
psicomotor
18 [1214K+1214K 2002 27 6 desidratagdo, estrabismo, sd

piramidal, intolerancia alimentar,
apneia, hipotonia axial,
comprometimento psicomotor

Fonte: Elaborado pela autora.
ND: Néo disponivel.

#: Falecimento.

?: Nova mutagdo.

Como ja dito anteriormente, os fenotipos clinicos associados sdo classificados como
forma cléssica, intermedidria, intermitente, responsiva a tiamina e deficiéncia de lipoamida
desidrogenase (da subunidade E3), dependendo, entre outros, da idade de inicio e gravidade da
doenca. Na forma classica do DXB, com menos de 3% de atividade enzimatica residual, os
sintomas aparecem logo ao nascimento.

A forma intermédia ou intermedidria apresenta-se no lactente e na infancia, sendo
caracterizada por atraso de desenvolvimento psicomotor, ma evolucdo pondero-estatural,
convulsoes e ataxia. Embora as elevagdes dos BCAA sejam persistentes e ocorra o
comprometimento neurologico, ndo se verificam as descompensacdes graves tipicas no periodo
neonatal das formas classicas.

A forma intermitente ¢ de apresentagdo no lactente e infancia verificando-se

crescimento e desenvolvimento normais, com crises de ataxia que poderdo ser acompanhadas de
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cetoacidose. O aumento dos BCAA apenas se verifica nas descompensacgoes.

A forma sensivel a tiamina tem uma apresentacao clinica semelhante a forma
intermédia ou intermitente, ndo manifestando descompensacgao aguda inicial.

Assim, a equipe do INTA classificou o fen6tipo de seus pacientes baseado na idade
do diagnéstico. Nao foram encontrados fendtipos intermitentes € nem sensiveis a tiamina.
Entretanto, na amostra enviada, 4 pacientes foram classificados como portadores da forma
intermediaria da DXB, com diagnostico feito entre 45 e 210 dias de vida e 14 pacientes com a
forma classica, com diagnostico feito de 9 a 30 dias de vida (Tabela 14).

A situacdo clinica desses pacientes variou, apresentando atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor (RDNPM) e ma evolugdo, levando, em alguns casos, ao dbito. Dessa forma, dos
pacientes com apresentacdo classica da doenca 4 foram a Obito, 4 apresentaram um RDNPM
grave, 2 um RDNPM moderado e 2 um RDNPM leve. Dos pacientes classificados com a forma
intermediaria 2 evoluiram com um RDNPM grave e 1 leve. Dois pacientes nao possuiam dados
da situacao clinica.

Tabela 14 — Correlacdo gendtipo-fendtipo dos pacientes chilenos (n=18) diagnosticados clinicamente com
Doenca da Urina do Xarope de Bordo

Anode  Hospitaliza- Idade do

I;?]Cti; Nasci- ¢ao Inicial diagnostico (uléiollj/l) Sci}ﬁ%io Fendtipo Genétipo
mento (dias) ( dias)

1 2002 10 10 741 grave Classico c¢.[1013C>T | +[1013C>T|*?
2 2002 10 9 750 grave Classico c[.595 596delAG] + c.[641T>A]
3 1995 7 14 3560 moderado Classico c.[641 T>A] + [1006 G>A]"
4 2006 32 13 2638 leve Classico c.[595 596delAG] +c.[641T>A]
5 2012 30 22 2600 leve Classico c.[641 T>A] +[641 T>A]
6 2001 48 11 750 obito Classico ¢.[1217G>A]+ ¢.[1217G>A]*
7 2004 5 30 1640 obito Classico c.[595 596delAG]+c.[641T>A]
8 2004 2 45 3962 grave Intermediario  ¢.[718 C>A]* + [718 C>A]*
9 2003 30 21 2000 grave Classico c.[641 T>A] +[641 T>A]
10 1997 20 60 993 mogdrzrvag"/ Intermedidrio  ¢.[392 G>T] +[595_596delAG]
11 2006 4 9 440 grave Classico c.[641 T>A] + [64]1 T>A]
12 1997 32 90 1027 ND Intermediario  c.[64]1 T>A]+ [64]1 T>A]
13 1998 36 17 1090 obito Classico c.[392 G>T] + [392 G>T]
14 2003 10 30 1716 ndo Classico c[.595 596delAG]+ [641T>A]
15 1999 90 210 1653 leve Intermediario  ¢.[718 C>A]* + [718 C>A]"
16 1996 14 17 1467 moderado Classico c[.595 596delAG]+ [641T>A]
17 2000 ND 17 1038 obito Classico c.[1067 C>T] + [1067 C>T]
18 2002 10 27 2075 ND Classico c.[641 T>A] + [641 T>A]

Fonte: Elaborado pela autora.
ND: Nao disponivel.
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RDNPM: Retardo no desenvolvimento neuropsicomotor.
*: Nova mutagdo.

Os valores de leucina foram muito variaveis. Mesmo nos pacientes com apresentacao
classica da doenga a LEU variou de 741 umol/l a 3560 umol/l como mostrado no Grafico 1. Por
outro lado encontramos valores iniciais de leucina variando de 993 pumol/l a 3962 umol/l em

pacientes com a forma intermediaria da doenga (Tabela 14).

Grafico 1 — Representag@o dos valores de Leucina em umol/l ao diagnéstico em cada paciente classificado
com fendtipo classico de acordo com a idade de diagnostico
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na tentativa de fazer uma correlacdo de gendtipo/fendtipo observamos que nas
mutacoes encontradas em homozigose as mutacdes c.[ 1013 C>T ] ou T3381 (NOVA),
c.[1217G>A] ou G406D (NOVA), c.[392 G>T] ou GI31V e c.[1067 C>T] ou P357L
manifestaram a forma classica em 100% dos pacientes. A mutagdo c.[64]1 T>A] ou [214K
apresentou a forma cldssica em 80% dos casos o que esta de acordo com o relatado na literatura.
A NOVA mutagdo c.[718 C>A] ou P240T, quando em homozigose, manifestou a forma

intermediaria da doenca em 100% dos casos deste estudo. (Grafico 2).
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Grafico 2 — Porcentagem de pacientes com fenotipos classicos e intermediarios de
acordo com a idade de diagnoéstico da DXB para cada genotipo em homozigose
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Fonte: Elaborado pela autora.

Das mutacdes encontradas em heterozigose a delegao ¢[.595 596delAG] ou P200* e
a missense c.[392 G>T] ou G131V, ambas ja descritas na literatura, foram observadas em
pacientes com fenétipo intermedidrio. As outras mutagdes heterozigoticas apresentaram-se em
pacientes com fenotipos classicos (Grafico 3).

Grafico 3 — Porcentagem de fendtipos classicos e intermediarios de acordo com a
idade de diagndstico da DXB para cada gen6tipo em heterozigose

Mutacoes em heterozigose

100 I -
0_I[I_I I

-

(3]

o
|

Il Classico
1 Intermediario

(3]
o
|

Porcentagem de pacientes

NI Y 4
& N O S
S SR N
&6 s o
™
Genétipo

Fonte: Elaborado pela autora.
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Foi tragado também, um grafico representativo da correlagdo dos valores de leucina e
da idade do diagnostico em dias. Os valores de leucina variaram de forma muito heterogenia com
relagdo a idade do diagnostico da doenca, portanto ndo foi possivel ver nenhuma correlagao entre

ambos (Grafico 4).

Grafico 4 — Representacdo da correlagdo entre os valores de Leucina em pmol/l e a idade
do diagnoéstico em dias, com um p valor de 0,989
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Fonte: Elaborado pela autora.

Uma vez que a mutagdo 1214K foi encontrada em 11 das 18 amostras foi possivel
agrupar informagdes clinicas desses pacientes na tentativa de se estabelecer uma correlagao
genotipo/ fendtipo. Foi avaliado, por meio do teste exato de Fisher se ha correlagdo entre as
variaveis mutacao 214K e grau de retardo no desenvolvimento neuropsicomotor, mutagao 1214K
e os fendtipos intermediario e cléssico, tipo de alelo (hetero e homozigoto) e grau de RDNPM e o
tipo de alelo (hetero e homozigoto) e os fendtipos intermediario e classico. Nenhuma das
correlagdes encontrou um valor de probabilidade de significdncia menor que 5%. Dessa forma

ndo se pode afirmar que ha correlagdo de nenhuma dessas variaveis nesta amostragem (Tabela

15).
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Tabela 15 — Associagdes entre os pacientes portadores da mutagdo 1214K: mutagdo ¢ RDNPM
leve/moderada ou grave/dbito; mutacdo e os fenotipos intermediario e classico; o tipo de alelo ¢ o
RDNPM e o tipo de alelo e o fendtipo

Mutagao RDNPM TOTAL P-VALOR
Leve/Moderada Grave/6bito
*Qutras 1 6 7 0,282
1214K 4 4 8
Mutacgao Fenotipo TOTAL P-VALOR
Intermediario Classico
*Qutras 3 4 7 0,245
1214K 1 10 11
Alelo RDNPM TOTAL P-VALOR
Leve/Moderada Grave/6bito
Heterozigotico 3 2 5 0,394
Homozigoético 1 2 3
Alelo Fenotipo TOTAL P-VALOR
Intermediario Classico
Heterozigdtico 0 6 6 0,245
Homozigobtico 1 4 5

Fonte: Elaborado pela autora.
RDNPM: Retardo no Desenvolvimento Neuropsicomotor.
*Qutras: as outras mutagoes do estudo fora a 1214K.

p-valor<0,05
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Neste estudo 22% dos pacientes apresentam a forma intermedidria da doenga € a
maioria, 78%, possui a forma classica principalmente devido ao inicio precoce dos sintomas, com
prevaléncia de mutagcdes em homozigose observada em 61% dos casos. Fato esse interessante
uma vez que em nenhum paciente ha relato de consanguinidade entre os pais, € em dois casos ha
relato de historico da doenga na familia. Esse fato mostra, talvez, uma maior homogeneidade da
populagdo chilena, quando comparada, por exemplo, a populacao brasileira.

Os protocolos utilizados no INTA para tratamentos dos pacientes assim que procuravam o
service enfatizavam o aumento do anabolismo por meio da dieta em detrimentos do uso de
dialises ou hemofiltragdes. Durante os periodos de descompensagdes agudas a taxa de diminuigao
da leucina plasmatica ¢ monitorada como um indice de sintese proteica. O tratamento na fase
aguda inclui uso de manitol, furosemide e solugdes Salinas hipertonicas para manter ou
reestabelecer o sodio sérico e a osmolaridade extracellular, e assim prevenir ou reverter edema
cerebral. A excre¢ao de BCAA ¢ monitorada frequentemente em casa e dosadas em cada retorno
clinico

A doenga do xarope de bordo ¢ diagnosticada incialmente por meio de exames
clinicos e do odor peculiar de xarope de bordo na urina. A analise de BCAA sérico ¢ o método
mais conveniente, principalmente na triagem neonatal. Se o paciente possui altas dosagens de
leucina, valina, isoleucina ou de aloisoleucina (>5 mm/L), a doenga deve ser considerada
(SCHADEWALDT et al., 1999). Além disso, niveis de leucina superiores a 1.000 pmol/L sdo
considerados criticos, pois podem produzir dano irretratdvel ou até mesmo levar a Obito
(HERBER et al., 2015). Os niveis de leucina ao diagnostico dos participantes deste estudo variou
de 440 a 3962 umol/L, entretanto a maior parte das criancas (72%) apresentaram leucina superior
a 1.000 pmol/L.

A andlise urinaria de acido organicos ajuda no diagnostico e no diagnostico
diferencial para outras acidemias organicas. Além disso, ensaios enzimaticos e estudos genéticos
sdo importantes para a confirmac¢do diagnostica. Atualmente mais de 200 mutagdes associadas ao
DXB estao descritas (STENSON et al., 2014).

O Gene BCKDHB foi o portador da grande maioria das mutacdes, 6 das 8§ mutagdes
encontradas nesta coorte estdo localizadas na subunidade E/b. Das mutagdes ja descritas na
literatura a mutacao 1214K foi a de maior incidéncia totalizando 61% dos pacientes. Dentre as

novas mutagdes a de maior incidéncia foi a P240T encontrada em 16% das amostras, ambas
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localizadas no éxon 6 do gene em BCKDHB. Nao ha estudos na literatura sobre novas mutagdes
e/ou prevaléncia de mutagdes na populacao chilena.

De acordo com Rodriguez-Pombo (2006) e colaboradores a mutagao 1214K, que esta
localizada no interior da subunidade beta, ¢ responsdvel por comprometer a estabilidade dessa
regido causando uma forma cléssica da doenga.

Quental et al. (2008) refere que a mutacdo P356L tem uma manifestacdo agressiva
devido ao efeito unico caracteristico da prolina. Esse aminoacido tem uma estrutura rigida que
contribui para conferir uma rigidez no /oop entre a helix 11 e a banda beta. Assim, a substituicao
da prolina pela leucina aumenta a flexibilidade nessa regido e causa um distiurbio na cadeia que
pode se dobrar nesse local com consequéncias graves ao funcionamento da proteina.

A variante P200* gera um stop codon manifestando a forma classica da doenga
(HENNEKE et al., 2003).

A mutagdo G131V afeta a ligagdo de cofatores na subunidade beta. Nao estd descrito
o efeito fenotipico dessa mutacao (MARGUTTI, 2015).

Grande parcela das publicagdes que descrevem o perfil de mutacdes da DXB em
varias partes do mundo apresenta a distribuicao das mutagdes em diferentes regides geograficas e
étnicas, buscando criar um perfil fenotipico caracteristico da doenga, fato que permitiria a analise
do efeito fenotipico provavel determinado por uma mutagdo especifica ou por um subtipo
genético da doenga. Contudo, estes estudos mostram que ndo existem mutacdes mais frequentes
nos pacientes acometidos pela DXB ou que sdo comuns em determinadas regides geograficas ou
grupos étnicos, além de apontarem, em alguns casos, apenas correlacao entre subtipo genético € a
forma da doenca.

Neste estudo foi possivel observar a prevaléncia de uma mutagdo. A mutagdo 1214K
foi encontrada em 11 dos 18 pacientes, sendo que em 5 desses pacientes ela estd em homozigose.
Essa €, portanto, uma variante muito comum entre os chilenos, o que contribui com a teoria de
uma maior homogeneidade dessa populagdo. A origem dessa variante vem dos colonizadores da
regido, os espanhois.

Essa ¢ uma mutacao ja descrita por Rodriguez-Pombo (2006) como sendo associada a
um fendtipo cléssico, em nossos achados vemos uma certa variedade com relacdo aos sintomas
dos pacientes portadores dessa mutacao. Os pacientes 5, 9, 11, 12 e 18 sdo portadores da 1214K

em homozigose, enquanto as criancas 9 e 11 apresentam um RDNPM grave, a crianga 5 possui
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leve e a crianga 12 e 18 ndo possui dados de RDNPM. Outro fator a ser considerado ¢ o nivel de
leucina inicial e a evolugdo da doenga; observa-se que o paciente 5 com niveis de leucina ao
diagnostico de 2600 pmol/l apresentou um RDNPM leve enquanto que o paciente 11 com leucina
de 440 pmol/l tem RDNPM grave. Dessa forma também ndo encontramos associacao entre os

niveis iniciais de leucina e a gravidade da doenga.
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Quadro 1 — Comparativo entre data do diagnostico, valor de leucina na data do
diagnostico e retardo de desenvolvimento neuropsicomotor de pacientes

portadores da mutacdo da mesma mutagdo - 214K em homozigose
Paciente Idade do Leucina no RDNPM
Diagnostico diagndstico
umol/l
5 22 dias 2600 Leve
9 21 dias 2000 Grave
11 9 dias 440 Grave
12 90dias 1027 ND
18 27 dias 2075 ND

Fonte: Elaborado pela autora.

Os pacientes 11 e 12 s3o irmaos e possuem a mesma mutacao, entretanto os valores
iniciais de leucina sdo muito diferentes. Além disso, o paciente 12 ¢ o mais velho, nasceu em
1997, demorou 90 dias para ter seu diagnostico de DXB enquanto que o irmao mais novo,
nascido em 2006, ja com historico da doenga na familia obteve o diagndstico em tempo muito
menor, de 9 dias. Tanto a tecnologia para o diagnostico da doenca mais avancada quanto o
aconselhamento genético que essa familia ja possuia interferiram na velocidade do diagndstico,
inicio do tratamento ¢, claro, na evolugao da doenca.

Esse fato também pode ser verificado na nova mutacao encontrada nesses estudos, a
P240T, que, em homozigose, evoluiu no paciente § com um RDNPM grave e no paciente 15 um
RDNPM leve. Mas em ambos a idade do diagnostico foi mais tardio, o que contribui com a teoria
de que essa mutacdo possa ter uma apresentagdo fenotipica intermediaria.

Apesar dos niveis de leucina apresentarem-se altos ao diagnostico na maioria dos
pacientes considerados criticos, podendo produzir danos irreversiveis ou até mesmo a morte
(HOFFMANN; SCHULZE, 2009), o resultado de um estudo brasileiro (HERBER et al., 2015)
sobre o panorama da DXB nas duas ultimas décadas no Brasil ndo apontou associacio
significativa entre a gravidade de atraso de desenvolvimento mental e os niveis de leucina no
momento do diagnostico, o que estd de acordo com as nossas observagdes. Isso pode ser atribuido
ao fato de que o controle metabdlico a longo prazo pode ser considerado um fator determinante
mais decisivo do desenvolvimento psicomotor e cognitivo do que os niveis iniciais de LEU
(HOFFMANN; SCHULZE, 2009).

Neste estudo, a maior parte das mutagdes localiza-se no gene BCKDHB que
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apresentaram manifestacdes do fendtipo classico em sua maior parte, com exce¢do da nova
mutacao P240T que apresentou-se em pacientes com fenodtipo intermediario. Entretanto, os dados
clinicos, principalmente os valores de leucina ao diagnostico, possuem valores inconsistentes
com o fenotipo cldssico e intermediario nesses pacientes. Espanhoéis estudados por Rodriguez-
Pombo et al. (2006) que possuiam mutacdo no gene BCKDHB (subtipo Ib) apresentavam o
fenotipo classico, porém encontraram inconsisténcias entre os parametros bioquimicos dos
pacientes e fenotipo clinico, como o caso de trés pacientes portadores da mesma mutacdo em
homozigose e que apresentaram atividade enzimatica residual variavel entre <1 a 13%, fato
descrito também em outros estudos anteriormente (RODRIGUEZ-POMBO et al., 2006).

Verifica-se que, considerando a idade do diagndstico da doenca, dentre as novas
mutacoes, a T3381, G336S e G406D possuem uma manifestacao classica, com aparecimento mais
precoce dos sintomas. Apenas a P240T apresentou inicio dos sintomas mais tardio, falando a
favor de um fenotipo intermédio, entretanto, um dos grandes problemas ¢ o tempo dispendido
entre inicio dos sintomas e diagndstico da doenca em locais sem triagem neonatal para a DXB
como ¢ o caso do Chile. Um dos pacientes com a mutacdo P240T em homozigose considerado
com fenoétipo intermédio pela idade do diagnostico ficou 90 dias internado. Seu diagnostico foi
com 210 dias de vida, mas quanto tempo passou-se entre inicio dos sintomas e esse diagndstico ¢
desconhecido. Vale ressaltar, como ja discutido antes, que os valores bioquimicos de BCAA e a
evolugdo clinica desses pacientes nao foi condizente com o descrito na literatura para esses
fenotipos clinicos.

Sendo assim, quanto a caracteristica e situacao clinica dos pacientes, acredita-se nao
ser a melhor forma de correlacionar fenotipo e gendtipo pelo fato da deterioracdo neurologica
estar diretamente associada a auséncia de diagnostico precoce e assim auséncia da
implementag¢do do tratamento nutricional adequado, os quais sao fundamentais para o controle
dos niveis sérios dos BCAA e seus metabdlitos (controle metabolico). Em um estudo de Morton
et al. (2002) no qual os pacientes tiveram acesso a formula e um protocolo clinico foi seguido no
estagio agudo da doenca, o resultado geral foi melhor e os pacientes atingiram um
desenvolvimento mais adequado.

Apesar de alguns pacientes terem sido diagnosticados ainda no primeiro més de vida,
sabe-se que, o tempo entre o diagnostico e o recebimento da formula metabdlica ¢ longa e

variavel. Quando os pacientes sdo diagnosticados na fase aguda da doenga, durante uma
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internacdo hospitalar por descompensacdo metabolica, inicia-se o tratamento com formula
metabolica no momento do diagndstico, se a féormula estiver disponivel no hospital de admissao.
Por outro lado, pacientes diagnosticados em fase ndo aguda da doenca e tratados
ambulatoriamente, ficam propensos a receber a formula tardiamente e normalmente a garantia de
acesso a formula metabdlica ocorre somente através de medida judicial (HERBER et al., 2015).

Dessa forma se a DXB fosse diagnosticada de forma mais répida, na triagem
neonatal, talvez fosse possivel estabelecer uma relagdo genotipo-fendtipo de forma mais
eficiente. A DXB atende a maioria dos critérios de Wilson e Jungner (1968) para a triagem: por
exemplo, existe uma fase latente reconhecivel ou sintomatica precoce e um tratamento aceito
para pacientes com confirmacdo da doenca. Em paises onde a DXB estd incluida na triagem
neonatal, os pacientes normalmente sdo diagnosticados antes do 10° dia de vida. Por outro lado,
em paises onde a DXB ndo estd incluida nos programas publicos de triagem neonatal, como o
Chile, o diagnostico normalmente ¢ postergado.

O estudo de Flaschker et al. (2007) que descreveu mutacdes em 15 individuos da
Alemanha, Austria e Suica, com diferentes variantes fenotipicas da DXB concluiu que, na coorte
de pacientes analisada, os fendtipos enzimaticos e clinicos mais graves das formas da doenga
(variantes DXB) foram associados principalmente com gendtipos especificos no gene BCKDHA,
considerando que fendtipos enzimaticos e clinicos mais leves foram associados com genotipos
especificos nos genes BCKDHB e DBT, os resultados deste estudo levaram a conclusdo de que a
genotipagem pode ser preditiva de fenotipo metabolico e clinico, podendo ter valor progndstico
particularmente em individuos com variante de DXB identificadas na triagem neonatal, para que
o tratamento precoce retarde o curso natural da doenga.

Pacientes com a forma intermitente da doenca, avaliados por Tsuruta et al. (1998)
apresentaram exclusivamente mutacdes no gene DBT, dando origem a baixa, mas significativa
atividade residual do complexo BCKD. Porém, no presente estudo, nenhum paciente com o
subtipo genético EII apresentou esta forma fenotipica da doenca.

Wang et al. (2012) afirmam o sequenciamento do DNA atrelado a andlise /n Silico
como um método simples e rapido para predicao da gravidade da DXB, além da triagem neonatal
ter sido apontada como uma abordagem eficaz para triagem de pacientes com DXB em
populagdo étnica variada, permitindo a intervengdo precoce com o tratamento dietoterapico

(RODRIGUEZ-POMBO et al., 2006; FLASCHKER et al., 2007; QUENTAL et al., 2008;



Discussdo 76

WANG et al., 2012).

Os portadores de DXB necessitam de uma restricao alimentar por toda a vida, além
de monitoramento rigoroso de niveis de aminoacidos de cadeia ramificada para prevenir danos
cerebrais (STRAUSS; PUFFENBERGER; MORTON, 2013).

O diagnostico precoce € o tratamento sdao cruciais para reduzir a gravidade do dano
cerebral (STRAUSS; PUFFENBERGER; MORTON, 2013).

O tratamento da DXB inclui dieta pobre em proteina, suplementagdao com formula
isenta de BCAAs e tratamento sintomatico durante crises metabolicas, como ingestdo de manitol
para tratar edema encefalico, injecdo de insulina para diminuir a glicemia e uso de D-
carbamilglutamato para reduzir niveis séricos de amonia (YOSHINO et al., 1999).

Como o figado ¢ responsavel por 15% da producao de BCKD, o transplante de figado
pode restaurar alguma atividade enzimdtica em pacientes com DXB (STRAUSS;
PUFFENBERGER; MORTON, 2013; DIAZ et al., 2014). O transplante hepatico pode beneficiar
portadores da forma classica entretanto ndo reverte o processo da doenga (DIAZ et al., 2014).
Portadores de DXB com um figado estruturalmente normal podem também doar seu figado para
pacientes que nao possuem defeitos na BCKD (FEIER et al., 2014).

Um estudo de Feier e colaboradores observou a evolugdao de quatro pacientes
portadores de DXB tratados com o transplante hepatico de doadores vivos parentes do paciente.
Eles foram acompanhados por um tempo de aproximadamente 19 meses ap0s o transplante e seus
dados metabdlicos e clinicos foram comparados com pacientes que receberam transplantes de
doadores mortos sem parentesco. Nao houve diferenga entre ambos e os pacientes desse estudo
conseguiram liberar a dieta e os niveis de BCAA e leucina reduziram drasticamente ( FEIER, el
al., 2016).

L-carnitina beneficia pacientes com DXB por meio de prevencdo danos oxidativos
celulares (GUERREIRO et al., 2015). L-carnitina pode também prevenir in vitro danos ao DNA
em células leucocitarias periféricas (MESCKA et al., 2014). Além disso, norleucina, que compete
com a leucina na barreira encefalica foi considerada efetiva em diminuir encefalopatias e
aumentar a taxa de sobrevivéncia em modelos experimentais de formas intermediarias de DXB e
formas classicas (ZINNANTI et al., 2009).

O diagnostico pré-natal ¢ importante para identificar defeitos ao nascimento,

especialmente em condicdes de dificil tratamento. Analise genética precisa da probanda
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possibilitou o diagnostico pré-natal baseado no DNA de desordens de um unico gene. You et al.
(2014) reportaram um caso de uma familia chinesa portadora de DXB associada a mutac¢des no
gene BCKDHA; o diagnoéstico pré-natal para o feto foi feito. No estudo de Li et al. (2015) um
diagnostico pré-natal para uma mutagdo no gene BCKDHB também foi feita. Em ambos os casos
o tratamento foi iniciado ao nascimento e o diagndstico foi possivel devido ao conhecimento da
mutacao existente na familia.

Uma vez que a mutacao [214K foi muito prevalente nessa coorte de pacientes talvez
uma idéia seria fazer a genotipagem para a deteccdo dessa variante na populacao chilena como

sugestdo de triagem.
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Nao ha estudos na literatura sobre novas mutacdes e/ou prevaléncia de mutagdes na
populagdo chilena. Nesse estudo foram encontradas um total de oito mutacdes nessa coorte de
pacientes. Quatro dessas oito mutagdes ndo estdo descritas na literatura. Seis das oito mutacdes
encontradas estao localizadas no gene BCKDHB e o éxon 6 desse gene foi o local que apresentou
as mutagdes mais frequentes nessa populagao a 214K presente em 77% dos pacientes. As novas
mutacoes encontradas foram T338I, G336S, G406D e P240T das quais a de maior incidéncia foi
a P240T, também localizada no gene BCKDHB.

Considerando a idade do diagndstico da doenga, dentre as novas mutagdes, a T338I,
G336S e G406D possuem uma manifestacdo classica, com aparecimento mais precoce dos
sintomas. Apenas a P240T apresentou inicio dos sintomas mais tardio, falando a favor de um
fendtipo intermédio. No entanto, um dos grandes problemas observados ¢ o tempo dispendido
entre inicio dos sintomas e diagndstico da doenca em locais sem triagem neonatal para a DXB
como ¢ o caso do Chile, fazendo essa classificacdo fenotipica por idade do diagndstico
questionavel. Vale ressaltar que os valores bioquimicos de BCAA e a evolugdo clinica desses
pacientes também nao foram condizente com o descrito na literatura para esses fenotipos clinicos.

Nao encontramos associagao entre os niveis iniciais de leucina e a gravidade da
doenca. Isso pode ser atribuido ao fato de que o controle metabdlico a longo prazo pode ser
considerado um fator determinante mais decisivo do desenvolvimento psicomotor e cognitivo do
que os niveis iniciais de LEU.

Quanto a caracteristicas e situagao clinica dos pacientes, acredita-se ndo ser a melhor
forma de correlacionar fendtipo e gendtipo no Chile uma vez que em paises que ndo possuem a
DXB no programa de triagem neonatal o tempo entre inicio dos sintomas e diagnodstico da doenca
pode ser longo e pelo fato de que a deterioragdo neuroldgica estd diretamente associada a
auséncia de diagndstico precoce e auséncia da implementacdo do tratamento nutricional
adequado, os quais sdo fundamentais para o controle dos niveis sérios dos BCAA e seus
metabolitos.

Apesar de alguns pacientes terem sido diagnosticados ainda no primeiro més de vida,
sabe-se que, o tempo entre o diagnostico e o recebimento da formula metabolica ¢ longa e
variavel. Dessa forma se a DXB fosse diagnosticada de forma mais rapida, na triagem neonatal,

talvez fosse possivel estabelecer uma relagao genodtipo-fenotipo de forma mais eficiente.
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