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RESUMO




A Acidiria Glutarica tipo 1 (GA 1) é um erro inato do metabolismo com heranga
autossOmica recessiva, causado por mutacdes no gene glutaril-CoA desidrogenase
(GCDH), que determina a deficiéncia da enzima glutaril-CoA desidrogenase, levando a
comprometimento neuroldgico caracterizado por distonia, com inicio e evolucdo
extremamente varidvel. Embora sua incidéncia estimada seja de 1/30.000 nascidos vivos,
muitos pacientes permanecem sem diagndstico pela dificuldade de suspeicio e confirmagao
laboratorial dessa doenca. Este estudo tem como objetivo a caracterizacdo clinica e
molecular de 14 casos de acidiria glutdrica tipo I, seguidos em institui¢cdes brasileiras.
Foram incluidos pacientes que apresentavam quadro clinico sugestivo de AGI e
positividade do exame de espectrometria de massa de 4cidos organicos urindrios e/ou
exame de neuroimagem compativel com esse diagndstico. Para cada paciente foi
preenchido o protocolo padronizado de avaliagdo clinica e obtido o consentimento
informado dos responsdveis e em 13, realizado a coleta de sangue para andlise molecular.
Foram utilizadas as técnicas de SSCP para triagem de mutag¢des nos 11 éxons e o posterior
seqiienciamento automdtico do DNA para caracterizacdo da mutacdo. As 13 amostras
apresentaram diferentes padroes de migracdo no gel de eletroforese através da técnica de
SSCP, sendo confirmado, através do seqiienciamento automdtico dos éxons alterados, a
presenca de nove diferentes mutagdes, duas delas ndo reportadas previamente,

caracterizando a heterogeneidade molecular em nossa amostra.
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ABSTRACT




Glutaric Aciduria I (GA I), is an autossomic recessive inborn error of metabolism due to
mutations in the glutaryl-CoA dehydrogenase(GCDH) gene. The glutaryl-CoA
desidrogenase deficiency causes neurological impairment with dystonic postures, with

extremely varied beginning and evolution.

Although the estimated incidence is 1/30.000 newborns, many patients are not diagnosed
due to the difficulties in suspecting and confirming this disease. This study aims the clinical
and molecular characterization of 14 suspected cases of AGI followed in Brazilian
institutions. Patients presenting suggestive clinical picture were included if organic acids
mass spectrometry was positive or a brain scan showed compatible images. Blood samples
were obtained after applying a standardized clinical evaluation protocol and the informed
consent was signed by parents of 13 patients. Mutation screening with SSCP for 11 exons
and automatic DNA sequencer were used to detect and characterize mutations. The 13
samples showed different migration patterns in SSCP electrophoresis gel and nine different
mutations were confirmed by automatic sequencing, two of them previously unreported,

characterizing the molecular heterogeneity of our sample group.

Abstract
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INTRODUCAO




A aciduria glutdrica tipo I (AG I) McKUSICK 231670), € um erro inato do
metabolismo (EIM), decorrente da deficiéncia da enzima glutaril-coenzima A (CoA)-
desidrogenase (GCDH), que atua no catabolismo dos aminodcidos triptofano, lisina e

hidroxi-lisina.

Esse bloqueio metabdlico leva ao acimulo de glutaril-CoA e glutaconil-CoA
nas mitocondrias, que sdo as organelas responsdveis pela producio de energia das células.
Os 4cidos glutdrico, 3 hidroxi-glutiarico e glutaconico, além de glutaril-carnitina sdo
encontrados em altos niveis nos tecidos corporais, e sdo excretados pela urina
(HOFFMANN 2000), ocasionando deple¢dao secundéria de carnitina (HOFFMANN et al.
1991 e 1995).

INCIDENCIA:

Ha poucos estudos disponiveis sobre a incidéncia da acidiria glutdrica tipo I, o
que poderia ser explicado por normalmente ndo ser incluida nos programas de triagem
neonatal, na maioria das vezes ndo ser cogitada como hipdtese diagndstica, e pela
dificuldade de se realizar os exames para sua confirmacdo, que ndo estdo disponiveis na

maioria dos grandes centros.

A incidéncia da aciduria glutdrica tipo I foi estimada por GREENBERG
et al.(1994) em 1 caso a cada 40.000 habitantes. Entre 1975 e 2000, BJUGSTAD,
GOODMAN E FREED (2000), analisaram relatos de 115 casos e estimaram sua incidéncia
na Suécia como sendo semelhante a da fenilcetonuria, de 1 a cada 30.000 nascidos vivos. A
mesma incidéncia tem sido observada em resultados preliminares de um programa de
triagem neonatal para organoacidopatias nos Estados Unidos. Em programas similares na

Alemanha, no entanto, a incidéncia parece ser um pouco menor. (HOFFMANN, 2000)

E especialmente comum em indios Saulteaux e Ojibway no Canad4, e entre os

individuos da antiga ordem Amish em Lancaster, Pensilvénia.

MORTON et al.(1991) publicaram um estudo dos 14 casos referidos, na
populacio Amish na provincia de Lancaster, Pensilvania, estimando a freqiiéncia de
heterozigotos em 10%. GREENBERG et al (2002) realizaram durante trés anos, triagem

neonatal através da andlise do DNA para acidiria glutdrica tipo I em criancas nascidas em
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Manitoba e regido noroeste de Ontério, no Canadd, devido ao alto risco da doenga nessa
populacdo. Foram triadas 1.176 criancas, sendo detectadas 69 heterozigotos e quatro
doentes, com as freqii€ncias estimadas de heterozigotos de 1 em 17, e doentes de 1 em 235

nascidos vivos.

No Brasil, no servico de referéncia em doencgas metabdlicas do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre foram diagnosticados 13 casos de aciddria glutarica tipo I, desde

sua implanta¢do em 1990.

HISTORICO

Em 1974, GOODMAN et al. descreveram dois irmaos, um menino € uma
menina, que apresentavam doenca neuro-degenerativa, de inicio por volta dos seis meses de
vida caracterizada por opistétono, distonia e postura atetdide, com excre¢do urindria de
glutarato e que apresentavam acidemia. Logo no ano seguinte, GOODMAN et al. (1975)
publicaram que, a excrecdo de glutarato urindrio aumentava com a administracdo oral de
L-lisina, a qual é metabolizada em glutaril-CoA, e diminuia na vigéncia de dieta
hipoproteica. Demonstraram também em leucdcitos, que o glutaril-CoA radioativo ndo era
metabolizado adequadamente, o que seria compativel com a deficiéncia da enzima

glutaril-CoA desidrogenase.

BRANDT et al. (1978) descreveram uma menina de 10 anos com paralisia
cerebral distonica progressiva, com grande quantidade de dcido glutérico na urina. De uma
revisdo deste e mais 4 casos publicados anteriormente (2 deles por GOODMAN et al. em
1975, e 2 deles por GREGERSEN et al. em 1977), os autores concluiram que alteracdes no
metabolismo de 4cidos orginicos devem ser suspeitadas em casos de paralisia cerebral
distonica. No caso descrito por BRANDT et al. (1978), também foram observadas elevacio
moderada nos niveis de glicina sérica e deficiéncia na metabolizacdo do glutaril-CoA pelos

leucdcitos lisados em relagdo aos controles normais.

MORTON et al. (1991) chamaram a atencdo para a grande variabilidade clinica
da aciduria glutdrica tipo I, seus pacientes apresentavam desde encefalopatia aguda e morte
subita, até paralisia cerebral extrapiramidal estdtica. Sua casuistica incluia 14 criancas de

uma comunidade Amish em Lancaster, Pensilvania, um isolado genético descendente de
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um pequeno nimero de familias suicas que emigraram para regido de Lancaster entre 1727
e 1770, na qual foi estimada a freqiiéncia de heterozigotos em 10%. A principal hipétese
para essa alta freqii€éncia € que tenha sido decorrente de um efeito fundador, com o casal
John Lapp e sua esposa, que haviam imigrado aos Estados Unidos por volta de 1730, como

antepassados comuns a todos, exceto a mae de um dos pacientes descritos.

O gene GCDH foi mapeado por GREENBERG et al. (1994) na regido 19p13.2,
através de técnica de FISH (hibridizacdo in situ por fluorescéncia). GOODMAN et al.
(1998) e BIERY et al.(1996) estimaram que ele teria 11 éxons e 10 introns, com um
tamanho total de 7 Kb. O produto génico € um polipeptideo de 438 aminodcidos, sendo que
os 44 residuos amino-terminais sdo removidos apds a incorporagdo da proteina para a

mitocOndria.

Até o momento, foram descritas cerca de 100 muta¢des que levam a acidiria

glutérica tipo I e 5 mutagdes neutras.

CHRISTENSEN em 1994 publicou sua experiéncia com bidpsia do vilo

coridnico realizadas em 16 gestacdes, tendo encontrado quatro fetos afetados.

QUADRO CLINICO:

Quando em 1991, HOFFMANN et al. chamaram a AG I de encefalopatia
distinta, ele se referia ao conjunto de fatores ndo usuais que a caracterizavam. Se por um
lado a macrocefalia estd presente em cerca de 60% dos pacientes, o que é considerado um
importante fator para o diagndstico precoce, a doenga ndo cursa com alteracdoes metabdlicas
significativas, dificultando a oportunidade de associacdo de seu quadro clinico com erros
inatos do metabolismo (EIM), e conseqiientemente atrasando e dificultando seu
diagnéstico.

Nesta mesma publicacdo, referiu que o quadro clinico da AG I pode se

manifestar de duas maneiras:

e inicio insidioso com atraso no desenvolvimento notado logo nos primeiros

meses de vida, com progressdo para hipotonia, distonia e discinesia;
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e crise encefalopética entre 6 e 18 meses de vida, com quadro de sonoléncia e
coma acompanhado ou nao de convulsdes, seguido, se o paciente sobreviver,

por quadro seqiielar distonico-discinético.

O quadro clinico da AG I mimetiza, a evolugdo seqiielar de uma encefalopatia
infecciosa, ou mesmo uma encefalopatia cronica, como o paciente relatado por
STUTCHFIELD et al. em 1985, que permaneceu por muito tempo com o diagndstico de
sindrome de Leigh e paralisia cerebral. A AG I pode também deixar de ser detectada em
populagdes de criangas e adultos com diagnéstico de paralisia cerebral e/ou retardamento

mental, conforme foi referido por KYLLERMAN em 1994.

Em 1995, HOFFMAN et al. apresentaram as caracteristicas clinicas de 21
pacientes, e afirmaram que nas duas formas clinicas, a inteligéncia da crianga permanece
normal, com uma marcada discrepancia entre o acometimento motor grave e as fungdes
intelectuais quase intactas. Observaram ainda que as criancas que haviam iniciado o quadro
clinico mais precocemente apresentavam maior probabilidade de comprometimento mental.
Esses autores também chamam a atencdo para a identificagdo da doenca, a partir de um
quadro clinico tipico de uma crianca que apresente sindrome distonica-discinética, sendo
aparentemente alerta e com suas fungdes intelectuais preservadas, associado a

proeminéncia da regido frontal.

Sem o tratamento, novas crises encefalopdticas podem advir, com deterioragdo
motora progressiva, atrofia cerebral generalizada, mais importante nos lobos frontal e

temporal, e em muitos casos evoluindo para o 6bito.

HOFFMANN et al. ainda citam nessa mesma publicacdo que apesar de toda
gravidade do quadro descrito, existe uma grande variabilidade fenotipica, ja tendo sido

detectados pelo menos dois adultos homozigotos assintométicos.

A primeira publicagdo que mostrou a discordancia fenotipica entre irmaos foi
em 1977, quando GREGERSEN et al. publicaram esse achado na forma de relato de caso.

Desde entdo diversos autores vém observando e evidenciando essa heterogeneidade.

AMIR et al.(1987) descreveram dois pares de irmdos com a doenga, que
apresentavam atrofia fronto-temporal na tomografia computadorizada. Nas duas familias,

um dos irmaos era clinicamente assintomatico.
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ANIKSTER et al.(1996) relataram que em cinco das familias descritas em sua
publicagdo, foi identificada a doenga em pelo menos um dos irmdos do caso indice, sendo
portador assintomdtico ou apresentando uma forma mais leve da doenca, ou mesmo com
diagnéstico equivocado de alteragdo nio determinada geneticamente.

RENNER et al.(1997) relataram um par de irm@os, com o menino apresentando
a crise encefalopdtica aos sete meses, com seqiiela de distonia grave, e sua irma
aparentemente normal aos quatro anos e cinco meses, com exames laboratoriais
compativeis com a doenca, inclusive com ensaio em fibroblastos mostrando atividade
enzimdtica ausente. Apesar de sua avaliagdo neuroldgica estar normal, o teste de avaliacao
de Kaufman, estimando seu QI (quociente intelectual) em 90 a 110, associado a discreta
deficiéncia de atencdo. Sua avaliagdo de neuro-imagem, no entanto, mostrou-se tipica da
doencga, com hipoplasia temporal e cistos aracndides temporo-polares bilaterais. Seus

nucleos basais permaneciam intactos.

A histéria natural da AG-I entre a populagdo Amish da provincia de Lancaster,
e em particular, a extrema variabilidade clinica na histéria natural da doenca entre irmaos,
ilustra bem sua diversidade e complexidade, conforme descrito por MORTON et al. em

1991.

Os achados neuro-radiolégicos tipicos contribuem sobremaneira para a
investigacdo diagndstica, tendo um papel importante inclusive nos casos pré-sintométicos.
MANDEL et al.(1991) citam como achados usuais a atrofia fronto-temporal e alteracdo de
nicleos da base, além de uma atenuacdo difusa da substincia branca. Um dos 11 pacientes
descritos por HOFFMANN efr al. em 1991, ji ao nascimento, apresentava atrofia
fronto-temporal e atraso na mielinizagdo.

HOFFMANN et al.(1994) se referem a GA I, e a algumas outras altera¢des dos
dcidos organicos como doengas organicas cerebrais, para enfatizar esse dado de grande
importancia na sua suspeicdo, e pelo fato da AG I ser uma doenga metabdlica na maioria
das vezes silente quanto as manifestagdes metabolicas sist€émicas como cetose, acidose
metabolica, hipoglicemia e hiperamonemia.

Concluem ainda que nessas doengas, s6 se obtém o diagndstico através de
exames especificos que habitualmente ndo constam da maioria dos “exames de triagem”

solicitados quando se hd a suspeita de alteracdes metabdlicas, e, que, perigosamente,
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satisfazem a investigacdo. Assim esses casos teriam seu diagnostico perdido naquele
momento, ficando sem diagndstico ou sendo diagnosticados tardiamente, quando o

tratamento ja ndo surte o mesmo efeito.

De acordo com HOFFMANN et al.(1995), os achados clinicos e a evolugdo
natural da doenca consistem basicamente em macrocefalia a0 nascimento ou se iniciando
na lactancia, discinesia, distonia, hipotonia, tetraplegia, suores nas maos e segmento
cefdlico, crises de hiperpirexia, todas de inicio insidioso, ou seguindo uma crise
encefalopdtica. Nos episddios agudos ainda podemos encontrar mais raramente, acidose,
hipoglicemia, cetonemia e cetonuria, hiperamonemia e alteragdo hepatocelular discreta. Os
estudos de rotina do liquido cefalorraquidiano sdo normais, mesmo nos periodos de

descompensa¢do metabdlica.

MANDEL et al.(1991) ressaltaram que muitas vezes, mesmo antes da crise
encefalopdtica, as criancas afetadas podem apresentar discretos e inespecificos sintomas
neuroldgicos tais como hipotonia, irritabilidade e nervosismo. Mas em alguns desses casos
descritos, mesmo com exames de neuro-imagem apresentando sinais de atraso na
mielinizacdo e atrofia fronto-temporal, houve atraso na investigagdo metabdlica que seria

essencial para o diagndstico.

Quanto a macrocrania, citada freqiientemente em publicagcdes recentes, deve se
levar em conta que perde seu valor preditivo quando a atrofia cerebral é substancial, pois
nesses casos, a circunferéncia cefalica apresenta niveis normais, o que pode explicar porque
este achado ndo foi regularmente relatado nas primeiras publicacdes, que em sua maioria
tinham o diagnéstico tardio. Dos pacientes descritos por HOFFMANN et al. em 1995, 43%

apresentavam macrocefalia ao nascimento e 67% na infancia.

KYLLERMAN, em 1994 referiu que de seus 12 pacientes, que compreendiam
todos os casos da Suécia e Noruega, apenas 3 apresentavam macrocefalia na infancia

(2 deles faleceram antes desse periodo).

STRAUSS et al.(2003a) publicaram a histéria natural da AG I, com base nos 77
casos seguidos na Clinic for Special Children, em Strasburg, Pensilvdania chamando a

aten¢do para as complicacdes advindas da distonia, que podem ser observadas em pacientes
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com diagndstico tardio, € podem constituir o quadro clinico e neuroldgico do paciente

encaminhado tardiamente ao servigo, conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1-Complicagdes Cronicas da Distonia em pacientes com AG I modificada de

STRAUSS et al.(2003a)

Nutricio e Metabolismo Hipertermia intermitente
Distdrbios da mastigagdo e degluticio
Pele e Denticao Ulceras de deciibito
Dentes mal-cuidados, aumento da viruléncia de organismos aspirados
Aparelho Esquelético Luxacao e dor
Escoliose e deformidades torécicas
Deformidades de ossos longos e fraturas
Osteoporose por desuso
Vias Aéreas Reflexos defensivos da via aérea prejudicados
Distonia e estridor laringeo
Pneumonia aspirativa
Distonia da parede tordcica prejudicando os mecanismos respiratorios
Desenvolvimento Articulacdo da fala, escrita e linguagem expressiva prejudicados
Acesso inadequado a servicos educacionais

Dependéncia absoluta de ajuda para atividades de vida didria.

BJUGSTAD, GOODMAN E FREED, em 2000, fizeram uma coletinea de 42
artigos previamente publicados, no intuito de identificar varidveis que poderiam ser
correlacionadas a gravidade dos déficits motores e ao progndstico evolutivo, uma vez que
os marcadores bioquimicos e moleculares ndo possuiam, em sua opinido, valor preditivo
significativo.

A partir desses 115 pacientes descritos, os autores tracaram um panorama mais

abrangente da histéria natural da doenga.

Observaram que quanto mais precoce a idade na qual se iniciam 0s primeiros
sintomas motores, mais grave seria 0 acometimento neuroldgico e a evolugao clinica, e que
o inicio dos sintomas entre seis € nove meses € mais freqiientemente associado com doenga

progressiva e morte. Nos pacientes que apresentam a forma insidiosa da doenga, de inicio
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nos seis primeiros meses de vida, o risco de deterioracdo e morte do paciente € de apenas
4%, enquanto o inicio dos sintomas entre seis € nove meses tem uma probabilidade maior
de progndstico ruim, sendo observado 28% de morte subseqiiente. Em pacientes com inicio

apos 9 meses de idade, esse risco decresce para apenas 6%.

Relatam ainda que em pacientes com sintomas apds a crise encefalopdtica, a

gravidade ndo estd relacionada a idade de aparecimento.

Esse mesmo aspecto foi relatado por BUSQUETS et al em 2000, que
observaram que 91% dos pacientes que tiveram crise encefalopdtica apresentavam feno6tipo
grave, reforcando a necessidade de prevencdo de novas crises para se evitar maior

deterioracao.

STRAUSS et al. em 2003 a, referem que criancas com diagndstico e tratamento
precoce, onde ndo ocorreu a lesdo nos nucleos basais, apresentam freqiientemente a queixa
de fadiga e intolerancia a exercicio, além de episodios de hipoglicemia, apesar de o
seguimento clinico indicar que os pacientes estariam com dieta equilibrada e eram

saudaveis.

Um paciente com inicio da doenga em idade adulta foi reportado por BAHR
et al. em 2002. Sua queixa principal era cefaléia hd quatro meses, sendo observado, ao
exame fisico, nistagmo horizontal discreto, lenta diminuicdo da movimenta¢do motora fina
da mao esquerda, além de reflexos osteo-tendineos hiper-reativos. Considerando suas
anormalidades bioquimicas compativeis, e o estudo molecular do gene GCDH que
identificou duas mutacdes em heterozigose, os autores reforcam as evidéncias, de que

existam outros fatores genéticos ou ambientais que modulam o curso natural da doenga.

BIOQUIMICA

Em pacientes afetados pela aciduria glutdrica tipo I, a enzima glutaril-CoA
desidrogenase ndo € produzida, ou nio funciona adequadamente. O bloqueio metabdlico
leva ao actimulo de glutaril-CoA e glutaconil-CoA nas mitocondrias. Seus metabdlitos
como os dcidos glutdrico, 3-OH glutédrico (3-HGA), e glutaconico atingem altos niveis nos
tecidos corporais, sendo excretados pela urina. (HOFFMANN 2000) (Figural). Essa via

metabdlica se encerra no ciclo do é4cido tri-carboxilico, que € um sistema ciclico de reagcdes
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enzimdticas para oxidacdo de residuos acetil até CO2, onde a formagdo de citrato é a 1*

etapa. (GOODMAN E FRERMAN, 1997)

Conforme observado por STRAUSS et al. em 2003, os metabdlitos patologicos
como o 4cido glutdrico e 3-HGA podem ser detectados no sangue e urina conjugados a
carnitina e glicina. A formac¢do intra-mitocondrial de glutaril-carnitina e sua subseqiiente

excre¢do através da urina e bile depleta a carnitina corporal. (tabela 3)

HOFFMANN em 2000, também observou que a glutaril-carnitina é um
marcador especifico para a aciddria glutdrica tipo I, podendo ser detectada através de
técnicas de espectrometria de massa FAB (FAB-MS), ou espectrometria de massa em
tandem (Tandem-MS). A andlise de acil-carnitinas em papel filtro por essas técnicas é

atualmente usada em alguns paises para triagem neonatal.
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Figura 1-Via metabdlica em que atua a enzima glutaril-CoA desidrogenase.
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Conforme GOODMAN E FRERMAN em 1997, o perfil bioquimico da AG I na
cromatografia de dcidos organicos apresenta, classicamente, grandes quantidades de acido
glutdrico (mais de 22 mg/mg de creatinina, sendo a excrecdo normal de menos de 15
microgramas/ mg de creatinina), aumento mais discreto de 4cido 3 hidroxi-glutarico (mais
de 0,7 mg/ mg de creatinina), e ocasionalmente a presenca de 4dcido glutacdnico, que pode
ser mais proeminente, excedendo inclusive a do 4cido 3 hidroxi-glutarico (3-HGA), em
vigéncia de cetose. O diagndstico bioquimico € inicialmente feito com base no aumento de
acido glutdrico e 3-HGA na urina e posteriormente confirmado pela deficiéncia de
glutaril-CoA desidrogenase em cultura de leucdcitos e/ou fibroblastos, ou pela andlise
molecular. Pode-se, no entanto, firmar o diagnéstico somente com base na cromatografia de
dcidos organicos, se esta apresentar aumento significativo de 3-HGA, uma vez que essa

substancia ndo é encontrada em nenhum outro EIM.

A andlise dos 4cidos orgénicos urindrios em alguns pacientes pode ser normal,
ou mostrar somente discreto aumento. O exame de atividade enzimdtica e/ou a andlise
molecular devem ser realizados quando houver forte suspeita da doenca, com base em
parametros clinicos e/ou neuro-radioldgicos, a despeito do resultado normal de repetidas

cromatografias, conforme recomenda MERINERO et al.(1995) e KYLLERMANN (1994).

Os valores do 4cido glutdrico sdo altamente varidveis de acordo com o estado
clinico do paciente, se comparado com os valores do 3HGA, o que valoriza ainda mais seu
achado nos exames. O HGA ¢, portanto, especifico para essa doenca e em alguns casos, o
Unico metabdlito identificado, no entanto, pode também estar presente em pequenas

quantidades em individuos normais.

BUSQUETS et al. em trabalho publicado em 2000, observou em seus
pacientes, o que chamou de aparente discrepancia da AG I: O fendtipo grave ser mais

freqlientemente associado com a alterac@o bioquimica mais leve.

Nos intervalos das descompensag¢des metabdlicas, os dcidos orginicos urinérios
podem estar normais ou apenas discretamente alterados, o que, considerando a dificuldade
do acesso ao exame de espectrometria de massa de acidos organicos reforga a hipétese de

subdiagndstico (tabela 2).
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Conforme descrito por GOODMAN et al. (1977), a cromatografia de
aminodcidos no sangue e urina € usualmente normal, no entanto, durante episodios agudos
de desequilibrio, o 4cido 2-aminoadipico pode estar elevado, podendo ocorrer ainda
aminoaciddria generalizada, com picos especialmente elevados de glutamina, &cido
glutamico, 4dcido 2-aminoadipico e sacaropina. No entanto, como essa alteracdo pode
ocorrer também em pacientes com sindrome de Reye, ndo se pode considerd-la como
critério diagndstico.

STRAUSS et al. em 2003, observaram que neonatos Amish, com AG I,
apresentam tipicamente na espectrometria de massa de 4cidos organicos urindria, grandes
elevacdes de 4cido glutdrico, moderada de dcido adipico e em menor quantidade de dcido
glutaconico e 3 OH-glutarico (HGA), podendo ainda haver elevagdo do acido lactico em

criancas sob stress fisioldgico significativo.

Tabela 2-Valores laboratoriais encontrados em pacientes com Aciduria Glutérica Tipo 1, de

acordo com STRAUSS (2003a)

METABOLITOS PACIENTES CONTROLES
URINA Acido glutarico 3-3500 0 - 45 umol/kg/dia
pmol/mmolCr Acido 3-oh-glutdrico 0,2 - 305 Tragos
Razio HGA / GA 0,07 - 5,14 N/A
SANGUE Acido glutérico 0-6 <1
pmol/mmolCr Acido 3-oh-glutérico 0,01-0,1 Indetectavel
Razio HGA / GA 0,01 -1,72 N/A
Média de Excrecio Acido glutirico 0,3 - 4000 N/A
diaria Acido 3-oh-glutérico 0,1-33 N/A

pmol/Kg / dia

Cr, creatinina; N/A nao se aplica

STRAUSS et al., evidenciaram em seus pacientes 3 padrOes temporais em

relacdo aos resultados de exames laboratoriais:

1. A maioria das criancas Amish excretam grandes quantidades de d4cido

glutdrico ao nascimento, que declina para niveis normais no primeiro ano de
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vida, com uma diminui¢do quantitativamente mais discreta do dcido 3 OH

glutérico.

2. O restante dos pacientes Amish continua a excretar grandes quantidades de

4cido glutérico por toda infancia.

3. As criangas ndo Amish seguidas em seu servigo, apresentam valores de
4cido glutarico normais ao nascimento, e 3HGA discretamente elevado, com

uma razdo HGA/AG no plasma e urina sempre excedendo 1.

Conforme observado por STRAUSS et al. em 2003, o dano estriatal pode estar
associado a qualquer desses padrdes de excrec¢do e ndo coincide sempre com a elevacdo dos
dcidos organicos.

Tabela 3-Dosagens de Glutaril-carnitina, Carnitina total e Acil-carnitinas em soro de pacientes

com Aciduria Glutarica Tipo I de acordo com STRAUSS 2003a

METABOLITOS PACIENTES CONTROLES
RECEM-NASCIDOS Glutaril-carnitina 0,3 - 0,7 umol/l Indetectdvel

Carnitina total 18 pmol/l 15 - 300 pmol/1

Acil-carnitinas 11 pmol/l 5 - 60 umol/l
APOS Glutaril-carnitina 0,5 - 0,9 umol/1 Indetectdvel
SUPLEMENTACAO DE Carnitina total 40 - 60 pmol/l 25 - 125 pmol/l
CARNITINA Acil-carnitinas 10 - 20 pmol/l 5 - 20 pmol/l

O processo de conjugacdo da carnitina com o dcido glutdrico, se inicia
intra-utero, o que € evidenciado pelos baixos niveis de carnitina encontrados nos recém-
nascidos com AG tipo I observado por STRAUSS et al. em 2003a, sendo a base para o
teste de triagem neonatal publicado por NAYLOR E CHACE em 1999, que detecta

glutaril-carnitina por espectrometria de massa no periodo neonatal.

A realizagdo dos ensaios enzimdticos apesar de sua importancia para a
confirmagdo do diagndstico, ndo tem mostrado correlacdo clinica satisfatoria.
MIHLHAUSEN et al. em 2003, observaram uma crianga com fenétipo grave, apesar de
apresentar atividade residual da GCDH. Isso refor¢a a hipdtese de que ndo existe uma
correlacdo gendtipo-fendtipo precisa. Neste caso, de diagndstico tardio, apds a crise

encefalopdtica, os autores puderam recuperar o papel filtro no qual havia sido realizada a

Introducédo

49



triagem neonatal usual. Apesar do tempo transcorrido entre a coleta e o exame,

conseguiu-se observar nessa amostra, um aumento da glutaril-carnitina.

PATOGENESE

MORTON et al.(1991) descreveram 3 irmdos, que tiveram cursos clinicos
muito diferentes, e justifica esse achado possivelmente porque tiveram sua crise aguda em
diferentes idades. Afirma ainda que os cursos clinicos individualizados da doenca nas
criangas Amish indicam que o dano neurolégico é fundamentalmente causado por uma
intoxicacdo episddica do cérebro pelo dcido glutirico ou seus metabdlitos durante um
estagio precoce e susceptivel do desenvolvimento cerebral, ndo ocorrendo em periodos

mais tardios.

O primeiro caso autopsiado, foi curiosamente, um dos pacientes oriundos da
descricao original de GOODMAN em 1974, e apresentava alteragdes cronicas e agudas no
putamem e nucleo caudato conforme descricio de CHOW et al.(1987). SOFFER et al.
(1992) acrescentaram como achados freqiientes na doenca a degeneracdo estriatal e a
mielinopatia esponjosa.

STRAUSS et al. em 2003b, observaram que o dano estriatal pode estar
associado a padrdes de excrecdo diversos, e nem sempre coincide com a elevagdo da

excre¢do dos dcidos organicos.

O grau de deficiéncia da GCDH ndo apresenta correlagdo com a severidade dos
sintomas, o que sugere que os fatores ambientais possuem importante papel na patogénese
da doenga, devendo ser levados em conta o acometimento por doengas intercorrentes, € a
dieta com aporte protéico. Isso € reforcado pelo aparente sucesso no tratamento de
pacientes pré-sintomdticos, ou pela melhora clinica evidente em pacientes no inicio da
doenca conforme descrito por GREENBERG et al.(2002), e a melhora relativa apés dano
estriatal conforme descrito por BENETT et al.(1986).

Em trabalho publicado em 2003 com a histéria natural de 77 casos de GA I,
STRAUSS et al. (2003a) observaram que, o tratamento nutricional e farmacolégico diminui

a incidéncia de insulto estriatal nos pacientes identificados prospectivamente, de 90 para 35
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%. A patogénese da AG I foi muito estudada e descrita por esse autor e, apresentamos suas

conclusdes resumidamente a seguir.

Para compreensdo do processo degenerativo na GA I, STRAUSS er al.(2003b)
referiram obstaculos conceituais quando se tenta aplicar observacdes in vitro no tratamento
dos pacientes, e que ndo existia modelo in vivo adequado para experimentos. Em 2002,
KOELLER et al., desenvolveram um camundongo com a mutacdo no gene GCDH, foi
observado no entanto, que o modelo € resistente a lesdo estriatal mesmo sob stress
fisiol6gico extremo, ndo contribuindo para a elucidagdo da patofisiologia da doenga
humana.

Nessa mesma publicagdo em 2003b, STRAUSS confrontou a natureza da
necrose estriatal aguda com as lesdes similares que ocorrem em criancas apds eventos
hipéxico-isquémicos ou intoxica¢do com dcido 3-nitro propionico (NPA).

Essas condi¢Oes degenerativas apresentam algumas caracteristicas em comum:

¢ O insulto ocorre abruptamente;

e O nicleo estriato é preferencialmente afetado;

e Os achados neuro-radiolégicos sdo idénticos;

e A suscetibilidade ocorre em fun¢do da idade, pois se observa que o processo
de maturacdo do cérebro, mais do que a imaturidade per se, parece conferir a

vulnerabilidade.

STRAUSS sugeriu ainda, um modelo de lesdo estriatal que considera as
observacdes in vitro, levando em conta as organizacdes histolégicas do cérebro, as
interacOes entre neurdnios e astrocitos, os padroes de maturacdo do estriato nos 3 primeiros
anos de vida, as influéncias potenciais do padrao genético, e do stress ambiental.

Muitas das suas consideracdoes foram especulativas, no entanto, formam
atualmente a base do protocolo terapéutico da “Clinic for Special Children”, centro de
referéncia para EIM na provincia de Lancaster, conforme foi descrito por STRAUSS em

2003 a.
Nas acidemias organicas, a concentracdo plasmatica de d4cidos organicos,
tipicamente aumenta com a associacdo com o catabolismo protéico que acompanha os

processos infecciosos. No entanto, de acordo com o observado por STRAUSS et al. em
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2003a, na AG I, os pacientes podem desenvolver uma necrose estriatal grave, mesmo na
auséncia de elevacdo significativa da concentragdo dos dcidos organicos. Nessas
circunstincias, um aumento na dindmica da permeabilidade para-celular da barreira
hemato-encefalica sob controle dos mediadores como a histamina, fator de necrose tumoral
(FNT), interleucinas, leucotrienos, bradicinina e oxido nitrico, poderiam alterar a

biodistribui¢do dos agentes toxicos e precipitar uma crise.

Em experiéncias com animais, uma abertura transitéria da barreira
hemato-encefdlica pode ocorrer, quando em vigéncia de desidratacdo, elevacdo de
citoquinas locais, produgdo cérebro-vascular de O6xido nitrico, enterocolites, infusdo
intracarotidea de histamina, lesdo endotelial, e outras causas de stress fisiolégico. Em

humanos, alteracdes na barreira hemato-encefédlica podem ocorrer devido a encefalopatias.

STRAUSS et al.(2003b), comentam ainda que a fisiopatologia da necrose
estriatal decorrente de isquemia vascular, intoxicacdo por NPA e AG I, apresenta em
comum uma diminui¢do abrupta da fosfocreatina intracelular, seguida por uma lenta
diminuicdo de ATP (adenosina trifosfato). A atividade neuronal € inicialmente aumentada.
Devido as repetidas despolarizacdes, as células acumulam sédio, célcio, dgua e lactato,
perdendo potéssio e glutationa. O fluido extracelular torna-se entdo 4cido, pelo acimulo de

potdssio, glutamato e cisteina.

A barreira hemato-encefdlica fica inativa alguns minutos apds a isquemia
vascular ou a dose de NPA, e o edema das células endoteliais e astrécitos precedem as
alteracOes neuronais. As alteragdes estruturais observadas na barreira sdo a translucéncia do
citoplasma, a quebra do cito-esqueleto, o edema mitocondrial e a formagdo de vesiculas de
picnocitose. O edema endotelial e das células gliais estreita o limem dos capilares, e
micro-trombos plaquetarios restringem a perfusdo tecidual. Nesse momento, o stress
oxidativo e a produgdo de citocinas locais perpetuam a resposta inflamatéria local durante e

apds o insulto metabdlico.

STRAUSS et al. observaram ainda que o metabdlito circulante na AG I, que
pode mimetizar os efeitos da lesdo estriatal pela NPA, é o dcido 3-OH glutdrico (3-HGA),
que € elevado em todos pacientes portadores da AG I, possui excre¢dao pouco varidvel, e é o

unico metabdlito a causar neuro-toxicidade in vitro.
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In vitro, o edema neuronal e necrose local, formado pelo 3-HGA pode ser
prevenido pela presenga da superoxido-dismutase e drogas ou anticorpos que bloqueiam os
canais cationicos. Enquanto 3-HGA e 4cido glutédrico inibem o complexo II in vitro, apenas
0o HGA consegue simultaneamente deprimir a atividade do complexo V, e causar lise

celular.

A geometria dos vasos sangiiineos e os padrdes de fluxo no nicleo estriato
podem contribuir para o risco isquémico. No entanto, a vulnerabilidade é sem ddvida
relacionada as alteragdes na transmissao sindptica que ocorre nesta regiio nos primeiros 2 a

3 anos de idade.

No periodo que vai do nascimento até o 3° ano de vida, a necessidade de
glicose e oxigénio triplica, além disso, hd um aumento no fluxo sangiiineo na regido, por

ser uma fase em que hd um aumento nas sinapses funcionais.

Em 2000, NISHINO et al., observaram que uma das individualidades do
estriato € a massiva convergéncia de fibras glutaminérgicas e dopaminérgicas, provenientes
do neo-cortex e do tdlamo intralaminar. Glutamato € o mediador das transmissoes
sindpticas rdpidas, enquanto os receptores de dopamina sdao modulatérios, modificando
tanto os receptores pré-sinapticos, quanto alterando a intensidade das respostas

pOs-sinapticas.

A atividade funcional sindptica glutaminérgica € o principal determinante da
demanda de oxigénio pelo cérebro, Com isso, NISHINO et al. em 1997, e MASSIEU et al.
em 2001, observaram que modificando os sistemas glutaminérgicos e dopaminérgicos
pode-se alterar a extensdo da lesdo tecidual causada pelos inibidores mitocondriais. O uso
em animais experimentais de pequenas doses de inibidores do transporte do glutamato no
astrocito potencializou a lesdo estriatal provocada por NPA. E o volume do tecido lesado
por NPA pode ser significantemente reduzido pela de-aferentacdo estriato-nigral ou

administracdo de agonistas seletivos do receptor de dopamina.
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ACHADOS RADIOLOGICOS

LEIBEL et al.(1980) ¢ DUNGAR er al.(1984), descreveram o achado de

higromas subdurais em tomografias computadorizadas de cranio de pacientes com AG 1.

Em 1985, AICARDI et al. encontraram hipodensidade de substancia branca e
dilatacdo ventricular com alargamento do sulco cortical. AMIR et al.(1987), descreveram
como achados da doenga, a atrofia cortical difusa, alargamento das cisternas mesencefalicas
e cornos frontais, com perda do nicleo caudato. O tnico achado demonstrado nos quatro
pacientes descritos em sua publicacdo foi atrofia fronto-temporal manifestada pelo

alargamento das cisternas insulares.

MANDEL et al. (1991) observaram em um paciente, a presenga, na tomografia
computadorizada, de dilatacdo das cisternas insulares, regressdo dos lobos temporais,
dilatacdo tipo “asa de morcego” das fissuras Silvianas e hipodensidade dos ntcleos
lenticulares. Observaram também, que, algumas vezes, as alteracdes tomograficas poderiam
até preceder o inicio dos sintomas. No caso descrito nessa publicacdo, houve melhora na
atrofia temporal em tomografia de controle realizada 7 meses ap0s o inicio do tratamento, o
que coincidiu com a melhora clinica. Apesar da descricdo de um unico paciente, seu
levantamento dos achados radiolégicos dos casos descritos previamente, fez dessa
publicacd@o a primeira descri¢ao abrangente dos achados radiograficos da aciddria glutarica

tipo L.

No estudo comparativo publicado em 2000, BIUGSTAD, GOODMAN E
FREED. coletaram dados de 42 publicagdes prévias, abrangendo 115 pacientes com AG 1.
Seu intento foi, através de uma andlise retrospectiva, encontrar fatores preditivos para a
progressdo da doenga. Concluiram que o achado radiogréfico de atrofia de ganglios da base
e o alargamento do espago liqudrico sdo fatores preditivos de pobre progndstico dos
pacientes, € que, pacientes com anormalidades de substincia branca apresentavam maior

gravidade do déficit motor.

Esses autores relatam ainda a incidéncia das alteracOes radioldgicas, levando
em consideracdo a presenca de atrofia cortical, atrofia de ganglios basais, e mensuracdo dos
espacos liquoricos subaracnéideos, sulcos e ventriculos, além de qualquer alteracdo na

substancia branca, incluindo palidez, atenuacdo, desmieliniza¢do ou formacdo esponjosa.
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Na tabela abaixo (tabela 4), modificada da mesma publicagdo, estd a distribuicdo dos
achados radiolégicos observados que puderam ser averiguados, ou seja, que apresentavam
condi¢des de serem estimados através de descri¢do tomografica, ressondncia e/ou anatomia
patoldgica post-morten.

Tabela 4-Achados radioldgicos em pacientes com acidiria glutdrica tipo I de acordo

com Bjugstad, Goodman and Freed.(2000)

Alteracao radiologica Nimero Caracteristica %
de casos
Atrofia cortical 74 Ausente
Temporal ou frontal 9,2

Temporal e frontal

0,3
0,5
Atrofia de ganglios da base 75 Ausente
Caudato ou putamem 4,0
Caudato e putdmem
1,3
4,7
Alteracao dos espacos liquoricos 75 Ausente 18,7
1 drea afetada 48,0
2 areas afetadas 26,7
3 areas afetadas 6,7
Alterac¢io na substiancia branca 75 Ausente 44,0
Presente 56,0

N

No tocante a diferenciacdo da acidiria glutdrica de outras doencas
neurometabdlicas, KOHLSCHUTTER et al. (1994), sugeriu que se levasse em
consideracdo alguns achados neuro-radiolégicos e neurofisiolégicos:

A tomografia computadorizada (CT) de cranio, apesar de seu limitado valor no
diagnéstico das doencgas metabdlicas, € freqiientemente o melhor método para a avaliagio

inicial do paciente neuropedidtrico, particularmente em emergéncias como coma €
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convulsdes. A tomografia pode facilmente mostrar alteracdes leucodistroficas e
calcificacdes intracerebrais que podem ser importantes pistas para o diagndstico

metabdlico.

A ressonancia nuclear magnética (RNM) de cranio apresenta sensibilidade
superior, sendo uma das vantagens o bom contraste e defini¢do entre as substincias branca
e cinzenta. Isso permite a avaliacdo da maturacdo da substancia branca e deteccdo do atraso
da maturacdo que poderia ter causa metabdlica. Desmielinizacdo também ¢é facilmente
observada na ressondncia. Nas criancas muito pequenas, todos os exames de imagem
requerem um grande conhecimento dos processos de maturacio normais. O
reconhecimento das anormalidades da substincia branca nas criangas requer especial
atengdo uma vez que o contraste entre as substdncias branca e cinzenta ¢ fortemente
idade-dependente. De 0 a 6 meses, a substancia branca em T2 é mais clara que a cinzenta,

entre 8 e 12 meses, tem a mesma coloracio, sendo mais escura a partir dos 12 meses.

A correlagdo clinico-radioldgica no diagndstico da aciddria glutérica tipo I deve
levar em conta que, sinais neuro-radioldgicos tais como macrocefalia, alargamento da
fissura Sylviana e atrofia cortical frontal ou temporal podem se iniciar precocemente,
mesmo na auséncia de qualquer déficit motor. De acordo com as observacdes de AL-ESSA

et al. (1998), HOFFMANN et al. (1996), AMIR et al.(1987) e HOFFMANN et al. (1991Db).

A degeneracdo dos nucleos basais, especificamente o caudado e putamen, se
iniclam  concomitantemente as  restricdes motoras, conforme sugerido por

FLOTT-RAHMEL et al. (1997)

Nos pacientes nos quais, o quadro seqiielar se inicia repentinamente apds
doenca intercorrente, a degeneracio estriatal ocorre, quase que imediatamente apds, o inicio

da doenca. HOFFMANN et al. (1996)

Em pacientes com a doenca de progressdo insidiosa, a atrofia dos ntcleos
basais ocorre gradualmente, paralelamente aos déficits motores. HOFFMANN et al. (1996)

e SUPERTI-FURGA et al. (1997)
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Atraso na mielinizacdo, formacdo esponjosa e atenuagdo do sinal da substincia

branca podem ocorrer mesmo na auséncia de déficits motores. HOFFMANN et al. (1996)

Outras doengas neurometabdlicas devem ser levadas em consideracdo e
investigadas concomitantemente pela gama de doencas e sua ténue diferenciacio

radiolégica. O que pode ser evidenciado na publicagio de KOHLSCHUTTER et al. (1994).

A progressao dos sinais neuroldgicos e neuropatolégicos da acididria glutdrica
tipo I € altamente varidvel, mesmo em casos familiais, desse modo, frustrando um
prognéstico uniforme, mesmo com o advento do diagndstico molecular. Conforme
exemplificado em MORTON et al. (1991), SUPERTI-FURGA et al. (1997) e RENNER
et al. (1997).

DIAGNOSTICO:

A triagem neonatal da AG I pode ser realizada em servicos particulares no
Brasil, através do perfil de acil-carnitinas (espectrometria de massa em Tandem). No
entanto, como ndo estd incluida em programas populacionais de triagem neonatal, seu
diagnéstico deve ser feito a partir da suspeita clinica, que inclui anamnese e exame fisico

detalhado, avaliacdo neuroldgica e exames de neuro-imagem.

HOFFMANN em 2000 sumarizou que a glutaril-carnitina pode estar ausente
em pacientes que apresentem andlise de dcidos organicos urindrios normais. Niveis normais
de carnitina sérica em pacientes com sinais clinicos inespecificos deixam o diagndstico de
acidudria glutdrica improvdavel, a0 mesmo tempo, se seus niveis estiverem reduzidos, mesmo
na auséncia de alteracGes na andlise de 4cidos organicos urindrios, a AG I deve ser

investigada a nivel molecular e/ou enzimatico.

A progressdo da investigacdo deve ser realizada idealmente conforme o

fluxograma proposto por HOFFMANN em 2000. (Figura 1)

LEHNERT e colaboradores (1994) enfatizam que o primeiro passo para o
diagnéstico do EIM € sempre cogitd-lo, alertando-se frente a sinais e sintomas que podem

ser inespecificos e ndo usuais na anamnese.
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KYLLERMAN et al. (1994), analisando os casos diagnosticados na Suécia e
Noruega, afirmam ainda que a andlise de acidos organicos, através da espectrometria de
massa, deve ser realizada repetidas vezes, dada a alta taxa de resultados falso-negativos, e
compara a prevaléncia da acididria glutdrica com a da fenilcetondria devido ao nimero

elevado de casos que se estima ndo serem diagnosticados corretamente.

Assim, conforme ressaltado por WILSON (1999), deve-se estar atento na
anamnese para o antecedente de consangiiinidade parental, ocorréncia de doenca
metabdlica na irmandade ou outros familiares, involu¢gdo do desenvolvimento
neuropsicomotor, ou mesmo Obito de etiologia ndo satisfatoriamente esclarecida na

irmandade.
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SUSPEITA DE AG I

l

ACIDOS ORGANICOS URINARIOS

\ 4

NORMAL ACIDO GLUTARICO
ELEVADO
AUMENTO DE
l 3-HGA +
ACIDO GLUTARICO
l EXPLICACAO™ | QUTRAS CAUSAS ?
DEFINITIVA
QUADRO CLINICO
SEM BOA EXPLICACAO
NAO-ESPECIFICO MODERADAMENTE OU
FORTEMENTE SUGESTIVO
v v
CARNITINA TOTAL E LIVRE;
ACYLCARNITINAS (FAB-MS)
NORMAL BAIXA GLUTARIL-
l CARNITINA CARNITINA
QUADRO CLINICO QUADRO CLINICO
FORTEMENTE FORTEMENTE
SUGESTIVOS DE GA1? SUGESTIVOS DE GA1?
NAO %M N%O SIM
AG TOTAL E LIVRE + 3-HGA NA URINA
(ENSAIOS COM ISOTOPOS ESTAVEIS)
NORMAL EﬁEVADA
\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 \ 4
AGI ALTAMENTE IMPROVAVEL GCDH ANALISE MOLECULAR

Figura 2-Fluxograma diagnéstico proposto por HOFFMANN (2000)
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A 1identificacdo de heterozigotos sé é possivel através de andlise da atividade
enzimdtica e dos estudos moleculares, ndo sendo neles observada excre¢do de dacido
glutdrico urindrio mesmo apds dieta com sobrecarga de L-lisina, que permitisse a

identificacdo pela espectrometria de massa de dcidos organicos.

Ja em relag@o ao diagndstico pré-natal, em 1994, CHRISTENSEN publicou sua
experiéncia com bidpsia do vilo coridnico realizadas em 16 gestacdes, tendo encontrado

quatro fetos afetados.

De acordo com o preconizado pelas publicacdes de LEHNERT et al.(1994),
HOFFMANN et al. (1994), e pelas conclusdes de WILSON no Semindrio de Genética
Médica: Preventive Medicine for Genetic Disorders (1999), o extraordindrio progresso da
bioquimica e biologia molecular permite, em servicos com livre acesso a esses exames, um
diagndstico preciso que proporciona uma pronta assisténcia a crianga enferma minimizando
suas seqiielas neuroldgicas, além do aconselhamento genético de heterozigotos portadores,
diagndstico pré-natal e pré-implantacional.

Considerando-se a histéria natural e as multiplas apresentacdes clinicas da AG
I, sua patogénese, a possibilidade de se alterar o curso da doenca com o tratamento precoce
e a prevencdo de novos casos, que pode se dar através do aconselhamento genético,
SUPERTI-FURGA (2003) recomenda que seja implantada a triagem neonatal para a AG 1,
em sangue de papel filtro, através do perfil de acil-carnitinas, que abrange além da AG I,

outras organoacidopatias.

Conforme citado por STRAUSS er al. em 2003a, “Enquanto médicos e
familiares esperam pelo desenvolvimento de estratégias para reparar genes, criancas
continuam a sofrer com a acidudria glutdrica tipo I, e a patofisiologia da necrose estriatal
aguda permanece desconhecida. Sem o diagndstico precoce, 80 a 90% das criangas afetadas
vao a um servico de emergéncia entre 6 e 18 meses de vida com uma lesdo cerebral que vai
evoluir para uma deficiéncia permanente. O diagndstico durante a crise aguda neurolégica é
atrasada por multiplos fatores, incluindo a investigacdo das doencas pedidtricas mais
comuns, conceitos errados sobre a apresentacdo aguda das doencas metabdlicas,
controvérsias sobre triagem neonatal, investigacdes de maus tratos, e atrasos associados

com inter-consultas hospitalares e processamento dos testes laboratoriais”.
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TRATAMENTO

De acordo com LYON, ADAMS E KOLODNY (1996), o tratamento pode
evitar a crise encefalopdtica, além de diminuir a freqiiéncia e intensidade das crises de
descompensacdo metabdlica. Ele consiste basicamente em dieta com niveis controlados de
proteina (entre 1 e 2 gramas de proteina /kg), com restricio de lisina e triptofano,
suplementacdo de I-carnitina (100 mg/kg/dia), que € depletada na eliminacdo dos
metabdlitos e riboflavina (50 a 100mg/kg), que € a coenzima natural da glutaril-CoA

desidrogenase.

SOFFER et al. (1992) observou que os dcidos glutdrico, glutaconico e 3 HGA
inlbbem a enzima glutamato-descarboxilase neuronal. Observou também que as
concentracdes de GABA (4cido gama amino-butirico) e a préopria atividade da glutamato-
decarboxilase neuronal sdo baixas nos niicleos da base de pacientes com AG I em relacdo a
controles normais. A partir dessas informacdes, sugeriu que poderia haver melhora na
condicdo clinica com uso de agentes farmacoldgicos que aumentassem a concentragdo de
GABA no cérebro, como o baclofeno (Baclofen® ou Lioresal®), o que ainda nao foi

completamente provado.

STRAUSS et al., em 2003 a, publicou a histéria natural de 77 pacientes, e

expOs seu plano terapéutico que foi elaborado a partir das suas observagdes.

Para as criangas fora de crise, instituiu um protocolo que chamou de Well-day
Diet and Medical Plan, descrito na tabela 5. Esse plano terapéutico se inicia logo apds o
diagnéstico, e consiste basicamente em manter a crianga em equilibrio através de medidas
dietéticas e médicas. Recomenda ingestdo caldrica suficiente para o crescimento normal,
controle do aporte protéico, dentro da faixa de normalidade, suplementacdo com
L-carnitina, além do uso de uma férmula com anti-oxidantes lipofilicos, glutamina, creatina

e coenzima Q 10.

Para as criancas menores de 2 anos, € sugerido ainda, uma dose profilitica de
fenobarbital, no intuito de se manter um nivel da medica¢do durante o periodo de maior

vulnerabilidade de necrose estriatal aguda.

Introducédo

61



Os pacientes sao ainda instruidos para que quando apresentarem algum fator de
risco adicional, o chamado sick-day, que aumente as calorias, e restrinja o aporte protéico.
Recomenda-se o uso de ibuprofeno e anti-eméticos para lidar com a febre e vOmitos

respectivamente

No caso de iminéncia de crises, usa-se a infusdo de dextrose para aporte
caldrico, rdpida correcdo dos déficits fluidos, carnitina e anticonvulsivantes (fenobarbital,
fenitoina), além de midazolan endovenoso, e medidas especificas e inespecificas para

controle dos estados inflamatdrios conforme descrito na tabela 6.

Tabela 5-PLANO TERAPEUTICO CONTINUO PARA ACIDURIA GLUTARICA TIPO I,
segundo STRAUSS et al.(2003a).

Componentes Nutricionais Calorias 100-115 Kcal/Kg por dia
Proteinas naturais 1-1,25 g/Kg por dia
Suplementacdes L-carnitina 100 mg/Kg dia (cada)
Creatina
Glutamina
Riboflavina 10 mg/Kg dia (cada)
Acido alfa-lipéico
Coenzima Q10 8,4 mg/Kg dia
Acido pantoténico 5,6 mg/Kg dia
Acido alfa linoleico 150 mg/Kg dia
Complexo vitaminico Meio a um tablete por dia
Medicacio Fenobarbital 4-6 mg/Kg por dia.
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Tabela 6-PROTOCOLO PARA PREVENCAO E TRATAMENTO DA CRISE
ENCEFALOPATICA. STRAUSS et. al. 2003a

Acesso e estabilizacao

Conter o catabolismo

Terapia com dextrose

Manter débito urinario e

alcalinizacio da urina

Sedacao e Neuroprotecio

Considerar terapia com N-
acetil-cisteina (NAC)

endovenosa

Considerar medidas para

diminuir producio de LCR.

Monitoramento cardio-pulmonar, oxigenagao, hidratacao e glicemia.

Acesso venoso, corre¢do de hipoglicemia e desequilibrio hidro-eletrolitico.
Suspender aporte protéico.

Identificar e tratar infec¢do e/ou alteracdes inflamatdrias (antibidticos e
antipiréticos e/ou anti-inflamatdrios)

Dextrose em bolo 0,5g/Kg EV (D 25%, 2ml/Kg; ou D 5%NS, 10 ml/Kg).
Seguir com infusdo continua de 8 a 10 mg/Kg/ minuto (usar dextrose a 10 ou
12,5%).

Monitorar niveis glicémicos a cada 6 a 2 horas se necessario.

Se houver hiperglicemia e/ou glicosuria, dar insulina de 0,1 a 0,2 U/Kg dose
sem reduzir a taxa de infusdo de glicose.

Hidratacdo aumentada de 25 a 50 %, com 4 mEq/Kg dia de Na.

Débito urindrio maior de 4 ml/Kg por hora.

Lasix 0,5 a 1 mg/Kg dose se necessdrio, para evitar hipovolemia e assegurar
débito urindrio.

Bicarbonato 2 a 3 mEq/Kg/Dia (NaHCO3) EV se necessdrio. Para evitar
alcalose sistémica, manter o PH urinario entre 7 e 8.

Aporte de L-carnitina 100 mg/Kg EV em 30 minutos. Apds, manter mesma
dose a cada 6 horas.

Fenobarbital 15 a 20 mg/Kg EV. Apds manter 2 a 3 mg/Kg dose a cada 12
horas.

Fosfofenitoina 15 mg /Kg EV. Ap6s manter 3 mg/Kg dose a cada 12 horas.

Diluir solu¢do de NAC a 20% em um fluido de dextrose a 1:4 para preparar
NAC a5 %.

Dar 140 mg NAC/KG EV por uma hora usando filtro de 0,2 micron.

Dar 70 mg/Kg dose EV por 1 hora a cada 4 horas pelas préximas 48 horas.
Monitorar sinais e sintomas de anafilaxia.

Observar se hidrocefalia estiver distorcendo, ou comprimindo as veias da
fossa média

Dar lasix 0,5-1 mg/Kg dose EV a cada 6 a 8 horas.

Acetazolamida 7 a 10 mg/Kg dose EV a cada 8 horas.
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ASPECTOS MOLECULARES

A enzima glutaril-CoA desidrogenase €é um homotetrdmero ativo nas
mitocOndrias. O mondmero € codificado por um gene que foi mapeado por GREENBERG
et al.(1994) na regido 19p13.2. GOODMAN et al. (1998) e BIERY et al.(1996) estimaram
que o gene GCDH tem 11 éxons e 10 introns, com um tamanho total de 7 Kb. O produto
génico € um polipeptideo de 438 aminoécidos, sendo que os 44 residuos amino-terminais

sdo removidos apds a incorporacdo da proteina para a mitocondria.

Em estudo realizado na ordem Amish do condado de Lancaster, na Pensilvania,
BIERY et al.(1996) encontraram a mutagdo responsével pela doenca nesta populagio. E a
troca de citosina por timina no nucleotideo de ntimero 1298 em homozigose, resultando na
substituicao do aminodcido alanina por valina (A421V). Encontraram a mesma mutacao em
heterozigose em 4 pacientes sem ancestrais Amish, todos esses pacientes com algum

ancestral na Europa Central.

Até o momento, foram descritas cerca de 100 muta¢des que levam a acidiria

glutdrica tipo I e 5 mutacdes neutras.

A mutacdo de maior prevaléncia identificada foi a R402W, que consiste na
troca do nucleotideo citosina da posi¢do 1240, por uma timina, ocasionando a substituicao
do aminoécido arginina por triptofano. Estimava-se que essa mutagdo seria responsavel por
20% dos alelos mutantes na Europa, conforme publicacio de GOODMAN et al (1998). Em
2000, ZSCHOCKE et al. puderam observar que essa mesma mutagdo é responsavel por

40% dos alelos nos pacientes de origem alema.

ZSCHOCKE et al.(2000) padronizaram um método que se utiliza de
eletroforese em gel de gradiente desnaturante, com SSCP (single strand conformation
polimorphism) seguido por seqiienciamento dos éxons alterados, para detec¢do de
mutagdes no gene GCDH. Obteve 100% de sensibilidade com esses métodos em seus 48
pacientes com diagndstico confirmado pela andlise enzimética. Sua casuistica foi composta
adicionalmente por pacientes com suspeita clinica de AGI, e estudo enzimdtico negativo, e
nesses pacientes nao foi detectada alteracdo molecular. Identificou um total de 38

mutagdes, 27 delas encontradas em casos isolados, e 21 delas sem descricdo prévia.
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Concluiram com isso que a alta sensibilidade desse método permite um diagndstico rdpido

e acessivel em localidades onde a andlise enzimatica nao esta disponivel.

Em 2000, BUSQUETS et al., publicou duas mutacdes novas e cinco mutagdes
reportadas previamente, oriundas de 13 pacientes, 7 deles de origem portuguesa, e 6 deles
de origem italiana. As mutacdes novas reportadas nesse trabalho foram a G390V
(1205 G-T), e a X439W (1353 A-G). No Brasil, até o momento, ndo havia sido realizado

nenhum estudo molecular dos pacientes portadores da aciduria glutarica tipo I.
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OBJETIVOS




Os objetivos deste trabalho sdo, em pacientes brasileiros com acidtria glutarica

tipo I:
1. Descrever o quadro clinico e radioldgico.

2. Realizar o estudo molecular do gene da enzima glutaril-CoA desidrogenase.

Objetivos
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CASUISTICA E METODOS
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1-CASUISTICA

A avaliagdo clinica foi realizada em 16 criangas com a hipétese diagndstica de
AGI, sendo 3 delas acompanhadas no Ambulatério de EIM, do Servico de Genética
Meédica, do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), 2
pacientes no Hospital de Clinicas da Universidade de Sao Paulo, Campus de Ribeirdo Preto
(HC R.P.), 7 pacientes provenientes da Escola Paulista de Medicina (EPM), Hospital Sdo
Paulo, e 4 pacientes do Instituto da Crianca da USP Sao Paulo (IC USP). Os pacientes
provenientes de outros servigos foram identificados através de busca ativa, por contato
pessoal com médicos que trabalham em institui¢cdes que atendem pacientes com doengas

metabolicas, e servicos de referéncia laboratorial.

Os critérios para inclusdo do paciente neste trabalho foram, espectrometria de
massa de 4cidos organicos urindrios tipica e/ou, a presenca de alteracio em exame de

neuro-imagem compativel com a doenca.

2-PROCEDIMENTOS

Os pacientes foram contatados diretamente ou através do médico
acompanhante, sendo apresentado o objetivo da pesquisa, apresentado o Termo de

Consentimento Informado aos responsdveis.

Em nenhum paciente foi realizada a dosagem enzimdtica da glutaril-CoA
desidrogenase por ndo estar disponivel em nosso pais. A indica¢do do exame ocorreria em
pacientes com quadro clinico e radioldgico sugestivo, que apresentassem cromatografias de
acidos organicos repetidamente normais, no intuito de confirmacio do diagnéstico. Como a
andlise molecular € um dos exames indicados nessa confirmacdo, e dispinhamos dela em

nosso projeto, tal procedimento nao foi considerado.

Os 3 primeiros pacientes foram avaliados e seguidos pessoalmente pela equipe
do ambulatério de Erros Inatos do Metabolismo da UNICAMP, e os demais foram
avaliados e acompanhados em outros servigos, sendo que a Ficha de Avaliagdo Clinica

(apéndice III) foi preenchida pelos médicos acompanhantes.

Casuistica e Métodos
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A coleta dos dados referentes aos exames de neuro-imagem dos pacientes foi
realizada a partir da transcri¢do de seu laudo na Ficha de Avalia¢do Clinica. Excecdo feita

aos 3 primeiros pacientes aos quais tivemos acesso aos filmes.

3-ANALISE MOLECULAR

Avaliamos as informacdes disponiveis de um total de 14 pacientes, sendo que

em 13 deles tivemos acesso ao DNA.

Nao foi possivel a coleta do DNA da paciente cinco, pois quando entramos em

contato com o servico responsdvel, ela ja havia falecido.

Os primers utilizados nas reagdes foram extraidos da publicacio de

ZSCHOCKE et al.(2000).

Extracao de DNA de leucécitos do sangue periférico

Coletou-se, em dois tubos vacutainer, cerca de 7 mL de sangue periférico de
cada paciente (3,5 mL em cada frasco), contendo, em cada um deles, 54 pl de EDTA a
15%, para impedir a coagulacido sangiiinea. Centrifugou-se a amostra por 10 minutos a
2000 rpm a temperatura ambiente, para a separagdo do plasma. Em seguida ao sedimento,
aliquotou-se 500 pl, em tubos eppendorf de 2,0 mL. A essa aliquota foi adicionado 1,0 mL
de tampao de lise celular (Sacarose 320mM, Tris-HC1 pH7,5 10mM, MgCl, SmM, Triton
100X 1%). A solugdo foi entdo homogeneizada por 10 a 15 segundos e centrifugada a 8000
rpm por 5 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado,
por inversdo do tubo. Esse processo foi repetido por duas vezes. Ao precipitado formado foi
adicionado 395uL de tampdo de digestdo (Tris-HCI pH 7.5 10mM, 10mM, NaCl 10mM,
SDS 0,5%) e 5 pl. de proteinase K (20mg/mL). A reacdo entdo foi homogeneizada e
incubada em banho-maria a temperatura de 55°C. Apods 2 horas foi adicionado 200 pL de
LiCl 7,5N em cada amostra e as solu¢des foram levadas a temperatura de —20°C, por 15
minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 13.000 rpm e o
sobrenadante foi transferido cuidadosamente para novos tubos. Apds a transferéncia, foi

adicionado 1 mL de etanol absoluto gelado e o tubo foi invertido até formacdo de um
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precipitado visivel. Foi realizada uma centrifugacio a 13000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante foi desprezado por inversdo do tubo. Ao precipitado foi adicionado 1mL de
etanol 70% e nova centrifugacdo foi realizada (13000 rpm/5 min). O sobrenadante foi
novamente descartado. O DNA obtido foi entdo secado a temperatura ambiente e
ressuspendido em dgua estéril. A efici€éncia da extragdo foi avaliada em gel de agarose

0,8%.

Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR)

A triagem das mutagdes no gene GCDH foi baseada na técnica da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) descrita por SAIKI ef al. (1989), seguida de SSCP, descrito por

ORITA et al. (1989), e posterior seqiienciamento das regides alteradas identificadas.

A reacdo da PCR, foi realizada em um volume total de 50pl, contendo Sul de
tampao 10X da Taq polimerase fornecido pelo fabricante , 0,4 mM de cada
desoxirribonucleotideo trifosfato (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 400ng de cada iniciador
(tabela 8), 0,2 ng DNA gendmico e 2 unidades de Taq polimerase. A PCR constou de uma
desnaturacdo a 94 °C por 1 min, seguido por 38 ciclos de incubacdo 94°C (1 min), a
temperatura de anelamento foi varidvel conforme descrito na tabela 7, dependendo dos

primers utilizados (1 min) e 72°C (2 min), com uma extensao final feita a 72°C (7 min).

Tabela 7-Relacdo da temperatura de anelamento pelo primer / éxon utilizado

TEMPERATURA EXONS
51°C 11b
53°C 7,8,9a,la
54°C 9b
55°C 3,4,6, 10
57°C 5
58°C 1
61°C 2
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Tabela 8-Iniciadores que foram utilizados na rea¢do em cadeia da polimerase (PCR).

EXON NOME DO PRIMER SEQUENCIA
EXON 1 GCDH-1F TCGTTGCTCCGCTCGCTCTG
GCDH-1R AGTCCCTAAACCCCCAGTTC
EXON 2 GCDH-2F AGTGTGGGGTCGGGAGTGTG
GCDH-2R CGGGCAGCTCTCGGATTCTG
EXON 3 GCDH-3F GAAGGGAGGGCACAGTGAT
GCDH-3R GCGGAGGAGCAGTCTCAG
EXON 4 GCDH-4F ATAGCCACCCCACCTCAAG
GCDH-4R AAGGAGGAAGAGGCTTTCAGA
EXON 5 GCDH-5F TGTCCTTAATTCAGCCCTGTC
GCDH-5R GAACTGTCTTCCTTCCACCAG
EXON 6 GCDH-6F GGCAGCCTTGTGACTTTGTC
GCDH-6R AGTCGGTGAGGGGTCTGAC
EXON 7 GCDH-7F TGGGCAGGTGGTGAACAG
GCDH-7R CCGCATCCGCAGGTGAC
EXON 8 GCDH-8F CTTTCCCTGCTTCAGAGTTG
GCDH-8R CCACACCCCCAGAGAATC
EXON 9 GCDH-9F-a GACGGGGTGGGAGAGTG
GCDH-9R-a AGCCCATCAAGGACAAGAG
GCDH-9F-b GCCTCCCCTCGCTCTTAC
GCDH-9R-b CTCCAGGAAGACACAAGGTC
EXON 10 GCDH-10F GCCCACTGGTCCCTCATTG
GCDH-10R TACCCCCTCCCCAGACACT
GCDH-c.1173-R TACTCGTCAGAAATCCCAGT
EXON 11 GCDH-11F AAAACTCCAAACCGACTCTGT
GCDH-11R-a GAAGCTGCTATTTCAGGGTAA
GCDH-11F AAAACTCCAAACCGACTCTGT
GCDH-11R-b CGCCACCTCCCTTTCTAAG
GCDH-c.1482-F TCCCTTCTGAAGTCGATC
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SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)

As amostras de PCR foram diluidas, em uma solu¢dao de formamida 95%,
EDTA 20 mM, azul de bromofenol 0.05% e xilenocianol 0.05%, na propor¢do 1:4, e
posteriormente desnaturadas a 80 — 100°C por 5 min. Desta solugdo, 1 ul foi aplicado em

um gel com o auxilio de um instrumento apropriado.

A corrida do SSCP foi realizada em gel de poliacrilamida ndo desnaturante a
12% com 0,5% glicerol. As condi¢des de eletroforese foram de 300 V por 12 horas a
temperatura ambiente. Os fragmentos de DNA foram visualizados pela coloracido do gel em
prata que consiste em banhos consecutivos em 20% de 4cido acético (5 minutos), 5%
formaldeido (5 minutos), dgua (duas lavagens de dois minutos), 0.4% AgNO; (8 minutos),
dgua (duas lavagens de 30 segundos), 2.5% Na,CO03; - 0.013% formaldeido (4 minutos) e

5% acido acético (2 minutos).

Seqiienciamento Automatico Mega Bace 1000

Os fragmentos que apresentaram alteracdo de migracdo na eletroforese, quando
comparados ao controle normal, foram seqiienciados para verificar a existéncia de alguma

mutagdo. Neste caso, foi utilizado o seqiienciador automatico.

MegaBACE 1000, ¢ um sistema de andlise de DNA de 96 capilares com a

tecnologia Amersham Biosciences. As reagdes de seqiienciamento sdo realizadas de acordo
com o protocolo para o MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (com Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase).

A amplificacdo para seqiienciamento automdtico foi realizada com o
DYEnamic™ Terminator cycle sequencing Kit (MegaBACE™) (Amersham Pharmacia
Biotech, Inc Cleveland, Ohio, USA). Para esta reacdo foi utilizados 20 ng do produto de
PCR purificado, 5 pmol de iniciador sense e anti-sense (em reagdes separadas), 4 ul da
solucdo DYEnamic ET reagent premix e dgua deionizada estéril (volume final 15 pl). A
reacdo, distribuida em placa prépria para seqiienciamento, foi protegida da luz com papel
aluminio. Em termociclador automdtico (GeneAmp® PCR System 9700 — Applied

Biosystems), as amostras foram submetidas desnaturagdo inicial (95°C - 2 minutos) e 30
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ciclos, com as seguintes temperaturas e tempos: desnaturagio a 96°C - 20 segundos,

anelamento a 57°C - 15 segundos, extensdo a 60°C - 1 minuto.

O produto da reacdo de seqiienciamento foi submetido a purificacdo com 2ul de
acetato de amonio 7,5M e 50ul de etanol absoluto aos 15 ul de reagdo, com posterior
homogeneizacdo. Apds incubac@o por 15 minutos em temperatura ambiente protegido da
luz, a placa foi centrifugada a 4.000 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi removido por
inversdo e a seguir foram adicionados 100 ul de etanol 70%. Posteriormente o material foi
centrifugado a 4.000 rpm por 15 minutos. Novamente o sobrenadante foi desprezado por
inversdo tomando-se o cuidado de ndo remover o pellet. Para completa remocao do etanol,
a placa foi submetida a centrifugacdo invertida a 200 rpm por 5 segundos e finalmente
aquecida em termobloco a 65°C por 5 minutos para a secagem das “wells”. Para a
eletroforese, adicionou-se 10ul de loading buffer, uma mistura de formamida deionizada,
25mM EDTA (pH 8,0) em cada “well”. As amostras foram homogeneizadas, aquecidas a
65°C por 3 minutos e colocadas em gelo para, a seguir, serem colocadas no seqiienciador

para a eletroforese.

O gel para a eletroforese é 0 MegaBACE Long Read Matrix com poliacrilamida

linear, e as condicdes de eletroforese foram as seguintes:
e  Voltagem de injecdo da amostra — 3 kv;
e  Tempo de injecdo da amostra — 60 segundos;
e  Voltagem de corrida — 9 kv;
e  Tempo de corrida — 70 minutos;
e  Poténcia do Laser — 40 mW.

A seqiiéncia obtida dos pacientes foi analisada com a ajuda do programa

disponivel na Internet, “Chromas Pro”, versao 1.15, da Technelysium Pty Ltd.
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RESULTADOS




Avaliacao Clinica

Dos 16 pacientes avaliados clinicamente, dez deles tiveram a triagem prévia da
doenca através da espectrometria de massa de dcidos organicos, nos outros seis, 0 exame
foi realizado ap6s o inicio do tratamento, e o resultado foi considerado incaracteristico e
insuficiente para preencher os critérios diagndsticos bioquimicos. Destes, quatro casos
apresentavam diagnostico provavel de AGI pelo quadro clinico e neuro-radiolégico e foram
portanto mantidos na amostra. Os dois casos, que ndo preenchiam os critérios minimos para

inclusdo foram retirados da amostra.

Em um paciente (paciente nimero 5) ndo foi possivel a coleta da amostra de
sangue, pois havia falecido na época na qual entramos em contato com o servico que a
seguia. Entretanto, como seu irmao também tem aciduria glutdrica, e seus pais cooperaram
no preenchimento de sua Ficha de Avaliacdo Clinica, seus dados foram analisados quanto a
variabilidade clinica intrafamiliar. Foi observado entre eles (pacientes nimero 4 € nimero
5), aspectos clinicos diversos em relacdo a forma de apresentacdo, presenca de suor

excessivo, hipertermia, e evolucdo clinica.

Nao tivemos acesso a alguns dados clinicos dos pacientes 11, 12, 13 e 14, pois

ndo foram cedidos pelo médico acompanhante.

Os trés primeiros pacientes foram avaliados e seguidos pessoalmente pela
equipe do ambulatério de Erros Inatos do Metabolismo da UNICAMP e sdo descritos a
seguir, os demais foram avaliados e acompanhados em outros servigos, sendo que a Ficha

de Avaliagdo Clinica (apéndice III) foi preenchida pelos médicos acompanhantes.

Ap6s a descrigdo mais pormenorizada dos trés pacientes iniciais, como modelo
da histéria natural da doenga, eles serdao resumidos conjuntamente aos outros pacientes na

tabela 9.

1-PACIENTE 1-DATA DE NASCIMENTO: 16/11/1991

Primeiro e unico filho de casal jovem e consangiiineo (primos em primeiro
grau), de ascendéncia italiana, naturais do Estado do Parand. Sem antecedentes familiais

relevantes. Seus pais estudaram até nivel médio, sendo que apenas seu pai trabalha.
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Sua gestacdo transcorreu normalmente, evoluindo para trabalho de parto

prematuro, com parto normal com 36 semanas.

Seu desenvolvimento neuropsicomotor foi considerado sempre dentro dos
limites da normalidade, andou com 1 ano e 2 meses, falando pequenas palavras nessa

mesma época.

Aos 22 meses, em vigéncia de quadro infeccioso, apresentou sonoléncia,
evoluindo com quadro convulsivo e coma. Foi encaminhado ainda no periodo critico a
UNICAMP, que apés hemograma e andlise usual do liquido cefalorraquidiano terem
resultados normais, associado a histdria clinica de sua mae que apresentava lesdo ativa por
HSV (herpes simples virus) em regido oral, suspeitou-se de encefalite herpética, por
transmissdao materna. Evoluiu com quadro seqiielar de hipertonia, espasticidade e sindrome
distonico-discinética.

Manteve seguimento clinico no ambulatério de neurologia infantil, até que
houve a suspeita do diagndstico de aciduria glutdrica tipo I sendo encaminhado ao
ambulatério de erros inatos do metabolismo (EIM). Foi solicitado entdo a realizacdo da
espectrometria de massa de 4cidos orgénicos na urina, através de convénio com o Hospital

de Clinicas de Porto Alegre, apresentando aumento de dcido glutérico.

Prontamente convocado para se iniciar o tratamento. Foi indicada a utilizacdo
de riboflavina, na dose de 100 mg por kilo por dia, L-carnitina, na dose de 50 a 100 mg por

kilo por dia, além de Depakene® na dose de 10 mg por kilo por dia.

Foi realizada avaliacdo nutricional no proprio ambulatério de EIM, sendo

iniciada dieta hipercal6rica e hipoproteica com baixo teor de lisina.

Seus pais referem que apds o inicio do tratamento, vem apresentando maior
controle e firmeza nos membros, com melhora progressiva da movimentagao involuntéria e

fala.

Por motivos familiares, se mudaram para o interior do Parand, em uma cidade
sem muitos recursos em termos de terapias de reabilitacdo. Nao tem, portanto seguimento
fonoaudiolégico ou fisioterdpico que o ajudariam sobremaneira nesta fase. Iniciou
seguimento em escola para criancas especiais, onde ja estd iniciando alfabetizacao.

Mantemos retornos semestrais, dependendo da disponibilidade de locomocao da familia,
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que se dd através da assisténcia social do municipio de origem. Tem retornado
rotineiramente na ortopedia e neurologia infantil, onde realiza aplicacdo de toxina

botulinica para minimizar as seqiielas da distonia.
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A: Aos 11 meses B: Aos 1 ano e 6 meses

Ce D: Aos 8 anos.

\

Figuras 3-A, B, C, D: Paciente 1 antes e depois da crise encefalopatica
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Figura 4-Tomografia Computadorizada de Cranio, Paciente 1. Realizada em 09/1993,
quando da crise encefalopdtica. J4 se pode perceber um discreto alargamento de
ventriculos, atrofia de lobos frontal e temporal, e sinal hiperintenso em niicleos

da base.

Resultados
85



HECTOR G LIMA
¥ 4126 M

L w1823

- L 525
DRA MARILISA GUERREIRO DRA MARILISA GUERREIRO GYROSCAN  TE/XPA DRA WARILISA GUERREIRO GYROSCAH  TE/XPA
HECTOR & LINA

HECTOR G LIMA HECTOR G L1WA
£ 4 L] 8 4126 L]

L Ve
L 83

RES MAG CAMPINAS
88
16-HOV-1991

Idnn"nn—
vanelods

HECTOR G LImMA
a: "

-

1
2
(]

"
3

oo
et i
5

®

.

nok

Ban
wana

CRAN
ANGLE LR

e
=

DRA MARILISA GUERREIRD
HECTOR G LiMA

DRA MARILISA GUERREIRO

L vie3
L %43

DRA MARILISA GUERREIRO GYROSCAN  TS/XPA

Figura 5-Ressonancia Paciente 1, mostrando dilatacdo ventricular, atrofia de lobos frontal

e temporal. Realizada em 04/1994, quando o paciente tinha 2 anos € 5 meses.
(axial).

Resultados
86



P v
L 788
DRA WARILISA GUERRE 1RO
RES WAG CAMPINAS HECTOR G LimA
28-APR-92 8a-APR-34 = 4126 U]

16 45
SCAN 1

DRA WARILISA GUERREIRO
HECTOR G LimA
= €126 "

2

PN
puLRNnaw

A "

DRA MARILISA GUERREIRO GYROSCAN  TS/3PR

HECTOR G LimA BES WAG Creed
= 4126 » °

DRA MARILISA GUERRE IRO

HECTOR G LINA
4126 L]

P w1173
L 778

- -
GYROSCAN _ TE-XPA DRA WARILISA GUERREIRD GYROSCAN  TS/XPR DRA MARILISA GUERRE IR0

Figura 6-Ressonancia Magnética de Cranio, Paciente 1, mostrando dilatagdo ventricular,
atrofia de lobos frontal e temporal, alteracdo de nucleos da base. Realizada em

04/1994, quando o paciente tinha 2 anos e 5 meses. Coronal.

Resultados
87



Figura 7-A e B: Articulacio coxo-femoral paciente 1, contratura dos adutores.
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2-PACIENTE 2 : DATA DE NASCIMENTO:05/02/1997

Segunda filha de casal jovem, consangiiineo, primos em segundo grau. Seus

pais sdo pardos, de origem nordestina, sem antecedentes familiais relevantes.

Sua gestacdo ndo apresentou intercorréncias. Seu parto foi normal, a termo,
pesando ao nascer 2950 gramas e com indice de vitalidade de Apgar de 9 e 10
respectivamente no primeiro e quinto minutos. Ndo ha informacdo sobre o perimetro

cefalico ao nascimento.

Sua mae procurou a Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo, a crianca tinha 7
meses de vida, devido a irritabilidade, atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e
alteracdes extra-piramidais. Nessa época foi medido seu perimetro cefdlico que era de 44

centimetros e se encontrava proximo ao percentil 75.

Da triagem para a primeira consulta se passou 1 més, quando foi observado no
exame fisico que a crianga tentava pegar objetos, apresentava movimentagdo lenta,
hipotonia axial, hipertonia apendicular, auséncia de clonus e reflexos osteo-tendineos
normais. Na anamnese relativa ao desenvolvimento neuropsicomotor, a crianca teve
sustento cefdlico com 4 meses, rolou na cama aos 7 meses, sentava com apoio e estava

comecando a engatinhar. Foi solicitado na época retorno em 1 ano.

No retorno com 1 ano e 8 meses, apresentava piora da hipertonia apendicular,
com maos permanentemente fechadas, postura distbnica em membros superiores, nao
pegava objetos, apresentava clonus bilateral e tinha pouco sustento cefdlico. Seus reflexos
osteo-tendineos encontravam-se vivos em membros superiores e exaltados em membros

inferiores. Nesse momento foi interrogado quadro involutivo.
Foram realizados os seguintes exames apds essa avaliagao:

e Tomografia Computadorizada de Crinio em setembro/99 que evidenciou
lesdo extra-axial direita e esquerda, sugestiva de pequenos hematomas

sub-durais sub-agudos;
e Avaliacdo oftalmoldgica com fundoscopia normal;

e Triagem da Associa¢do de Pais e Amigos do Excepcional de Sdo Paulo

(APAE-SP) para erros inatos do metabolismo (EIM), que inclui testes
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colorimétricos urindrios e cromatografia de aminoacidos com resultado

normal;

e Caridtipo com bandas em sangue periférico realizada no Instituto de

Genética da Universidade de Sdo Paulo (USP), com resultado normal;

Com 2 anos e 2 meses, em nova consulta, apresentava postura distonica,
mantendo pouco sustento cefdlico. Seu peso e estatura se encontravam no percentil 2,5,
enquanto seu perimetro cefdlico de 49,5 centimetros alcancava o percentil 95. Foi entdo,

encaminhada para o Ambulatério de Genética da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo.

No Ambulatério de Genética, foi levantada a hipétese de patologia de heranga
autossdOmica recessiva, que era sugerido pela consangiiinidade parental. No seguimento
clinico, foram solicitados alguns exames de triagem que nio puderam ser realizados. Foi
optado entdo pelo o envio de urina para o Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo do
HC de Porto Alegre, através do ambulatério de Erros Inatos do Metabolismo da

UNICAMP, cuja responsdvel na época era a Profa. Dra. Denise Y Janovitz Norato.

O resultado da espectrometria em massa de 4cidos organicos foi nos enviado
em maio de 2002, sendo iniciado o tratamento com riboflavina, na dose de 100 mg por kilo
por dia, L-carnitina, na dose de 50 a 100 mg por kilo por dia, além de Depakene® na dose
de 200 mg por dia, sendo recomendada dieta com diminui¢do de proteinas de origem
animal. Nessa época, aos 5 anos e 3 meses, a crianca sentava-se somente apoiada no
carrinho, sustentava a cabeca desde os 4 anos, ndo falava, nao controlava esfincteres e nao

segurava objetos.

Devido a condi¢do financeira precdria, seu tratamento foi periodicamente
descontinuado, mesmo apds conseguirmos as medicagOes através da assisténcia social da
Instituicdo. A dieta hipoproteica foi suspensa devido novas diretrizes terapéuticas que

tivemos acesso na época.

Em setembro de 2003, aos 6 anos e 7 meses, crianga jd rola na cama, segura
objetos e leva-os a boca. Ocorreu melhora do controle do seguimento cefdlico e da

coordenacdo apds o inicio da medicagao.
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Figura 8-A e B: Paciente 2 em dezembro de 2003, aos 6 anos e 10 meses
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3-PACIENTE 3: DATA DE NASCIMENTO: 20/01/1998

E o segundo filho de casal jovem, ndo consangiiineo, com uma irma mais velha

normal. Seus pais sdo naturais e procedentes de Itu, no interior de Sdo Paulo.

Sem antecedentes familiais relevantes, sua gestacdo transcorreu normalmente.

Seu parto foi cesdreo por iteratividade. Pesou 3345 g, com choro imediato.

Seu desenvolvimento neuropsicomotor foi adequado até que aos 5 meses,
quando em vigéncia de febre, apresentou convulsdes seguidas por 4 dias. Em seguida,
observou-se quadro de hipertonia e movimentos coreo-atetdsicos, com piora progressiva da

movimentagdo involuntdria, principalmente em mao direita.
Foram realizados os seguintes exames:
e CT e RNM de cranio, com atrofia temporal;
e Triagem infecciosa com anélise de liquido cefalorraquidiano normais;

Aos 3 anos e meio, foi encaminhado para o Servico de Genética
Médica- UNICAMP, apresentando quadro distdnico com predominio em hemi-corpo
direito. Apresentava-se eutréfico e com bom contato visual. Foram entdo solicitados,

através do Hospital de Clinicas de Porto Alegre:
e Cromatografia de aminodcidos na urina e plasma com resultados normais;

e Espectrometria de massa de &cidos orginicos na urina, apresentando
presenca de 3-OH-3-glutérico, 3-metil-glutaconico, 3-metil- glutirico e 3

metil- crotonilglicina, sugestivo de aciddria 3-OH-3-metil- glutdrica;

e Nova espectrometria de massa de dcidos organicos na urina, apds inicio de
dieta hipoproteica e uso de depakene, riboflavina e carnitina, apresentando

aumento moderado do acido succinico.

Devido a forte suspeita clinica, iniciamos o tratamento com riboflavina,
L-carnitina e inibidores do GABA, além de dieta hipoproteica, logo apds a coleta da
primeira amostra de urina. Atualmente, a dieta foi suspensa, a luz das novas concepgdes

terapéuticas dos ultimos anos.

Seus pais referem melhora da coordenagdo, degluticdo e fala apds o inicio da

medicagdo, o que € notdrio em seu exame clinico.
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Figura 9-Segundo aniversario do paciente 3.
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Figura 10-Terceiro aniversario do paciente 3
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Tabela 9-Informacdes obtidas através da Ficha de Avaliagdo Clinica, com identificacao, servico de origem, caracterizacdo clinica, exames
subsididrios, informacgdes familiares.

Dados de identificagdo, caracterizacao clinica, exames subsidiarios, informacées familiais de 14 pacientes com Aciduria Glutarica | de acordo com a Ficha de Avaliacao Clinica,

PACENTE | SERVICO DIAGNOSTICO | CLINCA NEURCHIVIAGEM MACROCRANA ALT.NEUROL HIPERDROSE CROMATOGRAFA ACDDOS | CONSANGUINIDADE
ORGANICOS PARENTAL
1-HGL UNICAMP | 7 anos CRISE atrofia fronto-temporal e alt | Pés-natal Distonia SIM COMPATIVEL PRIMOS
1 ano e 10 | ganglios da base 19 GRAU
meses
2-M0S UNICAMP | 5 anos e 3 | INSIDIOSA | Atrofia fronto-temporal e | Pés-natal Distonia SIM COMPATIVEL PRIMOS
meses hematomas sub-durais 20 GRAU
3-AVDC | UNICAMP | 3 anos e 6 | CRISE Atrofia fronto-temporal NAO Distonia SIM COMPATIVEL NAO
meses 5 meses
4-HRS HC -RP 5 anos INSIDIOSA | Atrofia fronto-temporal NAO Distonia SIM COMPATIVEL PRIMOS
3° GRAU
5-ZRS HC -RP 2 anos e 5 | CRISE Alteracdo de ganglios da | NAO Distonia NAO COMPATIVEL PRIMOS
meses 1 ano e 2 | base 30 GRAU
meses
6-RVN EPM 2 anos e 7 | INSIDIOSA | Atrofia opercular e cisto | Pds-natal ADNPM e | NAO NEGATIVA NAO
meses aracnoide epilepsia (em tratamento)
7-GNR EPM 1 ano e 1 | INSIDIOSA | RNM com atrofia opercular e | Pés- natal hiperrreflexia | NAO NEGATIVA NAO
més hipersinal ganglios da base e dist de (em tratamento)
comportame
nto
8-VMMV | EPM 1 ano e 5 | INSIDIOSA | CT e RNM -atrofia opercular Pés-natal SIM, ADNPM | SIM NEGATIVA NAO
meses (em tratamento)
9-SSC | EPM 2 anos INSIDIOSA | CT com atrofia opercular e | NAO NAO NAO NEGATIVA PRIMOS
frontal (em tratamento) 3° GRAU
10- EPM 4 anos e | INSIDIOSA | CT e RNM atrofia témporo- | Neonatal Distonia SIM COMPATIVEL PRIMOS
ACVEM 10 meses frontal leve, ADNPM 2° GRAU
11-RRD | IC-USP 1 ano e 10 | CRISE Atrofia temporal SIM Distonia - COMPATIVEL NAO
meses
12-DSS | IC-USP - INSIDIOSA | Atrofia temporal SIM Distonia COMPATIVEL NAO
13- ML IC-USP - INSIDIOSA | Atrofia temporal SIM Distonia - COMPATIVEL NAO
14-JPMP | IC-USP - CRISE Atrofia temporal SIM Distonia - COMPATIVEL PRIMOS

10 GRAU




A consangiiinidade parental foi observada em seis das 13 familias avaliadas:
dois deles eram filhos de primos em primeiro grau, dois filhos de primos em segundo grau,
e no caso em que houve recorréncia familial, as criangas eram filhas de primos em terceiro

grau.

Os 14 pacientes foram diagnosticados com idade entre 1 ano e 5 meses e 7

anos, sendo que, 11 eram do sexo masculino e trés do sexo feminino.

Dentre os 14 pacientes, cinco apresentaram crise encefalopdtica. A crise
ocorreu entre uma idade minima de 5 meses, € maxima de 1 ano € 10 meses nos dez
primeiros pacientes os quais disptinhamos dos dados. Esses pacientes foram diagnosticados
entre 2 anos € 5 meses € 7 anos. Os pacientes que tiveram evolucdo insidiosa, foram

diagnosticados entre 1 ano e 1 més e 5 anos e 3 meses.

A presenca de macrocrania foi observada em dez criangas, sete delas
apresentavam manifestacao clinica insidiosa, e trés delas, crise encefalopdtica. Alteragdes
relacionadas a sudorese estavam presentes em seis dos dez primeiros pacientes e crises de

hiperpirexia foram relatadas em sete pacientes.

Na andlise retrospectiva do par de irmdos afetados em nossa casuistica,
observamos a ocorréncia de diversos pontos discordantes, que s@o apontados mais

resumidamente na tabela 10.

O paciente 4 teve seu inicio da forma insidiosa, com atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, apresentou sustento cefdlico aos 6 meses, deambulacdo com apoio e fala
de palavras-chave aos 3 anos. A paciente 5, no entanto, sentava-se sem apoio aos 6 meses,
e com 1 ano e 2 meses, sem ainda iniciar a deambulacdo sem apoio, teve uma crise

encefalopdtica. Apds a crise, foi observado, quadro seqiielar de distonia e hemiparesia.

Obteve melhora clinica relativa aos 2 anos, apds o diagndstico e inicio da
terapia com carnitina e riboflavina. No entanto, em nova crise encefalopdtica aos 3 anos e 8

meses, a paciente 5 faleceu.

Ambos apresentavam distonia, mas o paciente 4 foi referido como tendo
sudorese excessiva,sem crises hiperpiréxicas, enquanto sua irmd apresentava Ccrises

hiperpiréxicas, sem alteracdo de sudorese.
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O aspecto neuro-radioldgico desses pacientes também se mostrava discordante,
sendo mais pronunciada a atrofia fronto-temporal no paciente 4 e a alteracdo de ganglios da

base na paciente 5.

Tabela 10-Comparacio do quadro clinico e radiolégico de 2 irmaos com AG I

PACIENTE 4 5
SEXO Masculino Feminino
APRESENTACAO Insidiosa Crise com 1 ano meses
ALT. NEUROLOGICA Distonia, Hipotonia Distonia
SUOR EXCESSIVO Sim Nio
HIPERPIREXIA Nio Sim
NEURO-IMAGEM Atrofia fronto-temporal Alt. ganglios da base
EVOLUCAO CLINICA Melhora relativa com inicio da ~ Melhora clinica inicial, ébito aos
medicacao 3 anos e 8 meses em crise
encefalopdtica

Quanto ao quadro clinico neuroldgico, apenas o paciente 9 € referido como
assintomatico. Ele estd sendo tratado com carnitina e riboflavina desde os 2 anos, quando
apresentava hipotonia global, que foi completamente recuperada em sua evolugdo.
Apresentava a tomografia computadorizada de cranio, atrofia opercular e frontal. Foi
realizada espectrometria de massa de dacidos organicos, no Laboratério de EIM do
HC-Porto Alegre, cuja coleta foi em vigéncia do uso de riboflavina e carnitina, com

resultado normal.

Dos treze pacientes que apresentaram alteragdes neuroldgicas, dez deles, foram
referidos como apresentando distonia. Os outros trés casos referiam ADNPM em trés
deles, um deles associado a epilepsia, outro com hiperreflexia e distirbio de
comportamento, e em outro deles ndo havia sido explicitado a natureza do acometimento

neurolégico. Um dos pacientes foi investigado pela presenca de macrocrania.

Quanto aos achados de neuro-imagem, obtivemos dados dos 14 pacientes. A
alteracdo mais freqiientemente referida é a atrofia fronto-temporal e temporal,
respectivamente em seis e sete pacientes, sendo observado alteragao em nucleos da base
isolado em um caso, e associado a atrofia fronto-temporal em dois, além da presenga de

cisto aracndide associado a um dos casos de atrofia fronto-temporal.
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Foi realizada concomitantemente, a andlise clinica dos dez pacientes, que
apresentaram espectrometria de massa de dcidos organicos compativel com AG I. Nesses
pacientes, havia uma maior certeza do diagnéstico, apesar de ndo terem sido realizados

exames confirmatdrios como a analise enzimatica ou estudo molecular.

A distribuicdo por sexo foi de trés pacientes do sexo feminino para sete do sexo
masculino, cinco pacientes com apresentacao insidiosa e cinco pacientes em que o quadro

clinico se iniciou ap6s crise encefalopatica.

A macrocrania foi observada em sete dos dez pacientes, a sudorese excessiva
ocorreu em cinco dos seis pacientes que tinham esse dado clinico disponivel, e em cinco

familias das nove representadas, os pais eram consangiiineos.

Todos os pacientes que apresentavam a espectrometria de massa de dcidos

organicos compativel com AG I apresentavam também distonia.

Quanto a forma de acometimento, entre os dez pacientes que apresentavam
distonia, cinco iniciaram o quadro apds crise encefalopdtica e os outros cinco apresentaram

evoluc¢do insidiosa.

Analise Molecular:

Na entrada do material no Laboratério de Genética Molecular do Departamento
de Genética da UNICAMP, cada paciente recebeu um nimero de registro conforme tabela

no apéndice I1I.

Ap6s a extracdo de DNA pelo método de Cloreto de litio, foram realizadas
andlises pela técnica de SSCP manual. Seus resultados encontram-se sumarizados na tabela

12.

Nos pacientes 1, 4, 8 e 10 foram encontradas alteragdes de corrida no SSCP do
éxon 7. J4 nos pacientes 2, 4, 10, 12, 13 e 14 foram visualizadas alteracdes no SSCP
relativas ao éxon 10. No éxon 9a, apenas o paciente 12 apresentou alteracdo de migracao no
SSCP (Figura 10). Os demais SSCP relativos aos outros éxons ndo apresentaram alteragdes

de migragdo
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Ch C 1 2 3 4 12 11 10 9 8

Figura 11-Fotografia de gel de SSCP com coloragdo por prata do
éxon 9a.

Controle nao desnaturado (Cn), controle normal desnaturado (C), pacientes 1, 2, 3, 4,

12, 11,10, 9 e 8, relativos ao éxon 9a. As setas indicam as alteragdes de corrida.

Seqiienciamento Automatico

Os fragmentos que apresentaram alteracdo de migracdo na eletroforese, quando
comparados ao controle normal, seriam seqiienciados para se confirmar a existéncia de
alguma mutacdo, como os resultados de SSCP ndo se mostraram alterados em todos os
pacientes, e dispinhamos do aparelho de seqiienciamento automadtico, prosseguimos com o
seqiienciamento de todos os éxons dos 14 pacientes. Nos pacientes nos quais ndo foi
encontrada mutacido nesse primeiro seqiienciamento, foram repetidos os seqiienciamentos
dos éxons 7, 8, 9 e 10, considerados os éxons com maior nimero de mutacdes ja descritas.
Nos pacientes onde havia sido detectada mutagdo, foi repetido o seqiienciamento do éxon

mutado.

As mutacdes encontradas encontram-se sumarizadas na tabela 13.
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Apresentamos na seqiiéncia, os cromatogramas da paciente 4, mostrando a
presenca de duas mutagdes em homozigose, que foram observadas no éxon 10, e o
cromatograma do paciente 3, com uma mutacdo em heterozigose também no éxon 10.

(figuras 11 e 12)
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MUTACAO 1240 C-T R402W

Figura 12-Cromatogramas da paciente 4, mostrando a presenca de duas mutacdes em
homozigose, a G391G, que seria a substituicdo de uma guanina por uma timina
na posi¢do 1209 caracterizando uma mutacio neutra, ¢ a R402W, que consiste
na substituicio de uma citosina por uma timina na posi¢cdo 1240, sendo a

mutacdo mais comum na populacao caucaséide.
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MUTACAO 1234 G-A, (V400M).

Figura 13-Cromatograma do paciente 3, mostrando a presenca de uma mutacdo em
heterozigose, através da co-existéncia da guanina e adenina na posicdo 1234,

caracterizando a mutagdao V400M.

Foram identificadas nove diferentes mutacgoes:

G 101 R:

Substituicio da guanina por adenina na posi¢cdo 337, no éxon 4, em
homozigose, que ocasiona a troca do aminodcido glicina por arginina.

L 238 R:

Substituicdo de uma timina por uma guanina na posicdo 749, no éxon 7, em
heterozigose, que ocasiona a troca de leucina por arginina.

R 257 W:

Substitui¢do da citosina por timina na posi¢ao 805, no éxon 7, em homozigose,
que ocasiona a troca do aminoécido arginina por triptofano.

A 298T:

Mutacdo neutra, assim nomeada por ser demonstrado previamente que ndo

ocorre alteracdo na fung¢do enzimdtica (GOODMAN, 1998), como decorrente da
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substituicdo de uma adenina por uma guanina na posi¢cao 928, no éxon 8, com a troca do

aminodcido alanina por treonina.
G 306 N:

No seqiienciamento do éxon 8, foi observada na paciente 10, a substituicao de
uma guanina por uma timina na posi¢ao 954, que mudaria o aminodcido a ser codificado,

de glicina por asparagina.
A382T:

Substituicdo de uma guanina por uma adenina na posi¢do 1180, que altera o

amino4cido de alanina para treonina, em homozigose.
G391G

Constitui na troca de guanina por timina na posicdo 1209, neste caso, ndo

ocorre substituicio do aminodcido. E considerada uma mutacio neutra.
V 400 M:

Substituicio de uma guanina por uma adenina na posicdo 1234, em

heterozigose, que ocasiona a troca de valina por metionina.
R 402 W

Substitui¢cdo de citosina por timina na posi¢do 1240, com a substituicdo do

aminodcido arginina por triptofano.
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Tabela 11-Resultados da andlise molecular por SSCP, seqiienciamento e espectrometria de

massa de dcidos organicos de 14 pacientes com suspeita de aciduria glutarica

tipo L.
PACIENTE SERVICO ESPECTROMETRIA SSCP MUTA(;AO/EXON
ALTERADO

1-HGL UNICAMP Positiva Exon 7 G 101R/G 101 R
Exon 4

2-MOS UNICAMP Positiva Exon 10 A 382 T/A382T
Exon 10

3-AVC UNICAMP Positiva - V 400 M //L 238 R
Exon 10/ Exon 7

4-HRS HCR.P. Positiva Exon 7 e 10 R402 W /R 402 W
G391 G/G391G*
Exon 10

5-ZRS HCR.P. Positiva N/R Presumido=4

6-RVN EPM Negativa . o

7-GNR EPM Negativa o .

8-VMV EPM Negativa Exon 7 _

9-SSC EPM Negativa . G 391 G *
Exon 10

10-ACM EPM Positiva Exon 10e7 G 306 N/ G306 N
Exon 8

11- RRD IC-USP Positiva - R 402 W /R 402 W
G391 G/G391G*
Exon 10

12- DSS IC-USP Positiva Exon 9a, R 402 W /R 402 W

10 G391G/G 391 G*

Exon 10

13- ML IC-USP Positiva Exon 10 R402 W /R 402 W
G391 G/G391G *
Exon 10

14-JPMP IC-USP Positiva Exon 10 R257TW/R257TW
A298T/A298 T*
Exons 7 ¢ 8

* corresponde as mutagdes neutras
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DISCUSSAO




A incidéncia estimada por BIJUGSTAD, GOODMAN E FREED (2000), da AG
I, € de 1 caso a cada 30.000 nascidos vivos. O fato de termos observado uma alta freqiiéncia
de consangiiinidade pode ser uma indica¢do de que a freqiiéncia génica para mutacdes no

gene AGCH seja menor em nosso pais.

Embora entre nossos pacientes tenha sido observada, uma maior freqiiéncia de
pacientes do sexo masculino, isso provavelmente se deve ao pequeno nimero de casos,
visto que, sendo uma doenga de heranca autossdmica recessiva a propor¢ao entre os sexos
deveria ser igual. Apesar de ndo ser estatisticamente significativo, esse achado poderia ser
explicado pela maior gravidade clinica nos pacientes do sexo masculino, conforme descrita
por STRAUSS et al.(2003 a e b). Ele observou que os meninos apresentam um diferente
padrdao de expressdo dos receptores D1 e D2 e maior vulnerabilidade estriatal. Terfamos
entdo mais meninas assintomdticas ou oligossintométicas, que ndo estariam sendo
identificadas. Entretanto, em nossa amostra, apesar de uma das meninas (nimero 10)
apresentar o quadro neuroldgico mais brando, outra (nimero 2) ja apresentava o quadro
mais grave, o mesmo acontecendo com a paciente de nimero 5, que era irma de um menino

também afetado, e que apresentou um quadro mais grave em relacio a ele.

A distribuic@o de nossos pacientes diferiu em relagdo ao relatado na literatura,
no que se refere a apresentacdo clinica inicial. Dos 14 pacientes de nossa amostra, em nove
0 quadro clinico neuroldgico era de inicio insidioso. No entanto quando consideramos
apenas 0s pacientes com espectrometria de massa de dcidos orgénicos positiva, metade dos
pacientes apresenta a forma insidiosa, o que ndo diferiu significativamente (X2 = 3,333;
P=0,07) da proporcao observada por HOFFMANN et al. em 1996, que refere que 75% dos
57 pacientes avaliados retrospectivamente, apresentavam crise encefalopatica, e em 25%, o

inicio havia sido insidioso.

Discussao

107



Tabela 12-Achados clinicos referentes a forma de inicio, presenca de macrocrania e hiper-

hidrose em relagdo a literatura.

HOFFMANN 1995 KYLLERMAN 1994 NOSSA AMOSTRA

21 PACIENTES 12 PACIENTES 10 PACIENTES
FORMA DE INICIO CRISE 76% 50%

INSIDIOSA 24% 50%
MACROCRANIA 67% 25%
HIPERHIDROSE 35% 83% (5 DE 6)

A suspeita diagndstica referente aos quatro pacientes que ndo apresentavam
alteracdo na espectrometria de massa de dcidos orgéanicos foi baseada em alteragdes clinicas
e neuro-radiolégicas compativeis. HAWARTH et al. (1991) recomendam que o diagndstico
de AG I deve ser considerado mesmo em pacientes que aparentemente apresentam ECNE
(encefalopatia cronica ndo evolutiva), ou mesmo pacientes assintomdticos com
anormalidades de neuro-imagem tipicas da doenca. KYLLERMAN et al. (1994) em
publicacdo referente aos casos diagnosticados na Suécia e Noruega, recomenda que a
cromatografia de dcidos organicos deva ser realizada repetidas vezes, dada a alta taxa de

resultados falso-negativos.

HOFFMANN et al. em 1995, sumarizou os achados clinicos no curso natural
da doenca em 21 pacientes, observando a presenca de distonia em todos eles. STRAUSS
et al. em 2003 a, nos 57 pacientes estudados refere que em 74%, foi observado um quadro
grave de distonia e em 14%, a distonia era referida como de leve a moderada, e apenas 12

% dos pacientes ndo apresentavam acometimento motor.

Em relagdo aos nossos pacientes que apresentaram alteracdo bioquimica e
molecular, nove deles apresentavam quadro distonico grave, e 1 deles quadro leve. Sendo
que ndo foi observada distonia nos quatro pacientes que ndo tiveram a confirmagdo

diagndstica bioquimica e molecular. (tabela 13)
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Tabela 13-Achado de distonia em nossos pacientes em relacdo a Literatura

AUTOR/ANO DISTONIA GRAVE DISTONIA LEVE SEM DISTONIA
A MODERADA

HOFFMANN /1995 100%

21 pacientes

STRAUSS /2003 74% 14% 12%

57 pacientes

Nossa amostra 90% 10%

10 pacientes

Na andlise molecular, detectamos mutacdes ja descritas na literatura, que
seriam: G101R no éxon 4, R257W no éxon 7, A298T no éxon 8, e as mutagdes G391G,
R402W, V400M e A382T no éxon 10.

Encontramos duas mutacdes que ndo haviam sido relatadas previamente.

No éxon 7, na posicdo 749, observamos a substituicdo de uma timina por uma
guanina, que resultaria na troca do aminoécido leucina por arginina (L238R). Nesta mesma
posicdo, ja foi reportada em 2002, por LIN ef al.uma mutacdo que aparecia em heterozigose
em dois irmaos com quadro clinico grave. Nesse caso, a substituicdo foi de uma timina por

citosina, que ocasiona a troca do aminodcido leucina por prolina (L238P).

No éxon 8, posicao 954, foi observada a substituicio de uma guanina por uma
timina, que ocasionaria a troca de dcido glutdmico por asparagina na posi¢ao 306, sendo

nomeada G 306 N.

Por serem inéditas, seu seqiienciamento foi repetido nos dois sentidos, e
confirmada a alteracdo em ambos. No entanto, para se demonstrar se ela teria efeito

deletério, seriam necessarios estudos funcionais.

Entre mutacdes descritas, a de maior prevaléncia identificada foi a R402W, que
consiste na troca do nucleotideo citosina da posicdo 1240, por uma timina, ocasionando a
substituicdo do aminodcido arginina por triptofano. Essa mutacio € responsavel por 20%

dos alelos mutantes na Europa, conforme publicagio de GOODMAN et al (1998). Em

Discussao

109



2000, ZSCHOCKE et al. puderam observar que essa mesma mutagdo seria responsdvel por

40% dos alelos nos pacientes de origem alema.

Na avaliagdo molecular de 30 pacientes de origem espanhola, realizada por
BUSQUETS et al 2000 a, a prevaléncia da mutagdo R402W foi de 28%, sendo encontrada
uma mutacdo ainda mais prevalente, a A293T no éxon 8 em 30% dos alelos. Essa mutacdo

ndo foi encontrada em nossa casuistica.

BUSQUETS et al. publicou em 2000 b, a andlise molecular de sete pacientes
portugueses e seis italianos, cinco deles de publicacdes prévias (SCHWARTZ et al. 1998, e
ZSCHOCKE et al. 2000). Nesse estudo, a mutacdo mais prevalente observada foi a
R402W, em 11 de 26 alelos, o que corresponde a 42%. Em nosso estudo, 10 de 20 alelos

(50%) apresentaram essa mutacdo. (tabela 14)

Tabela 14-Incidéncia da mutacdo R402W na nossa amostra e em publicagdes prévias.

AUTOR/ANO POPULACAO ESTUDADA PORCENTAGEM
ENCONTRADA
GOODMAN et al. 1998 Européia 20%

5 publicacdes prévias
ZSCHOCKE et al. 2000 Alema 40%

48 pacientes

BUSQUETS et al. 2000a Espanhola 28%

30 pacientes

BUSQUETS et al. 2000b Portuguesa / Italiana 42%

13 pacientes

Nossa amostra Brasileira 50%

10 pacientes

BUSQUETS et al. em 2000a, correlacionou achados bioquimicos e
moleculares, observando que pacientes com algumas mutacdes (V400M, R227P, E365K),
mesmo em heterozigose composta, apresentavam uma excre¢ido urindria particularmente

alta de glutarato e 3 hidroxi-glutarato. Nosso paciente de nimero 3, heterozigoto para a
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mutagdo V400M, apresentou quadro bioquimico compativel com o descrito por

BUSQUETS, confirmando suas observacoes.

Os pacientes 6, 7, 8 e 9, nos quais ndo foram identificadas mutagdes
patogénicas na andlise molecular realizada no gene GCDH, podem ainda apresentar uma
mutacdo intronica, ndo identificivel pelo método utilizado. No entanto, correspondem aos
pacientes, nos quais, os exames de espectrometria de massa de 4dcidos orgédnicos foram
negativos para a AG I, apesar de apresentarem quadro clinico e/ou neuro-radiolégico
compativeis. Com isso € pouco provavel que esses pacientes tenham o diagnéstico de AG I,

nos levando a refletir se ndo haveria um outro diagndstico ndo identificado nesses casos.

Em sua publicacdo 2000, na qual ZSCHOCKE et al. apresentaram o método
que foi presentemente utilizado em nosso trabalho, com a técnica de SSCP seguida por
seqienciamento. Ele observou 100% de sensibilidade em seus 48 pacientes com
diagndstico confirmado pela andlise enzimdtica, ou seja, em todos os pacientes foi
encontrada mutacdo em ambos os alelos. Sua casuistica foi composta também por pacientes
com suspeita clinica de AGI, e estudo enzimdtico negativo, € nesses pacientes ndo foi

detectada alteracao molecular.

Em nossa amostra, entre os pacientes que apresentavam espectrometria de
massa de dcidos organicos positiva, a técnica de SSCP realizada inicialmente mostrou-se
capaz de triar o éxon mutado em apenas quatro pacientes (40%), pacientes 2, 4, 12, 13,

sendo observado resultado falso positivo nos pacientes 1, 8, 10 e 14.

Nao pudemos observar neste estudo uma correlacdo gendtipo-fendtipo pela
casuistica em numero restrito. No entanto, mesmo em grandes estudos, envolvendo um

maior nimero de pacientes, essa correlacdo nao foi encontrada.

Em nosso trabalho, pudemos observar a grande diferenca entre o quadro clinico
dos irmaos 4 e 5, que presumimos, teriam as mesmas mutagdes (a mutacdo neutra G391G
em homozigose, associada a mutacdo R402W também em homozigose). Diversas
publicacdes enfatizam a variabilidade clinica em irméos, por presumir que teriam a mesma
alteracdo genotipica. Desde 1977, quando GREGERSEN et al. publicou o relato de caso de
dois irmdos, com quadro clinico discordante. Diversos outros autores vém observando essa

heterogeneidade e reportando seus achados (AMIR et al. 1987, MORTON et al. 1991,
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ANIKSTER et al. 1996, RENNER et al.1997). BUSQUETS et al. em 2000a, observou um
par de irmdos, em que um deles falecera aos 2 anos por complica¢des da doenca, enquanto

0 outro permanecia assintomatico.

Esses resultados demonstram que, a heterogeneidade clinica e molecular da
aciduria glutdrica tipo I, ja descrita em publicacdes envolvendo populacdes européias,

também € observada na populagdo brasileira.
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CONCLUSOES




. A presenca de distonia € o principal sinal clinico da aciduria glutérica tipo I;
. A suspeita clinica é fundamental para o inicio da propedé€utica diagndstica;

. A suspeita clinica sem alteracdes bioquimicas ou moleculares indica menor
probabilidade da doenca, devendo-se continuar a investigacdo diagnéstica

para outras causas;

. O método de SSCP foi capaz de triar o éxon mutado em apenas 40% dos

pacientes;

. Nossos resultados indicam que o seqiienciamento seria um método de

andlise imprescindivel para o diagndstico molecular;
. A mutacdo R402W, ocorreu em nossa amostra em 50 % dos alelos mutantes;

. A distribui¢do das mutacdes em nossa amostra sugere que, para um estudo
molecular da acidiria glutérica tipo I na populacdo brasileira, deve-se iniciar

com a analise do éxon 10.
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CONSIDERACOES FINAIS
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. Estratégias de diagndstico
Campanhas informativas
Folhetos e palestras
Programas de triagem

Refor¢cam a prépria necessidade da triagem pela estimativa de incidéncia em

nossa populagdo

. Espectrometria de massa em tandem
. Busca ativa de casos

Em ambulatérios de neurologia

Em fichas de notificacdo compulséria de reagdo vacinal

Consideragdes Finais
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APENDICE I

B

"é, Universidade Estadual de Campinas
N\

.\1

UNIC

>

MP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: ACIDURIA GLUTARICA TIPO I, AVALIACAO CLINICA E
ESTUDO MOLECULAR DOS CASOS BRASILEIROS.

Responsaveis: Daniela Faroro Giovannetti, Denise Yvonne Janovitz Norato e
Carmem Silvia Bertuzzo- fone (19) 3788-8904

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado(a) a participar em um projeto de pesquisa envolvendo
portadores e familiares de individuos com aciduria glutdrica tipo I. A aciduria glutdrica tipo
I € um erro inato do metabolismo causado pela deficiéncia da enzima glutaril-CoA
desidrogenase. Seu curso clinico tipico caracteriza-se pelo inicio entre 6 e 18 meses de vida
através de quadro distonico tetraparético em graus variados apds episodio de stress agudo
(infeccioso ou ndo), ou mesmo de inicio incidioso desde os primeiros meses de vida.

O objetivo geral do estudo € estudar essa alteracdo ao nivel dos sintomas (clinico) e
do DNA (molecular). O sigilo serd mantido em todo o estudo através da utilizacdo de um
numero de c6digo para a identificacido dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que, se concordar em participar desse estudo, deverei responder a
perguntas a respeito dos antecedentes médicos e familiares de meu filho. Uma amostra de
sangue venoso serd colhida (8 ml, o equivalente a uma colher de sopa) de meu filho, para se
realizar o estudo molecular, no intuito de se identificar se ha e qual é a mutagdo responsavel
pela doenca. Hospitalizacdo ndo serd necessdria.

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 8 ml (o equivalente a uma colher de sopa) de sangue venoso serd
efetuada. Os riscos associados a esse procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e
manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto serd minimo pois
se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do braco que serd realizado por
profissional treinado e devidamente habilitado para realizar esse procedimento.

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a participacio de
meu filho nesse estudo, a ndo ser um diagndstico mais preciso, e a possibilidade posterior
de identificacdo precoce da doenga em familiares de risco. Para avaliacdo dos familiares em
risco, deve-se entrar em contato no telefone abaixo. Fui informado que logo que for
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detectada alguma alteracdo génica, serei comunicado, sendo que todas as conseqiiéncias
serdo devidamente explicadas. Em todos os individuos que forem detectadas alteracdes
génicas, serd oferecida toda a orientacdo genética. Qualquer duvida ou informacdo poderei
contatar a UNICAMP no tel. (019) 3788-8904 (Dra. Daniela).

SIGILO:

Eu entendo que toda informac¢do médica, assim como os resultados dos
testes genéticos decorrentes desse projeto de pesquisa, serdo submetidos aos regulamentos
do HC-UNICAMP referentes ao sigilo da informacdo médica. Se os resultados ou
informacdOes fornecidas forem utilizados para fins de publicacdo cientifica, nenhum nome
serd utilizado. Me foi garantido ainda que o DNA extraido do sangue do meu filho ndo serd
utilizado em protocolos e/ou pesquisas de natureza diversa a do proposto neste termo de
consentimento.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:
) Em caso de recurso, dividas ou reclamacdes contatar a secretaria do Comité
de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (019) 3788-8936.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participacio € voluntdria e que eu posso me recusar
a participar, ou retirar meu consentimento e interromper a minha participagcdo no estudo a
qualquer momento (incluindo a retirada da amostra de sangue), sem comprometer 0sS
cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no futuro HC-UNICAMP.

Eu confirmo que o (a) Dr. (a)
explicou-me o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos,
desconforto advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim como
compreendi esse formuldrio de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse
estudo.

Nome e Rg participante

Assinatura do participante Data
RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a
o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos que poderdo advir
do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma
copia desse formuldrio de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome e RG do pesquisador
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APENDICE I
FICHA DE AVALIACAO CLINICA - ACIDURIA GLUTARICA TIPO I

IDENTIFICACAO:

Nome:

Filiagao:

Data de nascimento:
Instituicao:

Registro na Institui¢do:

Médico Responsavel:

HISTORIA CLINICA:

Consanguinidade parental sim [ nao [
Se sim, qual o grau?

Recorréncia familial sim [ nao [
Se sim, qual o parentesco e nome do paciente

Intercorréncias gestacionais e/ou de parto

Desenvolvimento neuropsicomotor
inicial

Caracteristicas da doenca:

1. crise encefalopética sim [ nao [J
2. insidioso com distonia e ADNPM sim [ nio [J
Idade (em meses) na época da crise encefalopética

Idade (em meses) ao diagndstico
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Achados clinicos:

1. Discinesia sim [ nao L[
2. Distonia sim [J nio [J
3. Hipotonia sim [ nao [
4. Tetraplegia sim [ nao [
5. Macrocefalia ao nascimento sim [ nao [
6. Macrocefalia na infancia sim [ nao [
7. Suor excessivo sim [ niao [
8. Crises hiperpiréxicas sim [ nao [
Exames subsidiarios:
e Cromatografia de dcidos orgénicos sim [ nao [
Metabdlitos encontrados
e Dosagem enzimadtica sim [ nao [
Resultado
Achados neuro-radioldgicos:
1. Atrofia fronto-temporal sim [ nao [
2. Alteracdo de ganglios da base sim [ nao [
Data do inicio do tratamento e medicacoes usadas: __ /__/
1. Carnitina sim [ nao [
2. Riboflavina sim [ nao [J
3. Inhibidores do GABA sim [ nao [
4. Dieta especial sim [ nao [
Foi observada melhora com inicio do tratamento  sim [ nao [
Se sim, breve descricao da melhora
apresentada
Coleta de DNA do paciente: sim [ nao [

Se ndo, qual o motivo?
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APENDICE III-CORRELA(;A(’) DOS PACIENTES E SEUS NUMEROS DE
REGISTRO NO LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR DO
DEPARTAMENTO DE GENETICA DA UNICAMP.

PACIENTE REGISTRO
1-HGL 543/02
2-MOS 1865/03

3-AVDC 1250/03
4-HRS 1698/03
5-ZRS -
6-RVN 1687/03
7-GNR 1692/03

8-VMMV 1691/03
9-SSC 1690/03

10-ACVEM 1689/03

11- RRD 189/04
12- DSS 187/04
13- ML 188/04

14-JPMP 190/04
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