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Resumo

A Aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica (3HMG, McKusick:246450) € uma doenca
hereditaria do metabolismo final da leucina e da via cetogénica por deficiéncia de
actividade da enzima mitocondrial 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase (HL). E uma
doenca de transmissao autossémica recessiva, com prevaléncia mais elevada nas

populacdes Arabes e é a aciduria organica mais frequente na populagéo Portuguesa.

Normalmente manifesta-se durante o 1° ano de vida, com sintomatologia dominada
por vomitos, hipotonia e letargia, até quadros mais graves de convulsées, coma,

hepatomegalia ou quadros Reye-like.

O estudo bioquimico especifico com a avaliagdo do perfil de acilcarnitinas (sangue
seco em papel) e de acidos organicos urinarios permite o registo de padrdes
caracteristicos com elevacéo variavel das transaminases. O diagndéstico final é
confirmado pela determinagcdo da actividade enzimatica em leucocitos e fibroblastos

e/ou por estudos de biologia molecular para caracterizagao mutacional.

A abordagem terapéutica baseia-se na evicgéo do jejum, numa dieta controlada tanto
a nivel lipidico (dieta hipolipidica) como a nivel proteico (dieta hipoproteica, com
controlo de leucina) e suplementada em hidratos de carbono e aminoacidos
essenciais, para além de vitaminas e minerais adequados a idade e sexo;
complementarmente é utilizada terapéutica farmacoldgica que inclui a utilizagdo de

carnitina.

Palavras-Chave aciduria orgéanica; 3-hidroxi-3-metilglutarica; 3-hidroxi-3-metilglutari

CoA liase; quadros Reye-like; acidos organicos urinarios.
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Abstract

3-Hidroxy-3-Methylglutaric aciduria (3HMG, McKusick:246450) is a genetic disorder
that affects the final step of leucine catabolism and ketogenic pathways and it is
caused by deficiency of the mitochondrial enzyme 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA
lyase (HL). It is a rare autossomal recessive disease relatively common in Arabic
populations and the most frequent organic aciduria in the Portuguese population.
Generally appears during the first year of life with vomiting, hypotonia, lethargy, and
also with seizures, hepatomegaly or clinical manifestations similar with Reye-like
syndrome.

A preliminary diagnosis of HL deficiency may be indicated by an abnormal
acylcarnitines profile or by the caracteristic urinary organic acid profile wich include a
variable elevation of transaminases. The confirmation of HL deficiency requires direct
assay of the enzyme activity in leukocytes, fibroblast or liver biopsy. Molecular
diagnosis requires the analyses of the HMGCL gene.

The terapeutic is based on a diet restrict in protein (mainly leucine) and lipids, high in
carbohydrate content, with avoidance of fasting, and supplementation of carnitine,

vitamins and minerals and essential amino acids, ajusted to age and sex.

Key-Words: organic aciduria; 3- hydroxy-3-methylglutaric; 3-hydroxy-3-methylglutaryl

CoA lyase; Reye-like syndrome; urinary organic acids.
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1. Introdugao

A deficiéncia hereditaria da enzima mitocondrial e peroxisomal!” 3- hidroxi-
3-metilglutaril-CoA liase (HL) ¢ uma doenca autossémica recessiva rara®
que participa no metabolismo final da L-leucina”’ e na producéo de corpos
cetonicos® provenientes do metabolismo dos acidos gordos™.

Inicialmente descrita por Faul e colaboradores em 1976 ©®, trata-se de uma
aciduria organica de caracter panétnico®, com incidéncia elevada em
populagbées Arabes, representando cerca de 16% de todas as acidurias
organicas desses paises (7. 8 E a aciddria mais frequente na populacao
Portuguesa, nomeadamente na zona Norte do pais'".

A deficiéncia de HL é caracterizada por episddios recorrentes de
descompensacédo metabdlica ® durante os quais se observam sintomas de
hipoglicemia, hiperamonemia, acidose metabdlica acentuada e auséncia de
cetonuria’. Na maioria dos casos, estes sintomas aparecem durante o
primeiro ano de vida®. Formas tardias de apresentagdo inicial foram
reportadas durante o periodo de infancia e adolescéncia mas ndo em
adultos®.

Como manifestagdes clinicas, surgem durante o periodo neonatal, quadros
clinicos semelhantes ao sindrome de ‘Reye-Like’"" ', episddios agudos de
vomitos, letargia, hipoglicemias, hipocetose'®, convulsées, hepatomegalia e

hipotonia por vezes com apneia e coma®.
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1

Esta doenca apresenta um perfil cromatografico de acidos organicos
urinarios padrao'” caracterizado por uma elevagdo variavel das
transaminases bem como valores diminuidos de carnitina na sua forma
livre®, sendo uma doenca fatal em aproximadamente 20% dos casos

(1) Assim, é crucial um diagndstico precoce uma vez que se

diagnosticados
trata de uma doenca tratavel desde que seja instituida uma dieta
especifica.!V

A terapéutica nutricional consiste numa dieta restrita em proteina
(principalmente em leucina) e lipidos, rica em hidratos de carbono e
suplementada com carnitina’®. A administracdo nocturna de amido cri apos
o 1° ano de idade também faz parte do tratamento nutricional sendo
fundamental para a manutencao do equilibrio metabdlico e na prevencgéo de
hipoglicemias."® Desta forma, é possivel atingir um bom desenvolvimento

cognitivo e um crescimento de acordo com o recomendado (¢ 17,

1
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2

2. Definigao

A aciduria orgéanica 3HMG, é um erro hereditario do metabolismo final da
leucina e cetogénese ('® por deficiéncia da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril
CoA liase (HL).

Normalmente manifesta-se durante o primeiro ano de vida'® e apresenta-
se clinicamente como sindrome de ‘Reye-Like’” '% 29,

A prevaléncia da 3HMG é menor que 1/100,000 nados vivos, apesar de
muitas vezes ser confundida com morte subita e sindrome de Reye.?"

As causas da doenca sdo mutagdes no gene que codifica a enzima HMG-
CoA liase sendo as mutacdes E37X e V168fs(-2), comuns em individuos da

Peninsula Ibéria ancestrais® 22,

3. Genética

A aciduria 3-hidroxi- 3-metilglutarica (3HMG, McKusick: 2464650), € uma
doenca de transmissdo autossémica recessiva, afectando igualmente
individuos do sexo feminino e masculino.”®) E uma patologia frequente na
Arabia Saudita e na Peninsula Ibérica, onde duas mutagbes (122G>A e
109G>A) foram identificadas em 87% e 94% dos casos, respectivamente. Na
maioria dos paises, alguns individuos afectados apresentavam um nivel

elevado de heterogeneidade alélica.*"

2
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2

Trata-se de uma doenga causada por mutagdes no gene HL(HMGCL),
tendo os individuos geneticamente afectados pela deficiéncia desta enzima,
uma capacidade reduzida de producgéo de corpos cetdnicos. O gene HMGCL,
(Genomic Acession No. NT_004610.17), codificante da enzima mitocondrial
HMG-CoA liase esta localizado no cromossoma 1, entre a posi¢gao 1p36.1-
p35, entre FUCA1 e TCEBS3 e possui 9 exdes, 8 intrdes e 24,336 pares de
bases "),

Foram identificadas até a data 31 variagbes nos alelos do gene HMGCL,
das quais 29 sao mutacgdes e 2 sdo polimorfismos singulares de nucleotidos
(SNP’s) em 93 pacientes (tratando-se um deles de um aborto). "

Na regido codificante, as muta¢cdes missense sdo as mais frequentes,
estando incluidas as mutagdes H233R, R41Q, D42G e recentemente, a
mutacdo E279K, esta ultima bastante frequente entre a populagéo japonesa(s'
24) Seguidamente, encontram-se as muta¢des nonsense, entre as quais se
encontra a mutacdo G109T (‘mutacao mediterranica’). Esta mutagéo pode ser
responsavel pelo ‘aberrant splicing’ com trés variacbes de RNAm: uma com
o tamanho esperado, uma com delegcdo do exdo 2 e uma terceira com
delecdo dos exdes 2 e 3. ¢V

Puisac e coloboradores, propuseram um modelo 3D de estrutura (-a)s -
TIM Barrel - para a HL humana, no qual estudaram o efeito das dele¢cbes dos
exdes 2 e 2 e 3. Verificaram que o skipping do exéo 2 levou a perda da folha

B 1, e ado exdo 2 e 3 levou ao desaparecimento da a-hélice 1 e folhas 1 e

2.%% segundo Mir, a maior parte das mutagcdes missense identificadas estao
2
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4
localizadas nas folhas  que definem a cavidade interior. Defende ainda que,
ha mutacbes que impedem a catalizagdo pelo bloqueio da entrada da
cavidade interior da enzima, e consequentemente, ocorre a perda da
funcionalidade da mesma.®?

Seguem-se ainda, nas mutagcbes mais frequentes, as delecbes frameshit
ou insergcdes e grandes delegdes. As mutagdes estdo uniformemente
distribuidas ao longo das sequéncias genéticas, apesar de se observar algum
clustering no exao 2, o que o pode tornar num sitio critico para mutagées.(z”

Pié et al., idenficaram uma mutagdo em dois pacientes homozigéticos (um
portugués e um marroquino) relacionada com o exdo 2. Uma mutacgéo
nonsense foi identificada numa sequéncia rica em purina, no meio do exao 2
do gene HL: uma transversdo G-T que originou um coddao STOP UAA. A
proteina traduzida pelo RNAm com a mutacdo é uma proteina truncada
incapaz de catalisar a reaccdo enzimica da HL.®

Por sua vez Mitchell et al., observaram diversidade genética entre 9
pacientes arabes com deficiéncia de HL, 6 dos quais eram homozigoticos
para a mutagdo R41Q e 2 homozigéticos para a mutagao frameshit F30Efs(-
2). Em outros 32 pacientes néo arabes, identificaram mutagcdes deletérias nos
coddes 41 e 42: R41X, D42E, D42G e D42H, sendo estas mutacdes
responsaveis por uma diminui¢cao da actividade da enzima HL o,

Recentemente, foram publicadas as estruturas da enzima HL humana e
bacteriana, de forma a obter uma localizagdo mais exacta das mutagdes e

um melhor conhecimento dessas alteragdes na funcionalidade da enzima.®?*

4
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5
A estrutura em cristal confirma a presenga de um dominio adicional COOH
com importancia na estrutura e residuos da funcionalidade da enzima e
oligomerizacdo dos processos.®?"

O numero de casos de aciduria 3HMG na populagédo portuguesa é maior
que nas restantes populagdes europeias, tendo sido identificados pelo menos
14 casos em Portugal e 12 casos em emigrantes portugueses em todo o
mundo'”.

A mutacdo E37X (c.1096 G>T), localizada no exdo 2, inicialmente
reportada por Pié et al. € uma mutagdo comum na populagédo portuguesa e
brasileira com 3HMG, tendo sido uma das primeiras mutagcbes a ser
descoberta. Ha na literatura mais de 40 casos reportados com a mutagao
E37X, em individuos arabes e espanhdis. O levantamento da hipétese de que
esta mutacdo foi introduzida em Portugal durante as invasbes arabes na
Peninsula Ibérica no octagésimo centenario, é pertinente.* 2"

De acordo com um estudo desenvolvido por Cardoso et al., realizado em
familias n&o relacionadas da zona Norte de Portugal, 84% da populagéo alvo
possuia a mutacdo E37X nos cromossomas. A elevada frequéncia da
mutacédo torna util o desenvolvimento de uma confirmacéo molecular rapida e
especifica de novos casos com deficiéncia de HL em Portugal.

No entanto, coorelagbes gendtipo-fendtipo sdo dificieis de estabelecer,
uma vez que, a evolugédo da doencga parece mais relacionada com as causas

de hipoglicemia (jejum, infeccdes) do que com o gendtipo particular.”

5
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4. Apresentacao clinica e evolugao

A apresentagédo clinica da aciduria 3HMG aparece normalmente nos
primeiros dias ou meses de vida, embora possa haver casos
assimptomaticos até a adolescéncia.*”) Aproximadamente 30% dos doentes
tornam-se sintomaticos durante o periodo neonatal e aproximadamente 60%
entre os 3 e os 12 meses de idade.®

O quadro clinico mais evocado e comum é caracterizado por sintomas de
vomitos, hipotonia, convulsdes, hepatomegalia, letargia, entre outros. Cerca
de 10% podem evoluir até apneia e coma‘'® ?®. Esta apresentagao clinica é
mandatoéria em relagédo a evolugdo. Associadas a aciduria 3HMG, aparecem
também casos de cardiomiopatia fatal e sindrome de morte stbita infantil."

Do ponto de vista bioquimico, e em crise, 0 doente regista hipoglicemia
hipocet6tica e acidose metabdlica. Alteragdes hepaticas, hiperlactacidemia e
hiperamoniémia podem também ocorrer.

As crises agudas, tendem a ocorrer quando ndo ha ingestdo exdgena de
glicose (jejum) ou quando a metabolizagéo de glicose € excessiva (condi¢cdes

de stress metabolico, febre e exercicio).?! 2%

Sao, portanto, factores
precipitadores desta doenca situagdes de infecc¢ao, periodos prolongados de
jejum, de sobrecarga, de catabolismo e de vacinacgo ©?.

Segundo Gibson, o rastreio de doengas metabdlicas é um processo

sequencial que envolve a avaliagdo clinica do doente, determinacdo dos

niveis plasmaticos de carnitina, analise dos niveis de acidos organicos
5
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5

urinarios e estudos enzimaticos em culturas ou células periféricas isoladas.®"

O diagnéstico laboratorial de uma doenca metabdlica pode ser efectuado a
varios niveis: bioquimico, enzimatico e molecular.

O primeiro passo no diagnostico bioquimico deve ser a determinagédo dos
niveis de acidos organicos urinarios, que nesta doenca, tém um perfil
cromatografico caracteristico de niveis elevados de acidos: 3-hidroxi-3-
metilglutarico, 3- metilglutacénico, 3-hidroxi-isovalérico e 3-metilglutarico.!"*
%2) Este ultimo é derivado da hidrolise de 3-hidroxi- 3-metilglutaril CoA que se
acumula devido a deficiéncia da enzima HL. Trata-se de um metabolito
derivado tanto do catabolismo da leucina como da cetogénese, proveniente
da oxidacdo de acidos gordos.®® Durante crises agudas, o acido glutarico

pode estar elevado®® *¥, explicado pela inibicdo do metabolismo da enzima

glutaril-CoA desidrogenase pelos acidos 3-metilglutarico e 3-metilglutaconico

(10)

Para além da determinagcéo bioquimica dos acidos organicos urinarios, a
confirmacéo do diagndstico pode também ser efectuada pela determinagao
das acilcarnitinas: 3—-metilglutarilcarnitina e 3-hidroxiisovalerilcarnitina em
sangue seco em papel (cartdo de Guthrie).

Concentragbes elevadas de 3-metilglutarilcarnitina podem também ser
detectadas, associadas a uma excreg¢do urinaria aumentada dos &acidos
piravico, lactico e dicarboxilados.®” A excrecdo de 3-metilglutarilcarnitina
pode, em parte, explicar a deficiéncia secundaria em carnitina verificada

nesta doenca.¥
5
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Relativamente a concentragdo urinaria média do acido 3-hidroxi-3-
metilglutarico, esta, em doentes controlados, apresenta um valor médio de
130 mmol/mole de creatinina e em doentes em crise metabdlica o valor
médio pode elevar-se a 11,000 mmol/mole de creatinina.®®

Gibson e colaboradores, num estudo realizado em culturas de fibroblastos
e linfécitos, defendem que deve ser realizado um estudo enzimatico da
actividade da HL em qualquer doente que apresente excrecdes
continuamente acima do valor normal dos acidos organicos anteriormente
referidos.®?

Existem varias técnicas para o diagnostico da aciduria 3HMG, entre
elas, uma técnica n&o radioquimica, HPLC (High Performance Liquid
Cromatographic)®”, efectuada na urina, com detecgdo ultravioleta para
identificacdo e quantificacdo dos acidos organicos urinarios. Esta € uma
técnica que envolve a extracgédo da urina com acetato de etilo, desidratacao
dos residuos de extragdo e trimetilagdo. Os 4acidos organicos, sao
identificados através de uma lista com os indices de retencdo, sendo estes
comparados com o perfil cromatografico de acidos organicos urinarios de
individuos com acidurias organicas bem definidas.®* No entanto, esta técnica
nao é suficiente para se fazer a distingéo entre a aciduria 3-metilglutacénica e
a deficiéncia da HL.?®

Foi desenvolvida por Gibson et al., uma técnica na qual o substrato e o
produto eram separados por uma fina camada cromotografica em celulose.

Esta técnica tem como vantagens o facto de ser rapida e de ndo necessitar
5
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de uma coluna cromatografica ou espectofotometro, o que a torna acessivel a
qualquer tipo de laboratério desde que esteja equipado para radioisétopos.
Nesta, utilizaram para o estudo enzimatico, células como fibroblastos ou
linfécitos isolados do sangue dos doentes, de modo a proceder a
caracterizagao do perfil dos acidos organicos urinarios. A simplicidade desta
técnica é vantajosa tanto para o rastreio clinico como para o rastreio
metabodlico em laboratério, dado o aumento da frequéncia da aciduria 3HMG
em idade pediatrica.®®

Pospisolova et al., por sua vez, compararam duas técnicas de diagnostico
da aciduria 3HMG, a técnica de HPLC e espectofotometria. Foram analisados
os resultados da actividade da enzima HL em trés doentes com aciduria
3HMG e respectivos familiares. A actividade da enzima HL em culturas de
fibroblastos e/ou linfocitos dos individos em estudo encontrava-se abaixo dos
limites de detec¢cao dos métodos usados. Verificou-se que ambos os métodos
eram aplicaveis no reconhecimento de heterozigéticos das familias
afectadas, tendo este estudo tido um papel importante na expansao do
conhecimento da variabilidade genética da aciduria 3HMG.®®

Estudos comprovam que apos o tratamento com uma dieta restrita em
leucina, a excregédo de metabolitos da leucina diminui, no entanto, a excrecéo
dos acidos 3-metilglutaconico e 3-hidroxi-3-metilglutarico permanece elevada.
Desta forma, conclui-se que estes dois metabolitos sdo necessarios para o

diagnostico bioquimico da aciduria 3HMG®?.

5
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O diagnéstico enzimatico desta aciduria deve ser demonstrado em
linfocitos, leucocitos e/ou fibroblastos de tecidos como, figado, placenta ou
pele e por caracterizagdo mutacional do gene HMGCL": ® 3® que codifica a
enzima HL podendo esta ser util para a realizagdo de aconselhamento
genético de familias afectadas por esta doencga.*®

Segundo um estudo desenvolvido por Norman et al.,, no qual foram
quantificados os acidos organicos urinarios durante periodos de ingestao
alternada entre proteina e gordura, verifica-se que a ingestao de ambas
contribui para o aumento da excregéo dos acidos 3-hidroxi-3-metilglutarico, 3-
metilglutaconico, 3-metilglutarico e 3-hidroxi-isovalérico. Como conclusao
Norman et al. referem que este estudo sugere que crises agudas de

hipoglicemias sao melhor prevenidas por uma dieta restrita em proteina e

gordura.(?

5. Complicagdes associadas a doenga

Como complicagcbes desta doencga foram descritas por Muroi, o enfarte
cerebral no periodo neonatal e episddios recorrentes de pancreatite durante a
adolescéncia.®® Sintomas de hiperamonemia sdo variaveis, © explicados
pelo aumento de protedlise devido & falta de corpos cetonicos?". A auséncia
de cetonuria observada nestes doentes® ¢é explicada pela auséncia da
enzima que possui um papel fundamental na sintese de corpos ceténicos

(4cido acetoacético e 3-OH-butirico).('”

9
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Na auséncia de glicose para suprir as necessidades metabdlicas, o
organismo recorre ao acetoacetato e 3-hidroxibutirato para obtencdo de
energia para o cérebro.?” Os corpos cetdnicos sdo também substrato da
sintese de lipidos como o colesterol na mielina.

E frequente o aparecimento de lesdes e multiplos focus de
hiperintensidade anormal na substancia branca cerebral, muitas vezes
acompanhada por atrofia cerebral sendo detectada por ressonancia
magnética cerebral em doentes com deficiéncia de HL né&o

(29, 33, 40) Recentemente, foi descrito o envolvimento da

assimptomaticos.
3HMG com um caso de uma proeminéncia do tracto corticoespinal, sendo
ainda desconhecido o envolvimento desta doenca no cérebro®”) . Existem
dois estudos que procederam ao estudo histoldégico de pacientes afectados
com a aciduria 3HMG, e em ambos se verificou a degeneragéo espongiforme
e gliose como principais manifestacdes neurolégicas“" 2. Van der Knapp,
baseado nas suas experiéncias considerou a hipomielinizacdo e a gliose
como factores hipotéticos que contribuem para alteragbes na substancia
branca cerebral.*®) Uma vez que estes doentes n3o conseguem metabolizar
a cadeia carbonada da leucina nem produzir corpos cetonicos em resposta a
um periodo prolongado de fome®”, a leucina pode provocar danos
cerebrais.“*) Quando tratada precocemente, as lesdes cerebrais podem, em
alguns casos, ser reversiveis®. A deficiéncia da 3HMG foi também associada

ao sindrome de Usher tipo |, ou sindrome de VATER."* 4°)
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Assim, a aciduria 3HMG deve ser considerada em criangas aparentemente
saudaveis e com um desenvolvimento neurolégico normal mas que
apresentem convulsbées sem causa determinada, devendo ser efectuados
exames de ressonancia magnética.®”

Em suma, o prognostico destes doentes esta normalmente dependente do
quadro inicial e suas repercussdes neuroldgicas. Pode evoluir de forma fatal,
mas se o diagnéstico for precoce e se houver adequacdo de atitudes
(farmacolbgicas e dietéticas) e houver contolo nas descompensagdes, 0

progndstico sera favoravel.

6. Metabolismo

Entende-se por aciduria organica, a acumulagao de acidos organicos nos

liquidos biolbégicos, com alteragcdo das vias bioquimicas intracelulares e do
RPN (15)
equilibrio acido-base.

Individuos afectados pela aciduria 3HMG sofrem de alteragbes em duas
areas do metabolismo. Primeiro, sdo incapazes de metabolizar por completo
a cadeia carbonada da leucina, e segundo, ndo produzem corpos cetonicos
em reposta a um periodo prolongado de jejum.(‘”)

A enzima HL funciona como componente do processo de catabolismo da
leucina da maior parte das mitocondrias. No figado, tem a func&o adicional de
23)

sintese de corpos cetdnicos, acido acetoacético e acido 3-hidroxibutirico.!

A enzima HMG-CoA liase de 31,6 kDa, encontra-se na matriz mitocondrial,
9
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forma um homodimero pela ligacdo dissulfito entre o aminoacido Cistina®* e

(1, 48)

a porcéao terminal C da proteina , € catalisa a clivagem do catido divalente

da HMG-CoA liase em acetil-CoA e acetoacetato® *°

, reaccédo fundamental
na cetogénese. Esta é responsavel pela manutencdo da energia necessaria
aos tecidos extrahepaticos, especialmente durante o jejum ou fome. A
reaccdo é também importante no catabolismo da leucina. Reaccgbes
semelhantes sdo catalisadas pela familia de enzimas da HL, sendo a
Arginina*' um residuo das HMG-CoA liases. A mutagao deste residuo (R41Q)
traduz-se em acidtria 3HMG.*?

A clivagem de HMG-CoA liase requer a presenga de um catido divalente
tal como Mg?* ou Mn?* e um componente tiol, como a glutationa e, trata-se de
uma clivagem irreversivel.?® Os catides divalentes formam a ligagdo entre o

233 Asparagina®?

substrato e a proteina alvo.®" Aminoacidos como a Histidina
e Glutamato’® foram propostos como suporte na ligacdo do divalente a
proteina. Por sua vez, os aminoacidos, Asparagina*?, Histidina?*® e Cistina®®®
s30 importantes para a eficiéncia catalitica.**’ Um estudo desenvolvido por
Roberts e colaboradores, teve como conclusdo o facto de pequenas
muta¢des na enzima HL, nomeadamente no aminoacido Histidina®®®, serem
suficientes para se observarem as manifestacdes clinicas desta doenca.®”
Este é considerado o aminoacido principal na catalise da HMG-CoA liase, e
na estrutura da enzima, esta localizado na folha -7, atras da cavidade do

substrato. O desenvolvimento de estudos mutacionais em doentes com

aciduria 3HMG permitem a detecgao de residuos que sao importantes para a
9
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actividade da enzima HL.®"

A HL humana é sensivel a oxidacao, revelando um aumento da actividade
em condi¢cdes reduzidas, e possui um pH éptimo de 9. Wanders et al.,
observaram que uma significativa actividade da enzima HMG-CoA liase &
melhorada em concentragdes elevadas de sulfidril e do catido divalente.®”
Em condigbes oxidativas, a enzima pode formar um dimero de dois
monomeros idénticos ligados por uma ponte dissulfito, e a sua actividade é
perdida.®?

Embora a maior parte da enzima HL se encontre nas mitocéndrias, 16-
20% esta localizada também nos peroxisomas®?, sendo o seu papel aqui
ainda desconhecido. Sabe-se no entanto que, o pH da HL peroxisomal &
mais alcalino e possui uma maior massa molecular que a HL mitocondrial.®*
Pensa-se que a HL peroxisomal podera estar envolvida na sintese de

colesterol ou na degradacéao de acidos gordos de cadeia Ionga(2”.

7. Tratamento

Fase aguda

Na aciduria 3HMG, a hipoglicemia € considerada uma emergéncia médica,
uma vez que o cérebro se encontra privado da fonte de energia, proveniente
tanto de glicose como de gordura (corpos ceténicos). ©

Uma privagcéo prolongada do aporte de glicose ao cérebro pode levar a

danos cerebrais irreversiveis®, pelo que é essencial a aplicacdo de medidas
9
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de suporte gerais e rapido restabelecimento da glicemia e da acidose*?,

administrando altas doses de glicose por via intravenosa.®®

A nivel nutricional, ha portanto, de acordo com o caracter de urgéncia ou
semi urgéncia do doente, diferentes intervencgdes nutricionais.

Em regime de urgéncia, a intervencgéo nutricional baseia-se num elevado
aporte de hidratos de carbono (administracdo intravenosa ou entérica
continua), juntamente com restricdo proteica total e lipidica da dieta, o que
resulta num aumento do aporte calérico, importante para manutencdo do
doente em anabolismo. A terapéutica farmacoldégica com carnitina permite
uma adequagao com evolugdo.

A administragdo de bicarbonato durante as crises agudas, resulta numa
rapida correcgdo do estado metabolico.® 2" Nestas condices é necessario o
rapido restabelecimento do estado metabdlico do doente.

Sendo assim, em situacao de urgéncia, como medidas gerais de suporte
considera-se a estabilizagdo hemodinémica, hidroelectrolitica e equilibrio
acido-base.

Uma vez realizado o plano inicial de avaliagcdo, no qual é efectuada uma
cuidada avaliagao clinica, incluindo a avaliacdo da presséo arterial e da
escala de coma de Glasgow (ainda que o doente nao apresente sinais de
encefalopatia) devem ainda ser realizadas varias analises, especificamente
ao pH na gasometria, determinacao da glicemia e ureia e electrolitos.

Quanto a intervencéo, esta deve ser baseada na situagéo clinica do

doente, de forma a ser tomada a decisdo do melhor modo do doente ser
9

Patricia Costa 2008/2009
9



Intervenc&o Nutricional na Aciduria 3-Hidroxi-3-Metilglutarica 99

9
tratado. Relativamente a intervencgéo terapéutica, os factores que influenciam
a decisdo incluem a situacgao clinica do doente bem como a histéria clinica do
mesmo (historial de crises agudas).

Se o doente se encontrar clinicamente estavel, este deve ser tratado por
via oral, ndo descuidando uma avaliagdo constante do mesmo. Se pelo
contrario, o doente se encontrar clinicamente instavel, deve ser tratado por
via intravenosa. Em caso de duvida, deve recorrer-se a via intravenosa. ¢4
Em regime de semi-urgéncia, € importante o ensino/treino familiar no
reconhecimento de situagbes de febre, vacinagdo entre outras, de modo a
actuar preventivamente. A administracado oral de liquidos agucarados, um
aporte proteico e lipidico restrito e um aporte calérico aumentado por hidratos
de carbono sdo medidas preventivas ou de inicio de sintomatologia. Nestas

situacbes, recomenda-se uma vigilancia de evolugdo (clinica e analitica) e

posteriormente, a retoma progressiva da dieta anterior.

a) Via Oral

Se o doente se encontrar clinicamente estavel e sem vomitos a opcao da
via oral é viavel. Note-se que em alguns casos pode ocorrer precocemente
a recusa em beber, pelo que nestas situacdes, se deve recorrer a uma
sonda nasogastrica, evitando assim a via intravenosa.

No caso de existirem vomitos e/ou diarreia devem ser adicionados a
bebida, electrdlitos, utilizando misturas de rehidratagcdo standard segundo

as indicacbes do fabricante da mistura em questao.
9
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b) Via Intravenosa

Se o doente se encontra clinicamente instavel, deve-se administrar
solugbes de glicose (2ml/Kg de glicose a 10% ou 1ml/Kg de glicose a 20%).

No caso de uma ma circulagdo periférica do doente ou se este se
encontrar em estado de choque, deve administrar-se imediatamente 20 ml/Kg
de solugao salina normal em bélus. A administracdo deve ser repetida se a
ma circulagdo periférica persistir. Se esta pelo contrario, cessar, deve-se
administrar 5 ml/Kg/h de glicose a 10% até que a solucao salina 0,45% /
glicose a 10%, seja atingida.

E portanto essencial calcular o défice, o regime de manutengdo e a
preparacao dos liquidos intravenosos. O défice é calculado mediante os
sinais clinicos caso nao se disponha do peso recente. Ja o regime de
manutengcdo € calculado a partir de uma férmula usada para calcular o
volume diario de liquidos de manutengcdo 100ml/Kg até 10Kg, 50ml/Kg para
os seguintes 10Kg e 20 ml/Kg para o peso restante. Deve utilisar-se o peso
calculado rehidratado. Assim, deve-se descontar o liquido ja administrado do
total para as primeiras 24 horas.

Uma vez calculado o défice e o regime de manutengdo, deve ser
administrado durante as seguintes 6 horas, 1/3 do total preparado para as 24
horas, e o restante para as 18 horas posteriores.

Pode ser efectuada a adicdo de potassio, se necessario, quando
normalizada a producdo de urina e conhecida a concentragdo plasmatica de

potassio.
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No caso de uma acidose metabdlica marcada, pode adicionar-se bicarbonato
de sédio (pH for inferior a 7,1 ou se o pH piorar rapidamente ou se o défice
de bases for > a 15mmol/L).
Deve ser efectuada a correccdo de metade do défice [0,15 x peso x défice de
bases (mmol/L)] mmol de bicarbonato de sédio durante pelo menos 30
minutos. 1ml de bicarbonato de sédio a 8,4% contém 1mmol, no entanto, a
solucado deve ser diluida de 1:5 de glicose a 5%. Os valores de ureia,
electrélitos, pH e gases sanguineos devem ser a este ponto avaliados. Como
normalmente a acidose metabdlica é restituida rapidamente, ndo ¢é
necessario repetir a dose de bicarbonato de sodio.

Eventualmente podem ocorrer situagdes de hiperglicemia. Se a glicose for
> a 14mmol/L (252mg/dL) e houver glicosuria, deve-se iniciar uma infusao de

insulina.

c) Avaliagao/Monitorizagao
Deve ser efectuada em cada 4 a 6 horas, incluindo a avaliacdo da pressao
arterial e da escala de Glasgow e analises sanguineas (pH na gasometria,

ureia e electrolitos)

d) Reintroduc¢ao da alimentagao oral
Deve ser efectuada o mais rapidamente possivel, quando o doente estiver

consciente e sem vomitos. Aqui, € importante a intervencdo da

nutricionista do local %

9

Patricia Costa 2008/2009
9



90 Intervenc&o Nutricional na Aciduria 3-Hidroxi-3-Metilglutarica

9

A Longo Prazo

Segundo Giovaninni, a intervencao terapéutica nutricional deve ser o
caminho de eleicéo para o tratamento de doencgas inatas do metabolismo. De
acordo com o tipo de doenga, a intervencao nutricional pode ser direccionada
para trés objectivos: restricao dietética (total ou parcial) de um ou mais
nutrientes que podem tornar-se ‘toxicos’ pela deficiéncia enzimatica;
suplementacao de um nutriente que esteja em défice; eliminagao, através da
dieta ou da utilizacdo de farmacos de um nutriente ‘toxico’ que esteja
acumulado.

A eficacia da terapéutica nutricional deve ser determinada por continuas
avaliagdes clinicas e bioquimicas, assim como, por uma monitorizagao
constante da dieta de modo a prevenir subsequentes deficiéncias
secundarias.®®

Assim, é fundamental o treino dos pais e parentes proximos na preparagéao
das refeicbes da crianga com 3HMG, uma vez que é importante a precisdo na
restricdo do aminoacido ‘toxico’.”

As recomendagdes do tratamento para a aciduria 3HMG, a longo prazo,
consistem numa restricdo proteica, com restricdo de proteinas naturais,
nomeadamente a leucina- e lipidica, de forma a evitar o catabolismo proteico
e a lipdlise, respectivamente. E no entanto importante a obtengdo de um

equilibrio nestas medidas, para isso recorre-se a um fornecimento minimo de

aminoéacidos essenciais e de acidos gordos essenciais como DHA. E ainda
9
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recomendado um aporte energético aumentado, derivado a hidratos de
carbono sendo importante a adequagao da carga caldrica do individuo; a
eviccdo de jejum com o fraccionamento de refeicbes e administragdo de
amido (em idades superiores a 1 ano); suplementagdo/adequagdo com sais
minerais e vitaminas (suplementacao per si) e terapéutica farmacolagica com
carnitina.

Estas recomendacdes sao geralmente eficazes na prevencédo de

619 ¢ a longo prazo. Constata-se que & medida que

descompensagao aguda(
as criangas com aciduria 3HMG véao crescendo, a incidéncia de crises de
hipoglicémicas vao diminuindo“” o que leva a um normal desenvolvimento e
crescimento, sem danos neurolégicos.!'® 4¥

A restricdo de gordura (fonte de acetil-CoA, precursor dos metabolitos
elevados) tem demonstrado ser mais eficaz que a restricdo em proteina na
reducado da excrecdo de metabolitos da aciduria 3HMG.*)

Segundo Norman, tanto o aporte de leucina como o de gordura contribuem
para aumentar a excrecdo de acidos organicos urinarios da aciduria
3HMG.™®

E importante evitar o jejum, uma vez que provoca hipoglicemia e promove
a oxidagao de acidos gordos, pois a acetil-CoA formada nesta situagdo nao
pode ser metabolizada a corpos cetonicos em virtude da deficiéncia da HL.
Além disso, a partir da acetil-CoA, ocorre o aumento da producdo de HMG-

CoA, pela 3-hidroxi-3-metil-glutaril sintase."® %)
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De acordo com Thompson, tanto a mobilizacdo de proteina como a
oxidacao da leucina, como a excrec¢ao urinaria de metabolitos da leucina sao
importantes na descompensacdo metabdlica, apresentando durante a
infeccdo, valores aumentados. Por sua vez, em periodos de jejum, a
oxidagcdo da leucina nao sofre alteracbes e o catabolismo proteico diminui,
apesar de excregbes urinarias de metabolitos da leucina aumentadas. Estes
resultados indicam que a mobilizagcdo de proteina e a oxidagdo da leucina
desempenham importantes papéis na descompensacdo metabdlica apenas
durante a infeccdo. E entdo provavel que, este aumento de metabolitos
verificado durante o jejum, ocorra primeiramente pelo catabolismo dos acidos
gordos, demontrando-se a importancia deste substrato na descompensagao
metabdlica na aciduria 3HMG.®®

O acetil-CoA proveniente da oxidacdo de acidos gordos nao pode ser
metabolizado a corpos cetonicos devido a deficiéncia da enzima 3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA liase. Em vez disso, acetil-CoA €&, em parte metabolizada em
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA, o que resulta num nivel elevado de metabolitos
e acidose metabolica.?®

Foi descrito num estudo elaborado por Roe et al. que, inumeros doentes
com 3HMG possuiam um nivel elevado de acidos organicos urinarios
associados a valores de carnitina livre diminuidos, o que sugere a
importancia da suplementacdo em carnitina juntamente com a restricdo
dietética.” Roe identificou também um novo metabolito que caracteriza a

aciduria 3HMG, designado por 3-metilglutarilcarnitina, o que sugere a
9
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importancia da inclusdo de carnitina na terapéutica dietética desta aciduria.®
A identificagdo de compostos de acilcarnitina em diversas acidurias
organicas, indicam que a carnitina representa uma significativa via alternativa
para a eliminacéo de compostos toxicos intermediarios que acumulam devido
a deficiéncia da enzima.

A suplementagdo com carnitina pode ser adequada para prevenir o
desenvolvimento de deficiéncia em carnitina, no entanto, ndo € um meio
eficaz de remocgédo de um elevado nivel de metabolitos. 23) Como resultado
da terapéutica nutricional, verificou-se a diminuicdo da excregcdo de acidos
organicos urinarios e niveis normais de carnitina. Paralelamente, verifica-se
que esta terapéutica previne o aparecimento de novas crises metabdlicas e
que a maioria das criangas se desenvolve normalmente e sem danos
neurolégicos. 33

E importante salientar que, a acidiria 3HMG é uma doenca tratavel. No
entanto, danos neurolégicos permanentes, tais como atraso mental ou até

morte*®)

, podem ocorrer posteriormente a episodios de hipoglicemia em
doentes nado diagnosticados ou n&o tratados adequadamente.®
Assim, &€ essencial manter um bom controlo metabdlico para assegurar um

prognéstico favoravel.
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8. Diagnostico Pré-Natal

O diagnostico Pré-Natal da aciduria 3HMG é efectuado pela anélise dos
acidos organicos urinarios, especificamente, pela elevacdo dos acidos 3-
hidroxi-3-metilglutarico, 3-metilglutaconico e 3-hidroxi-isovalérico. A analise é
realizada na urina materna ou no liquido amnidtico, entre as 23 semanas de
gestacdo e o parto. O acido 3-metilglutacénico é o metabolito que se
encontra mais elevado (cerca de 140 mmol/mol creatinina). Nao é contudo
linear, a etapa gestacional na qual é possivel fazer um DPN fiavel, dai ser
preferivel, tal como acontece com outras acidurias orgénicas, realizar o
estudo quantitativo dos metabolitos em questdo no liquido amnidtico. A
enzima HL tem sido identificada em culturas normais de amnidcitos,
indicando que o diagnédstico pré-natal pode ser realizado por determinacgéo
dos niveis de enzima em liquido amniético.®)

A deficiéncia da HL pode ainda ser diagnosticada in utero através do
estudo enzimatico em cultura de fibroblastos. % )

A confirmagéo do diagnéstico requer um ensaio directo da actividade da

%) fibroblastos®®” da pele, placenta ou figado. A

enzima em leucocitos!
actividade da enzima HL foi também testada em culturas de amnidcitos de
vilosidades corionicas® ®). Ja o diagnostico molecular requer a analise do
gene HMGCL.?"

A aciduria 3HMG, actualmente, € uma doencga integrada no teste de triagem

neonatal (Teste do Pezinho) desde 2006, sendo efectuado em sangue seco
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colhido em papel e efectuada a determinagdo do perfil de acilcarnitinas,
encontrando-se estas alteradas. O perfil de acilcarnitinas € importante no
controlo da doenca. A integracdo desta doenca em testes de triagem
neonatal, leva a diminuicdo de episodios de decompensacao, por adequagao
da terapéutica nutricional, com uma abordagem mais especifica e precoce da
doencga.!"?

E ainda de salientar a importancia do diagnéstico dos erros inatos do
metabolismo em criangas que apresentam quadros de descompensacéo
metabodlica no periodo neonatal, muitas vezes mal diagnosticados, e que
quando ndo tratados adequadamente podem levar a morte ou a sequelas
graves e irreversiveis. Desta forma, o diagnoéstico precoce, determina uma
diminuicdo das complicacbes associadas a doenca e fornece aos pais

informagao sobre a possibilidade de ter outro filho afectado. '
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9. Recomendagdes Nutricionais

Evitar longos periodos de jejum ao
Evitar hipoglicemias longo do dia, ingerindo alimentos de
4 em 4h;

Evitar o jejum nocturno.

Controlo quantitativo de leucina na

dieta;

Controlo de alimentos ricos em
proteina (ex: carne, leite e derivados,

entre outros);
Restricao proteica e lipidica utros);

Incluir na dieta produtos

hipoproteicos;

Vegetais e frutas devem ser ingeridas

em quantidades contabilizadas.

Aumento do aporte de hidratos de Utilizagdo de dextrinomaltose e/ou
carbono amido cru
Suplementagdo com carnitina 9
9
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10. Conclusao

Conclui-se assim, que a aciduria 3HMG, é uma doenga com uma
sintomatologia inespecifica e intermitente, dai ser importante o padréo clinico
e bioquimico inicial para orientagdo do diagnéstico.

O perfil de acidos orgéanicos urinarios, obtido por GC-MS, é em situagbes de
crise, orientador, e importante para a confirmacao do diagndstico.

A sensibilizagdo dos clinicos € essencial para o rastreio desta patologia em
situagcbes de risco, sendo importante o registo simultdneo da glicemia e
corpos cetonicos urinarios no momento do exame inicial antes de adoptar
qualquer atitude terapéutica.

Uma dieta nutricionalmente controlada associada ao controlo de periodos de

descompensacéo, leva a uma evolugao favoravel do doente.
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Anexo 1

Fig 1. Representacao da estrutura da HMG- CoA liase Humana;

Retirado de Casals, N. et al. J. Biol. Chem. 2003;278:29016-29023
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Anexo 2
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Fig 2 : Perfil cromatografico de acidos organicos urinarios
caracteristico da aciduria 3HMG.

Retirado de Roe, C. R. et al. J. Clin.Investigation.1986;77: 1391-1394
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Anexo 3
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Fig 3: Origem dos metabolitos na aciduria 3SHMG.

Retirado de Roe, C. R. et al. J. Clin.Investigation.1986;77: 1391-1394
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Anexo 4
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Fig 4: Formagao de corpos cetonicos, acetoacetato, 3-hidroxibutirato e
acetona a partir de acetil-CoA

Retirado de Norman, E. J. et al. Clin. Chemi.1982; 28/1:137-140
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Anexo 5
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Fig 5: Via metabdlica do catabolismo da Leucina.

Retirado de Gibson, K. M. et al. Clin. Chem. 1990; 36/2: 297-303
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