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RESUMO

Introducdo: Pacientes portadores de Homocistinuria Classica (deficiéncia da cistationina-f-
sintase) apresentam elevados niveis plasmaticos de homocisteina.A terapia preconizada para
este erro inato do metabolismo baseia-se na administracdo de vitaminas (B6, B12 e folato)
juntamente com uma dieta hipoprotéica. O objetivo desse estudo foi investigar os niveis
plasmaticos de homocisteina, metionina e demais aminoacidos em pacientes homocistiniricos

submetidos a terapia.

Meétodos:Para a realizacdo do estudo foram selecionados8 pacientes homocistinaricos do
Servico de Genética Médica (SGM) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). A
dosagem de homocisteina no plasma foi realizada por Espectometria de Massas em Tandem
(LC-MS/MS) e os demais aminoacidos foram analisados porCromatografia Liquida de Alta
Performance(HPLC).Os resultados encontrados foram comparados com um grupo de
individuos controlesaudaveis previamente selecionado. Todas as analises estatisticasforam
executadas usando o software SPSS (“StatisticalPackage for the Social Sciences”).
Resultados: Os valores encontrados para a dosagem de homocisteina (128,20 + 119,2
pumol/L; média £ desvio padrdo), metionina (183,4 = 154,4 umol/L; média + desvio padréo),
glutamato (27,15 + 13,69 umol/L; média + desvio padrao) e glutamina (576,3+131.8umol/L;
média + desvio padrdo) apresentaram diferenca estatisticamente  significativa
guandocomparados ao grupo controle.

Conclusdo:Os resultados encontrados neste estudo permitiram sugerir uma provavel baixa
adesdo ao tratamento proposto por parte dos pacientes homocistinaricos estudados, bem como
possiveis alteracOes relacionadas a atividade da enzima glutaminase, responsavel pela
conversdo de glutamina e glutamato. Esses achados demonstram a importancia do presente
trabalho, sugerindo dessa forma, estudos posteriores referentes a uma avaliagdo na
concentracdo sanguinea dos agentes terapéuticos nos pacientes, bem como a investigacdo da

atividade da enzima glutaminase na homocistindria.

Palavras-chave: homocisteina; metionina; cistationina —B- sintase; aminoacidos; vitamina B6;
vitamina B12; folato.



ABSTRACT

Introduction: Patients with Classic Homocystinuria (cystathionine-p-synthasedeficiency)
have elevated plasma levels of homocysteine. The therapy recommended for this inborn error
of metabolism is based on the administration of vitamins (B6 , B12 and folate) together with a
low protein diet. The aim of this study was to evaluating the aminoacid profile of
homocistinaria patients undergoing therapy, analyzing homocysteine, methionine and other

aminoacids, plasma levels.

Methods: Eight patients with Homocystinuria were selected from Genetic Medical Service
(SGM) from Porto Alegre Clinical Hospital (HCPA). Plasma homocysteine measurement was
done by tandem mass spectrometry (LC- MS / MS) and the remaining amino acids were
analyzed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The results were compared
with a healthy control group of individuals previously selected. All statistical analyzis were
performed using SPSS software (" Statistical Package for Social Sciences").

Results: Homocysteine (128,20 + 119,2 umol/L; mean + standard deviation), methionine
(183,4 £ 154,4 umol/L; mean * standard deviation), glutamate (27,15 + 13,69 pmol/L; mean
+ standard deviation) and glutamine (576,3 + 131,8umol/L; mean * standard deviation) levels

in patients showed a statistically significant difference when compared to the control group .

Conclusion:The results of this study allowed to suggest a likely poor adherence to treatment
proposed by the homocistystinuric patients studied and possible changes related to the activity
of glutaminase enzyme responsible for the conversion of glutamine and glutamate. These
findings demonstrate the importance of this study suggesting thereby further studies related to
the evaluating of the blood concentration of therapeutic agents in patients, as well as the

investigation of the enzyme glutaminase activity in Homocystinuria.

Keywords: homocysteine; methionine; cystathionine —p-synthase; aminoacids; vitamin B6;
vitamin B12; folate.






LISTA DE ABREVIATURAS

ALA — Alanina

AVC — Acidente Vascular Cerebral

CBS — Cistationina j3- sintase

EIM — Erro Inato do Metabolismo

FAL — Fenilalanina

GLI - Glicina

GLN — Glutamina

GLU — Glutamato

HC — Homocistindria Classica

HCI — Homocisteina

HCPA — Hospital de Clinicas de Porto Alegre

HH — Hiper — Homocisteinemia

HPLC —Cromatografia Liquida de Alta Performance
ILEU — Isoleucina

LC-.MS/MS — Cromatografia Liquida com Espectrometria de Massas em Tandem
LEU — Leucina

LIS — Lisina

MET — Metionina

ORN — Ornitina
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SER — Serina
TIR — Tirosina
TRP — Triptofano

VAL - Valina
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INTRODUCAO

Hiper-homocisteinemia (HH) caracteriza-se pela elevacdo plasmatica do aminoéacido
Homocisteina (HCI), tendo como origem fatores patolégicos, fisioldgicos, mas
principalmente fatores genéticos e nutricionais. A Homocistinuria Classica (HC) é definida
como uma desordem metabdlica, cuja principal causa se deve a deficiéncia da enzima
cistationina-p-sintase(CBS), considerada a segunda principal aminoacidopatia tratavel?.
Outras alteracBes enzimaticas e funcionais podem estar relacionadas a diferentes formas de
HH, dentre as quais: deficiéncia das enzimasmetilenotetrahidrofolatoredutase (MTHFR) e
metionina sintase (MS),bem como defeitos no metabolismo intracelular de cobalamina®.
Como consequéncia do bloqueio enzimatico, portadores de deficiéncia de CBS apresentam
um actmulo de HCI, Metionina (MET) e uma variedade de outros metabdlitos, os quais

podem ser excretados através da urina®*°,

Essa desordem metabdlica foi primeiramente descrita por Carson e Neill®(1962) e mais tarde
por Gerritsen e colaboradores’ (1962), que a definiram como um erro inato do metabolismo
(EIM) de transmissdo autossOmica recessiva, e que apresenta incidéncia na deficiéncia
homozigdtica estimada em 1 para cada 335.000 nascimentos®®.Individuos portadores dessa
anormalidade bioquimica, ao nascimento, apresentam-se normais e, se ndo tratados,
desenvolvem progressivamente os principais achados e sintomas fisiopatologicos, como:
luxacdo das lentes oculares, retardo mental, transtornos psiquiatricos, crises
convulsivas,anormalidades  esqueléticas  (altura e comprimento  excessiva  dos
membros),osteoporose e tromboembolismo®>°. Devido ao aminoacido HCI apresentar efeito
pré-aterogénico e pro-trombotico, o aumento do risco de acidente vascular cerebral (AVC)
vem sendo relatado em diversos estudos, associado a crescente prevaléncia em individuos
hiper homocistindricos'®.Segundo Neves et al.!'! mais de 40% dos pacientes com doenca

primaria da artéria coronaria, cerebrovascular ou vascular periferica apresentam HH.

Niveis plasmaticos de HCI podem variar com a idade, sexo,genética, estilo de vida e dieta
alimentar. O valor de referénciapara individuos ndo portadores desse disturbio metabdlico
encontra-se abaixo de 15umol/l (6- 12umol/l para mulheres e 8-14umol/l para homens)

dosados usualmente a partir de uma amostra de plasma de individuos em jejum'*.A HCI
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plasmatica livre € encontrada na forma oxidada, formando dissulfetos como a homocistina e
na forma de dissulfetos mistos como homocisteina-cisteina. Dois a cinco por cento da HCI
plasmatica livre estd presente em sua forma reduzida e 70%-80% circulam ligados a proteinas
plasmaticas, principalmente alboumina. Dessa forma, a HCI plasmatica total abrange a soma de
todas essas formas!!. O teste de triagem para HC baseia-se na identificacio de homocistinana
urina, através da reacdo positiva com o cianeto-nitroprussiato, no entanto,por apresentar
diversos interferentes, torna-se necessario a identificacdo de HCI e seus metabdlitos no
plasma ou soro do paciente®. Logo, o diagndstico é confirmado por meio da combinacio de
sinais clinicos com avaliag@es bioguimicas e/ou moleculares, sendo fundamental a dosagem
de HCI e MET no sangue®.

A sintese de HCI ocorre atraves da interseccdo das vias de remetilacdo e transulfuracdo do
metabolismo da MET proveniente da dieta?, tendo como principais cofatores envolvidos
vitamina B6 (piridoxina), vitamina B12(cianocobalamina) e o folato (4cido fo6lico).Na via de
remetilacdo ocorre a conversdo de HCI a MET, sendo a MS a principal enzima responsavel
por essa conversdo, encontrada em todas as células, requerendo vitamina B12 e folato como

cofator e co- substrato respectivamente®®.

Ja na via de transulfuracdo ocorre a condensacao da HCI com a serina, por meio da enzima
CBS, dependente de piridoxal fosfato (vitamina B6) formando cistationina. Portanto, a via de
transulfuracdo é responsavel por efetivamente catabolizar o excesso de HCI*®. No entanto,
como consequéncia da deficiéncia enzimatica de CBS, uma elevada concentra¢do sanguinea
desse aminodacido estara presente em individuos portadores de HC, conforme demonstrado na

Figura 1.

Por se tratar de uma doenca capaz de trazer sequelas irreversiveis aos pacientes com
comprometimento da salde fisica e mental, além de riscos vasculares, o diagndstico precoce e
o0 tratamento adequado sdo fundamentais para prevenir complicagdes e melhorar a qualidade
de vida do paciente. Dessa forma, na préatica clinica, as principais estratégias terapéuticas
adotadasatualmente para o tratamento da deficiéncia de CBS incluem vitamina B6 em
combinagdo com o &cido fdlico e/ou vitamina B12!!, ou ainda suplementacéo com cisteina®. A
utilizacdo de betaina, a qual promove a conversdo de HCl em MET,também tem sido relatada

como um adjuvante no tratamento*?,

Avaliacao do perfil de aminoacidos em pacientes portadores de HomocistinGria Classica em tratamento



10

Analisando os altos riscos associados a elevagdo da HCI plasmética e levando em
consideracdo que os principais agentes terapéuticos utilizados para prevenir complicacdes e
tentar controlar os niveis bioquimicos desse aminoacido baseia-se na administracdo de
vitaminas, suplementacdo com cisteina, e também em uma dieta hipoprotéica, principalmente
com restricdo de MET tanto para individuos responsivos a B6, quanto ndo responsivos, o
presente trabalho tem como objetivo avaliar niveis de HCl e MET em pacientes submetidos a
tratamento. Além disso, também foi avaliado o perfil de aminoacidos: Glutamato (GLU),
Serina (SER), Histidina (HIS), Glicina(GLI), Alanina (ALA), Glutamina (GLN), Tirosina
(TIR), Triptofano (TRP), Valina (VAL), Fenilalanina (FAL), Isoleucina (ILEU),
Leucina(LEU), Ornitina (ORN) e Lisina (LIS) com o intuito de investigar uma possivel

alteracdo devido a dieta hipoprotéica a qual sdo submetidos.

Protelna da Dieta
Serina Metnomna MAT
Gloana Tetra- S Adenosil
hldrofolalo\ N Sicina ™eUONM_ aceptor
5,10-Metileno- Metionina Colina
tetra-hidrofolato sintetase Aceptor

MTHF ™ Betaina S-Adenosi-  metilado
Redutase homocisteina
5-Metil-tetra- &

Homocisteina

hidrofolato  ¢igtationina B Serina
Slnteuse

Cistationina

y-Cistationase -
Bg a-cetobutirato

Cisteina

SO,"

Figura 1- Esquema da via metabdlica da homocisteina (fonte:BYDLOWSKI et. al® , 1998)
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METODOS
Pacientes e controles:

A coleta de dados dos pacientes homocistinaricos por deficiéncia de CBS foi realizada no
Servico de Genética Médica (SGM) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre-(HCPA), RS,
Brasil. Para as analises do presente estudo, foram selecionados 8 pacientes (idade média 28
anos; intervalo 18-39 anos) de ambos os sexos (Tabela 1) cadastrados no banco de dados do
referido hospital. Os pacientes foram diagnosticados no SGM-HCPA com HCapds o periodo
neonatal, através da deteccdo de concentracbes plasmaticas elevadas de HCI total e MET,
presenca de sintomas clinicos e exames moleculares (dados ndo mostrados). As principais
manifestacBes clinicas apresentadas pelos pacientes foram luxacdo das lentes oculares,
alongamento das extremidades dsseas, convulsdes e atraso no desenvolvimento. Os pacientes
seguiam um protocolo de tratamento baseado em uma dieta restrita em proteinas e
suplementada com vitamina B6 (dose média: 500mg/dia, intervalo: 100-750mg/dia), acido
félico (dose média: 5mg/dia; intervalo: 2-5mg/dia), betaina (dose média: 6g/dia; intervalo: 2-
6g/dia) e vitamina B12 (dose média: 1mg/més/IM).A duracdo média de tratamento foi de 10

anos(intervalo: 5-20 anos).

Para a composicdo do grupo controle, foram selecionados 19 individuos saudaveis e pareados
por idade, com valores para HCI, MET e demais aminoacidos dentro dos valores de referéncia
e sem diagndstico de qualquer outro EIM. Desses individuos, dois grupos foram formados:
um grupo para controle de HCI (n=10; idade média: 18 anos; intervalo: 1-49 anos) e outro

grupo controle dos demais aminoacidos (n=9; idade média 12 anos; intervalo: 2-37 anos).

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, RS, Brasil (10-0290). Todos o0s pacientes e individuos controle assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Avaliacao do perfil de aminoacidos em pacientes portadores de HomocistinGria Classica em tratamento
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Preparacao das amostras bioldgicas

Plasmas de pacientes portadores de HC e do grupo controle foram preparados a partir de
sangue total coletados por puncdo venosa em tubos heparinizados. O sangue total foi
centrifugado a 3000 rpm, e o plasma imediatamente removido por aspiracdo e congelado a —
80°C até as analises.

Dosagem dos aminoacidos

O laboratério de Servigo de Genética Médica do HCPAdosa HCI através daespectometria de
massas em tandem (LC-MS/MS). A dosagem dos demais aminoacidos é realizada por

cromatografia liquida de alta performance(HPLC).

Dosagem de HCI plasmatica

A dosagem de HCI foi realizada por cromatografia liquida com espectrometria de massas em
tandem (LC-MS/MS) conforme descrito por Mageraet al.'*(1999). O método baseia-se na
analise de 100 pL de plasma adicionado a HCI d-8(2nmol) utilizada como padréo interno.
Primeiramente as amostras passam por um processo de reducdo através da adicdo de 20uL de
solucdo redutora (ditiotreitol (DTT) 500nM) com posterior agitacdo em vortex e repouso por
15 min a temperatura ambiente. Apds ocorre sua desproteiniza¢cdo com o uso de 200 uL de
solucdo desproteinizante e posterior agitacdo em voértex com centrifugacdo por 2 min a
13000rpm. Por fim, 100 pL do sobrenadante sdo transferidos para vial de injecdo. A andlise
das amostras foi realizada no modo de monitorizacdo de reacdo multipla, onde sdo detectados
niveis de HCI e HCI-d4 atraveés da transicdo do ion precursor (m/z 136-m/z 90 e m/z 140-m/z
94, respectivamente). O tempo de retencdo obtido para a HCI total e HCl d4 e de 1.5 e 2.5
min, respectivamente. Uma curva com 5 pontos(2,5 pmol/L, 5 pmol/L, 10 pmol/L, 20
pmol/L, 50 umol/L) de concentracdo de HCI foi preparada para a realizagdo da calibragéo,
sendo o resultado expresso em pmol/L. A concentracdo plasmatica de HCI é baseada na soma
da HCl livre, ligada a proteinas e varias outras formas de dissulfeto.

Danielli Gongalves Forgiarini. Faculdade de Farmacia-UFRGS. Porto Alegre, 2015.
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Determinag&o nos niveis plasmaticos dos demais aminoacidos

A dosagem de Glutamato (GLU), Serina (SER), Histidina (HIS), Glicina (GLI), Alanina
(ALA), Tirosina (TIR), Triptofano (TRP), Metionina (MET), Valina (VAL), Fenialanina
(FAL), Isoleucina (ILEU), Leucina (LEU), Ornitina (ORN) e Lisina (LIS) foi realizada por
HPLC, segundo o método deJoseph e Marsden'* (1986). O procedimento consiste
primeiramente na centrifugacdo das amostras de sangue total/heparinizado por 5 minutos a
3000 rpm com a posterior remocdo do plasma. Quando a analise ndo € realizada
imediatamente, os plasmas sdo armazenados em freezer (-20°C) e descongelados em banho-
maria (37°C). A desproteinizacdo das amostras é realizada através da adi¢do de 200uL de
metanola 50ul de plasma, com agitacdo em vértex por 1 minuto e centrifugacdo a 3000rpm
por 10 minutos com subsequente remocdo do sobrenadante. Pipetar em 40uL do
sobrenadante, 50uL de mercaptoetanol (MCE (4%), 10uL de padréo interno (18,3mg de acido
homocistéico em 100 ml de agua) e 200uL de ortoftaldialdeido (OPA) - (1 ml de OPA
estoque e 10 pL de mercaptoetanol puro), apds 2 min em repouso, introduzir 50 pL dessa
solucdo no looping do HPLC para andlise e quantificacdo dos aminoacidos. O OPA estoque é
composto de 50mg ortoftaldialdeido, 1ml de metanol e 9 ml de borato de sédio (pH 9.5). Para
a separacdo e deteccdo dos aminoacidos avaliados utiliza-se coluna de fase reversa C18 e
detector de fluorescéncia, respectivamente. Para a fase mével uma mistura de metanol/tampéao
fosfato (80% e 20% de metanol em pH 4,5) foi previamente preparada, sendo utilizado
gradiente de fluxo. Os valores encontrados para a analise foram obtidos através da relacdo da
area do pico do aminoécido da amostra com a area do pico do padrdo interno, apds calibracao
com padrdo de aminoécidos de concentracdo conhecida.

Analise estatistica

Foi utilizado teste t de Student para dados ndo pareados para comparagao entre os resultados
de individuos controles e pacientes. Um valor de p menor que 0,05 foi considerado
significativo. Todas as analises foram executadas usando o software SPSS

(“StatisticalPackage for the Social Sciences”) em um computador compativel.

Avaliacao do perfil de aminoacidos em pacientes portadores de HomocistinGria Classica em tratamento
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RESULTADOS

Nesse trabalho foi avaliado e comparado o perfil de aminoacidos em plasma de pacientes
portadores de HC em terapia com os valores encontrados para o grupo controle de individuos

saudaveis.

O presente estudo encontrou um aumento significativo nos niveis de HCI (128,20 +
119,2umol/L; média + desvio padrdo) no grupo de pacientes quando comparado ao grupo
controle (6,94 + 2,69 umol/L; média + desvio padrdo) [t(18) = 0,0051, p < 0,05]. (Figura 2).

Em relacdo aos valores encontrados na dosagem de MET, houve uma elevacdo significativa
no grupo de pacientes (183,4 = 154,4 umol/L; média + desvio padrdo) em comparacao ao
grupo controle (17,89 £6,36 pmol/L; média +desvio padrdo) [t(17) = 0,0056, p< 0,05],

conforme Figura 3.
Os valores encontrados de HCI e MET para cada paciente encontram-se descritos na Tabela 2.

Quanto ao perfil dos demais aminoacidos analisados, encontrou-sediferenca significativa
apenas na dosagem de GLU e GLN. Concentracfes significativamente diminuidas de GLU
(27,15 £ 13,69 umol/L; média = desvio padrdo) foram encontradas em relacdo ao grupo
controle (64,42 umol/L + 29,56; média + desvio padrdo) [t(17) = 0,0053,p < 0.05], ilustrado

na Figura 4.

Para os niveis de GLN, foram encontrados valores significativamente maiores para 0s
pacientes (576,3+131.8; media +desvio padrdo) quando comparados ao grupo controle(422,0
+105,8; média + desvio padrao) [t(17) = 0,0177, p < 0,05], demonstrado na Figura 5.

Os demais aminoacidos avaliados ndo apresentaram diferenca significativa entre ambos o0s

grupos, conforme descritos na Tabela 3.
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DISCUSSAO

Os primeiros estudos relacionadosa HCI datam de 1932, quandoVicent Du Vigneuaud
estudou a importancia bioquimica e nutricionalmente desse aminoacido®. Diversos estudos
posteriores destacaram e revelaram seu papel fisiologico e riscos associados aelevados niveis
plasmaticos.

Dentre os fatores de risco para fendmenos ateroesclerdticos e tromboembolicos, a HH
enguadra-se como 0 mais relevante na atualidade, demonstrando uma elevada associa¢do com
doenca vascular prematura em adultos®®. Segundo Picker et al.®, tromboembolismo é a
principal causa de morbimortalidade em pacientes portadores de deficiéncia de CBS. Apesar
de inimeras quantidades de dados epidemioldgicos que correlacionam HH e aumento do risco
vascular, 0s mecanismos associados a patogenia sdo apenas parcialmente compreendidos,
destacando-se a lesdo da célula endotelial, crescimento da musculatura lisa vascular, maior
adesividadeplaquetaria e ativacéo direta da cascata da coagulacdo®!. Além disso, estudos vém
apontando o estresse oxidativo como um possivel mecanismo através do qual a HCI exerce

seus efeitos tromboembélicos®.

Como descrito anteriormente, a formacdo de HCI se deve a interseccdo de duas vias
(transulfuracéo e remetilacdo) do metabolismo da MET.

Pacientes portadores de HC devido ao blogueio enzimético de CBS apresentam um acumulo
tecidual e sanguineo de HCI. No entanto, quando submetidos a tratamento e seguindo a linha
de terapia proposta espera-se encontrar niveis diminuidos ou até normalizados deste
aminoacido. Surpreendentemente, os pacientes estudados no presente trabalho, apresentaram

valores elevados de HCI mesmo em tratamento por longo periodo.

Em relacdo a dosagem de MET nos pacientes, os valores encontram-se em conformidade com
0s encontrados para HCI, pois o excesso de HCI leva a um consequente aumento na taxa de
sintese de MET, portanto, ambas as vias do metabolismo da HCI estaréo afetadas, resultando
em uma HH severa®. Além disso, pode-se observar que possivelmente a restricdo dietética de

proteinas ndo esta sendo seguida pelos pacientes.

Avaliacao do perfil de aminoacidos em pacientes portadores de HomocistinGria Classica em tratamento
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Considerando a importancia do tratamento com o objetivo de controlar e, se possivel,
normalizar niveis bioquimicos de HCI em pacientes CBS deficientes, diversos estudos vém
mostrando a importancia de alguns agentes terapéuticos empregados nessa patologia. Segundo
Vanzinet al.®piridoxina (vitamina B6) na dose aproximada de 200mg/dia deve ser
administrada a individuos responsivos a essa vitamina. Enquanto que,para individuos nao
responsivos 0 tratamento baseia-se somente na restricdo protéica, com frequente
monitoramento metabolico. A piridoxina como cofator da CBS estimula a atividade
enziméatica e consequentemente diminui os niveis de HCI°. Vitamina B12
(hidroxicobalamina) e folato (&cido folico) otimizam a conversdo da HCI em MET, atraves da
MS, ajudando na diminuicdo plasmatica de HCI, com administracdo mensal de 1mg
intramuscular e 5mg/dia, respectivamente.O &cido fdlico é convertido a 5-metiltetraidrofolato,
atuando como doador de grupo metil na conversdo de HCl a MET>%°, Mattéet al.® destacou a
importancia do &cido félico na terapia, apontando uma diminuicdo significativa no nivel de
HCI, possivelmente relacionada a um aumento na via de remetilacdoda HCI. Em adicdo a
isso, uma meta-analise realizada por Clarke et al.}” indicou que, dentre as vitaminas estudadas
(B6, B12 e &cido folico), o acido fdlico promoveu uma reducédo de até 25% na HCI sanglinea
quando suplementado de 50 a 500 mg diariamente. A betaina, utilizada muitas vezes como
adjuvante ao tratamento, fornece um caminho alternativo de remetilacdo do excesso de HCI a

MET, com dose usual de 6-9 g/dia

Analisando os altos valores de HCI e MET encontrados no plasma dos pacientes com HC do
presente estudo e, tendo em vista que o tratamento prescrito para 0s pacientes incluia dieta
restrita em proteinas, suplementada com piridoxina (vitamina B6), betaina, vitamina B12 e
acido folico, duas hipoteses podem ser elaboradas para explicar esses achados: uma
relacionada a baixa adesdo ao tratamento com dieta hipoprotéica e/a outra uma baixa adesao

ao tratamento vitaminico.

Os niveis dos demais aminoacidos dos pacientes estudados que estavam sob
dietahipoprotéica, na qual alimentos ricos em proteinas, como carnes, aves, feijao, leites e
derivados deveriam ser evitados, ndo apresentaram diferencas significativas quando
comparados aos individuos do grupo controle, exceto os niveis de GLU e GLN. Levando-se
em consideracdo que a digestdo das proteinas alimentares no intestino e a sua degradacao
intracelular fornecem um suprimento constante de aminoéacidos para a célula,*® individuos

com uma ingesta hipoprotéica poderiam sofrer alguma alteracéo a niveis dos aminoécidos. Os
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resultados encontrados nos pacientes estudados parecem sugerir uma baixa adesdo a dieta

hipoprotéica.

A GLN é considerada o aminoacido mais abundante na circulacdo. A proliferacdo e
desenvolvimento de células, em especial do sistema imune, o balanco acido-basico, o
transporte da amonia entre os tecidos, entre outros, sdo algumas das funges em que a GLN
esta envolvida®®, sendo, ainda, precursora na sintese de aminoacidos, nucleotideos, acidos
nucléicos, acucares, proteinas, dentre outras. Do ponto de vista estritamente metabdlico, a
GLN e o GLU sdo intercambiaveis, através da atividade de duas enzimas: glutamina sintetase
e a glutaminase. Em mamiferos, a glutaminase pode ser encontrada sob duas isoformas, uma
(menos abundante) no figado e outra nos demais tecidos, tais como rins, cérebro, leucécitos e
trato gastrintestinal, com envolvimento em diversos processos metabolicos*®.Observando-se
os valores encontrados no presente trabalho para os aminoacidos em questdo, uma possivel
alteracbes/danos na atividade da enzima (glutaminase) conversora de GLU a GLN surge
como hip6tese para justificar esses achados®®.Desta forma, uma investigacdo sobre a atividade
da enzima glutaminase em modelos animais e/ou em pacientes deficientes em CBS se torna

necessario.

Através da analise do ciclo da gama glutamiltranspeptidase, observa-se que a Cisteina (CIS)
contribui para sintese e também faz parte da composicdo da molécula da Glutationa (GSH), a
qual produz Oxoprolina e finalmente sintetiza GLU8. Embora o presente trabalho ndo tenha
avaliado os niveis de CIS, nem mesmo GSH nos pacientes, pode-se esperar encontrar uma
diminuicdo nos niveis plasmaticos de CIS, por conta da deficiéncia de CBS com consequente
déficit na sua sintese. Dessa forma, os niveis plasmaticos de GLU podem estar baixos nos
pacientes devido a danos relacionados a sua sintese.Até o presente estudo ndo foram
encontrados dados na literatura que correlacionem alterages nos niveis desses aminoacidos

em pacientes portadores de HC.

Em concluséo, considerando os resultados desse estudo, principalmente em relagdo aos niveis
aumentados de HCI e MET encontrados, sugere-se uma possivel baixa adeséo ao tratamento
proposto por parte dos pacientes homocistinaricos estudados. Para confirmacdo de algumas
hipoteses propostas no presente trabalho, estudos posteriores, visando uma avaliacdo das
concentracdes sanguineas dos agentes terapéuticos nos pacientes homocistinaricos, bem como

uma investigacdo na atividade da glutaminase nesta doenca, se fazem necessarios. Alem
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disso, 0 monitoramento das concentracdes séricas de B6, B12 e folato permitirdo ajustes
terapéuticos que culminem na diminuicdo dos niveis dos aminoacidos danosos acumulados

nestes pacientes, melhorando assim o seu prognaostico.

Conflito de interesse:

Nada a declarar.
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Tabela 1.

Caracteristicas dos pacientes homocistinuricos.

PACIENTE IDADE (anos) SEXO
1 36 M
2 18 F
3 26 F
4 24 M
5 39 M
6 30 F
7 32 F
8 21 M

MEDIA 28,25
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Tabela 2.

Niveis de HCI e MET no plasma dos pacientes homocistinaricos.

ER. HCI total MET
(umol/L) (umol/L)
1 31,03 16,10
2 08.26 275,60
3 08.40 226,20
4 114,78 407.00
5 31043 358,10
6 31544 107,30
7 28.90 49.00
8 28.40 28,20
Média +SD 128,20 £119,20 183,43 £ 154,40
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Tabela 3.

23

Perfil plasmatico de amino&cidos (umol/L) em pacientes homocistinuricos e controles.

Paciente (n=8)

Controle (n=9)

Aminoacido (média +sd) (média +sd)
ALA 395.20 + 92.03 3490 + 91,85
FAL 4791+ 1425 5408 + 1532
GLU 27.15 +13 69%* 6442 + 29 56
Gl 463.4 + 143,80 360.8 + 97.45
GLN 576.30 +131.80%* 422,70 + 105.80
HIS 96.76 + 31.39 86, 58 + 19,74
ILEU 158+0.14 1654016
LEU 83,06 + 27.32 102.8 + 46 87
LS 2,13 +0.12 2.11+0.16
MET 183 40 + 154,40** 17.89 + 636
ORN 68.56 + 28 31 71.88 + 28 54
SER 88,06 + 24.11 97.16 + 18,59
TIR 53.58 + 14,46 47.02+9.86
TRP 5718 +17.13 46.94 + 19,10
VAL 157.8 + 50,87 1900 + 60,69

** p <0.05. Estatisticamente diferente do grupo controle (teste t de Student ndo pareado)
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Legendas

Fig. 1. Esquema da via metabolica da homocisteina.

Fig. 2. Dosagem plasmética de HCI nos pacientes (n= 8) e no grupo controle (n= 10). Os
dados representam média+ desvio padrdo. ** p < 0.05. (Teste t de Student ndo pareado)
comparado com o grupo controle.

Fig. 3. Dosagem plasmatica de MET nos pacientes (n= 8) e no grupo controle (n=9). Os
dados representam média+ desvio padrdo. ** p < 0.05. (Teste t de Student ndo pareado)
comparado com o grupo controle.

Fig. 4. Dosagem plasmaética de GLU nos pacientes (n= 8) e no grupo controle (n-= 9). Os
dados representam média+ desvio padrdo. ** p < 0.05. (Teste t de Student ndo pareado)
comparado com o grupo controle.

Fig. 5. Dosagem plasmaética de GLN nos pacientes (n= 8) e no grupo controle (n-= 9). Os
dados representam média+ desvio padrdo. ** p < 0.05. (Teste t de Student ndo pareado)

comparado com o grupo controle.
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Figura 5
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Anexo |

Instructions for authors Clin Biomed Res 2015

SCOPE AND POLICY Clinical and Biomedical Research (CBR), formerly “Revista
HCPA”, is a scientific publication from Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) and the
School of Medicine of Universidade Federal do Rio Grande do Sul (FAMED/UFRGS). It is a
free access scientific periodic that aims to publish papers from all relevant areas in the Health
Sciences, including clinic and basic research. The selection criteria for publication include:
originality, relevance of the theme, methodological quality, and adequacy to the journals’
editorial norms. CBR supports the policies for the registration of clinical trials of the World
Health Organization (WHO) [http://www.who.int/ictrp/en/] and the International Committee
of Medical Journal Editors (ICMJE) [http://www.icmje.org/]. Therefore, CBR will only
accept clinical research articles that have received an identification number from the Brazilian
Clinical ~ Trials Registry (RegistroBrasileiro de EnsaiosClinicos - ReBEC)
[http://www.ensaiosclinicos.gov.br] or other official database dedicated to the registry of
clinical trials. All published articles are reviewed by peers in a double-blind fashion. Once the
article is accepted for publication, its copyrights are automatically transferred to the journal.
The content of manuscripts submitted for publication to CBR implies that it has not been
published previously and that it is has not been submitted to another journal. To be published
elsewhere, even in part, articles published in CBR require written approval of the editors. The
concepts and declarations contained in the papers are the authors’ full responsibility. The
articles may be written in Portuguese, English, or Spanish. The submissions in English are
strongly encouraged by the editors. The manuscript should fit into one of the different

categories of articles published by the journal, as follows:
FORM AND PREPARATION OF ARTICLES
The following categories of contributions will be considered for publication

Original ArticlesArticles with unpublished research results, including full-length studies that
contain all relevant information so that the reader may evaluate its results and conclusions, as

well as replicate the research. Its formal structure should present the following topics:
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Introduction, Methods, Results and Discussion. The conclusions should be in the last
paragraph of the Discussion, not requiring a specific section. Clinical implications and
limitations of the study should be mentioned. For original articles, a structured abstract should
be presented (Introduction, Methods, Results, and Conclusions) in Portuguese and English, in
cases where the article is not written entirely in English. The Abstracts (Portuguese, Spanish,
or English) should not exceed 250 words. Articles submitted in this category should not
exceed 3,000 words. Tables should be included together in the same manuscript file (after

references) and figures should be submitted as an additional document in individual files.

CONFLICTS OF INTEREST

Conflicts of interest arise when the author has financial or personal relationships that could
inappropriately influence their professional judgment. These relationships may create
favorable or unfavorable tendencies towards a paper and impair the objectivity of the analysis.
Authors must disclose possible conflicts of interest. This extends to editorials and review
articles, and should be done at the time of submission of the manuscript. It is at the editor’s
discretion to decide whether this information should be published or not and whether to use it
for editorial decisions. A common form of conflict of interest is the funding of research by
third parties who may be companies, government agencies, or others. This obligation to the
funding entity may lead the researcher to obtain tendentious results, inappropriately
influencing (bias) their work. Authors should describe the interference of the funding entity at
any stage of the research, as well as the form of funding, and the type of relationship
established between the sponsor and the author. The authors may choose to inform the peer

reviewers’ names for which their article should not be sent, justifying themselves.

PRIVACY AND CONFIDENCIALITY

Information and pictures of patients that allow their identification should only be published
with formal written authorization of the patient, and only when necessary for the purpose of
the study. For formal authorization, the patient must know the content of the article and be
aware that this article may be made available on the Internet. If in doubt about the possibility
of identifying a patient, such as in the case of photos with stripes over the eyes, a formal

authorization should be obtained. In the case of distortion of data to prevent identification,
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authors and editors should ensure that such distortions do not compromise the results of the

study.

EXPERIENCES WITH HUMANS AND ANIMALS

All content related to research with humans and animals must have previous approval by the
Research Ethics Committee or the Animal Ethics Committee, respectively. The works should
be in accordance with the recommendations of the Declaration of Helsinki (current or
updated), the CNS Resolution n. 196/96 and its complementary regulations, as well as the
Law n. 11.794/2008 for studies in animals. It is important to indicate the number of the
project’s registration in the respective Committee or Ethics Committee, as well as in the

National Committee for Research Ethics, if applicable
PREPARATION OF THE ARTICLE

The registration on the system and subsequent access or login are mandatory to submit and

verify the status of submissions.

Identification: must include: a) Title of the article, which should be clear and concise. Do not
use abbreviations. There should be a version of the reduced title to appear in the header as
well as a title in the English language; b) authors’ full names; c) institution and the sector or
unit of the institution to which each author is affiliated (personal titles and positions held
should not be mentioned); d) name of the institution where the study was performed; e)
indication of the corresponding author, accompanied by the electronic address; and f) if it has
been presented at a scientific meeting, the name of the event, the place, and the date of
completion should be indicated.

ALL NAMES OF ALL AUTHORS INCLUDED IN THE MANUSCRIPT SHOULD BE
REGISTERED IN THE SYSTEM

Abstract and Keywords: The articles should have an abstract in Portuguese and English.
Check the structure and the number of words described for each specific type of article (see
above). The structured abstracts, required only for original articles, should present the name
of the subdivisions that make up the formal structure of the article at the beginning of each
paragraph (Introduction, Methods, Results andConclusions). The keywords - expressions that

represent the subject of the paper - should be in number from 3 to 10, provided by the author,
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based on the DeCS (Health Sciences Descriptors) published by Bireme, which is a translation
from the MeSH (Medical Subject Headings) from the National Library of Medicine, available

in the following electronic address: http://decs.bvs.br. The keywords should be presented in

Portuguese and English.

Manuscript: it must conform to the structure required for each category of article. Text
citations and references cited in the legends of tables and figures should be numbered
consecutively in the order they appear in the text, with Arabic numerals. References should be

cited in the text as in the example: Referencel .

Tables: they should be numbered consecutively, with Arabic numerals, in the order they were
cited in the text, and headed by a suitable title. They should be cited in the text, but duplicated
information should be avoided. The tables, with titles and footnotes, should be self-
explanatory. The abbreviations should be specified as footnotes without numerical indication.

The remaining footnotes should be numbered in Arabic numerals and written in superscript

Figures and charts: Illustrations (photographs, charts, drawings, etc.) should be sent in
separate articles, in JPG format (at a high resolution — at least, 300 dpi). They should be
numbered consecutively with Arabic numerals, in the other they are cited in the text and
should be clear enough for reproduction and in the same language as the text. Photocopies
will not be accepted. If there are figures extracted from other previously published studies, the
authors should provide a written permission for their reproduction. This authorization shall
accompany the manuscripts submitted for publication. The figures must have a title and

subtitle (if necessary), which should both must precede the figure itself.

Abbreviations: abbreviations must be explained at first mention. On the rest of the article, it
IS not necessary to repeat the full name. Name of medications: the generic name should be
used. In case of citing appliances/equipment: all appliances/equipment cited should include

model, manufacturer’s name, state, and country of manufacture.

Acknowledgements: should include the collaboration of people, groups, or institutions that
have contributed to the study, but whose contributions do not justify their inclusion as
authors; this item should also include the acknowledgements for financial support, technical

assistance, etc. This item should come before the references.
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Conflicts of interest: If there is any conflict of interest (see above), it should be declared. In
case there is not, place in this section: “The authors declare no conflicts of interest” or “None

to declare.”

References: should be numbered consecutively, in the other in which they are mentioned in
the text, and identified with Arabic numerals. The presentation must be based on a format
called “Vancouver Style”, as the examples below, and the titles of journals should be
abbreviated according to the style presented by the List of Journal Indexed in Index Medicus,
from the National Library of Medicine, available at:
ftp://nimpubs.nim.nih.gov/online/journals/ljiweb.pdf. The authors should ensure that the cited
references in the text appear in the reference list with exact dates and authors’ names correctly
spelt. The accuracy of references is the authors’ responsibility. Personal communications,
unpublished or unfinished articles could be cited when absolutely necessary, but should not be
included in the reference list and only cited in the text. The submission of the unpublished

works mentioned in the manuscript may be requested at the discretion of the editor.
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