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APRESENTACAO

Nesta obra, visamos por demonstrar alguns temas que sio importantes dentro da area da saude,
em alguns capitulos discutimos pesquisas que tratam de fungos, bactérias, virus e doengas raras com o
intuito de colaborar com a disseminacao de informacao na area das ciéncias médicas, utilizando artigos
atuais e de grande relevancia académica.

Os temas retratam questdes sobre a resisténcia bacteriana, um perigo que assombra a comunidade
académica e hospitalar de um modo geral, ainda tratamos sobre a presenca de fungos patogénicos aos
seres humanos, que podem servir de “calo de tréia” para outros microrganismos e contemplamos através
de uma revisdo da literatura a importancia da biosseguran¢a em biotérios.

No Brasil, temos problemas de saude publica relacionado as mais diversas patologias, enfrentamos
doencas infecto contagiosas, doengas cronicas e também nao podemos esquecer das doengas raras de
causa genética, por este motivo neste exemplar vocé ird encontrar um rico capitulo sobre doencgas
metabolicas oriundas de problemas genéticos.

Em sintese, esperamos que este ebook possa promover a disseminacio de conhecimentos,
estimular aos discentes e pesquisadores a lerem a obra e que ele possa contribuir com a sociedade num
geral.

Cordialmente,

A organizadora.
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CAPITULO I11

EIM - ACIDEMIAS ORGANICAS: ACIDEMIA
METILMALONICA (AMM)

Mariana Alves da Silva do Couto

INTRODUCAO

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sao alteragoes de origem genética que geralmente surgem
a partir de um defeito enzimatico, o qual é capaz de provocar a interrup¢ao de uma via metabdlica
ocasionando, por conseguinte, o acimulo de substincias prejudiciais, ou a falta de alguma substancia
necessaria a0 bom funcionamento do organismo.

Dentre estas patologias (EIM) sera abordado como tema deste trabalho o grupo das acidemias
organicas, mais especificamente falando sobre a Acidemia Metilmalonica (AMM) e a importancia da
Espectrometria de Massa para obten¢ao de um adequado diagnostico desta patologia.

A AMM ¢ uma alteracao no metabolismo, que surge a partir de defeitos hereditarios, afetando de
modo caracteristico as vias metabdlicas relacionadas a degradacido de acidos organicos especificos,
acarretando o acimulo de acidos graxos e/ ou seus derivados, o que pode ocasionar o comprometimento
do sistema nervoso central e em casos extremos levar o paciente a morte.

E extensa a lista de exames que podem ser solicitadas perante a suspeita de EIM, dependendo dos
sintomas apresentados e da analise do histérico clinico do paciente. Como ponto de partida, e de forma
geral, sdo solicitados exames como hemograma, glicemia, acido urico e colesterol. E em seqiiéncia,
dependendo dos resultados, exames mais especificos a cada uma das EIM.

Com o avango tecnoldgico de analises e a utilizagio da espectrometria de massa (MS) tornou-se
de forma rapida e viavel a defini¢do de uma grande variedade de patologias, dentre as quais a AMM.

Este trabalho apresenta relevancia no intuito de ampliar e difundir o conhecimento inerente sobre
as Patologias do grupo dos EIM, ja que provocam sérios problemas neurologicos nos acometidos pela
doenca, que por sua vez se tornam pessoas improdutivas acarretando um o6nus para a sociedade. Diante
da quantidade de EIM e da especificidade no tratamento de cada uma, e também da necessidade de um

rapido diagnostico é que surge a importancia da utilizagao da espectrometria de massa no diagnostico.

| 39|



Ciéncias biolégicas - Thiely Rodrigues Ott (organizadora)

Portanto, este trabalho possui o objetivo de contribuir para uma melhor compreensao sobre
Acidemia Metilmalnica e disseminar aprendizagem a respeito destas doencas de origem genética. Bem

como apresentar a utilizagao da Espectrometria de massas como ferramenta para o diagndstico.

METODOLOGIA

Com o intuito de se alcangar o objeto proposto, foi realizada uma revisao bibliografica integrativa
na busca pela informagao de interesse, na literatura académica cientifica disponivel, da qual foram extraidas
informagoes pertinentes de pesquisas, na forma qualitativa e quantitativa, integrando assim todas as
informagdes necessarias para uma boa compreensio do tema. Conduzindo assim o estudo descritivo
proposto, ampliando a compreensao e conhecimento a despeito do processo de funcionamento das
acidemias organicas em especifico a acidemia Metil Malonica (AMM). Nessa revisao abordamos: suas
causas; seus sintomas; seu diagnostico; seu tratamento; e a utilizagao da tecnologia de Espectrometria de
massa.

Para o desenvolvimento da base textual optou-se pela busca de artigos, trabalhos cientificos,
revistas sobre o tema, publicagdes disponiveis na internet, dentre as quais podemos mencionar:
DGITS/SCTIE Ministério da Saude, Google académico. Por meio da utilizacio de palavras chaves como
“Acidemia, acidemia Metilmalonica, espectrometria de massa”. O periodo da pesquisa esta compreendido

em cerca de oito meses e os dados encontrados datam do ano de 2001 até 2020.

RESULTADOS
Erros Inatos do Metabolismo (EIM)

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sao alteragoes de origem genética, que geralmente surgem
a partir de um defeito enzimatico, o qual é capaz de provocar a interrup¢ao de uma via metabodlica
ocasionando, por conseguinte, o acimulo ou falta de alguma substancia necessaria a0 bom funcionamento
do organismo (Barshack apud. Scriver et al., 2001).

Segundo Nolasco (2017) podemos classificar os EIM, sobre a perspectiva fisiopatologica, estas
alteragdes do metabolismo podem ser divididas em trés grupos, com base nos fenétipos clinicos destas
doencas:

Grupo 1: Distarbios que ddo origem a intoxicagao

Aminoacidopatias, Acidemias organicas, Alteragdes do ciclo da ureia, Intolerancias ao agucar.

Grupo 2: Disturbios no metabolismo energético
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Acidemias lacticas congénitas, Doencas das cadeias respiratérias mitocondriais, Defeitos de
oxidagao dos acidos graxos e metabolismo de corpos cetonicos, Distarbios relacionados a energia
citoplasmatica.

Grupo 3: Distarbios envolvendo moléculas complexas

Doencas lisossomais; Disturbios peroxissomais; Distarbios congénitos da glicosilagao (CDGs);
Erros inatos da sintese do colesterol.

Neste estudo daremos énfase a Aciemia Metilmalonica no rol das Acidemias Organicas que se

enquadram no Grupo 1 dos disturbios que dao origem a intoxicagao.

Acidemias orgdnicas

As alteracOes relacionadas ao metabolismo das aciddrias organicas, também denominadas
acidemias organicas, pertencem a um grupo de patologias metabdlicas adquiridas por hereditariedade e
que afetam de modo caracteristico as vias metabolicas relacionadas a degradacao dos carboidratos,
aminoacidos e acidos graxos. As acidemias sao doencas hereditarias autossdmaticas recessivas e possuem
como caracteristica principal o acimulo de acidos organicos e seus respectivos derivados na urina, no
sangue, nos tecidos e em outros fluidos corporais (Barschak apud Chalmers; Lawson, 1982; Scriver et al.,
2001).

Normalmente os sintomas apresentados pelos lactantes e recém-nascidos sao vomito, convulsio e
coma, apresentando ainda anomalias nos exames laboratoriais, como acidez excessiva, cetonemia, baixa
concentragao de glicose no sangue e excesso de amonia no organismo.

Segundo Barschak (2003) se o diagndstico e o tratamento ndo forem conduzidos de forma
adequada, os distirbios relacionados aos acidos organicos costumam ser fatais e os pacientes que
conseguem sobreviver ficam com sequelas graves. E essas ocorréncias podem ser facilmente confundidas
com septicemia, ja que ambos 0s casos se caracterizam por acidose e encefalopatia aguda.

As acidemias organicas sio consideradas as mais frequentes doengas metabodlicas em criangas
severamente doentes e dos mais frequentes grupos de enfermidades hereditarias do metabolismo,
sendo a deficiéncia da acil-CoA desidrogenase dos acidos graxos de cadeia média (MCAD), a

acidemia propionica e a acidemia metilmalonica as mais frequentes na populagio Wajner et al

(2001).
Acidemia Metilmalénica
Via Metabolica e Alteragoes

As alteragOes enzimaticas atribuidas a Acidemia Propionica (AP) e a Acidemia Metilmalonica

(AMM) estao interligadas.
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Por causa da caréncia de propionil-CoA carboxilase, enzima mitocondrial que precisa de biotina,
¢ provocada a acidemia propidnica. Enquanto que na acidemia metilmalonica existe uma caréncia de
metilmalonil-CoA mutase, enzima que depende de vitamina B12.

Durante o catabolismo (fase metabdlica do organismo onde ocorre a degradacao das
macromoléculas nutritivas) dos aminodacidos treonina, valina, isoleucina, e metionina, dos acidos graxos
de numero impar de carbonos, e da cadeia lateral do colesterol, resultando na formacao de propionil-CoA,
o qual ¢ convertido a metilmalonil-CoA, entrando seus produtos no ciclo de Krebs e fosforila¢iao oxidativa.
Porém, na AP e AMM, ha grande concentragao, destes e outros compostos correlacionados, no sangue e
tecidos e também sdao em grandes quantidades eliminados pela urina.

Segundo Trindade (2009) a Acidemia Metilmalonica é uma desordem metabdlica com um defeito
bioquimico que se apresenta no metabolismo do proprianato durante a conversao do acido metilmalonico
para o acido succinnio. Ha 2 tipos de anomalias principais: o defeito das coenzimas (metil B-12 e 5-
desoxiadenosil -B12) e na apoenzima (metilmalonil-mutase).

Nesta doencga ¢ o metabolito que apresenta acaimulo predominante, entretanto, nao raro pode-se

encontrar também o acimulo de metabdlicos secundarios (Pont, 2011).

VIA METABOLICA

Acidos Graxos da cadeia impar
Aminoacidos da cadeia ramificad
Valina
Isoleucina
Treonina
Timina
Uracila
Metionina
Colesterol

PCC Metilmalonil—-CoA Mutase
Propionil coA

\ Metimalonil - CoA (MCM)

Biotina ‘
&~ N\ SuccinilCoA

AdoCbl

TCA
Acido Metilmalénico
0,1-29 mM
Plasmae LCR

Figura 1. Esquematiza¢ao de rota metabolica deficiente na acidemia metilmalonica. Fonte: (Gabbi, 2017).
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Ocorréncias e principais impactos no organismo do paciente

A tabela 1 apresenta a ocorréncia de casos de Acidemias, diagnosticadas entre a populagao
pediatrica no Brasil, referenciada no periodo compreendido entre janeiro de 1994 a julho de 2008 (Gabbi,
2017).

Os impactos desta anomalia congénita no organismo podem variar de forma ampla entre os
afetados. Na forma mais grave a acidemia metilmalonica causa acidose metabdlica com comprometimento
do sistema nervoso central, podendo levar a morte, ja no que se refere a forma cronica, ocasiona retardo
no desenvolvimento e lesdes neurolégicas focais sequelares (Dalbelo, 2017 apud. Schwartz et al., 2008).

Geralmente na primeira semana de vida e que aparecem os primeiros sinais clinicos principalmente
os relacionados ao sistema neuroldgico. O paciente pode apresentar letargia, hipotonia, retardo mental e
psicomotor, alteracoes comportamentais e neuropsiquiatricas (déficit de atencao, quadros de agressividade
e comportamento autista), atrofia cerebral, apatia, coma, anormalidades no eletroencefalograma e

convulsoes, entre outros sintomas (Pont, 2011).

Tabela 1. Acidemias diagnosticadas no Brasil, 1994 a 2008. Fonte: (Gabbi, 2017).

Doengas Numero de pacientes (%)
NUmera de pacientes analisados fB66

NUmera de pacientes diagnosticados 218 (3.17%)

Acidemias laticas 97 (26.1%)

Acidemia metiimalonica A (15.6%)

Acidemia glutarica tipo| 33 (15.1%)

Acicemia propidnica 18 (8.26%)

Aciddria 3-hidroxi-3-mefilglutarica 17 (7.80%)

3
8
7
Aciduria L-2-hidraxi-glutérica 9(4.13%)
Deficiéncia de mdltiplas carbaxilases 9(4.13%)
Acidemia glutarica tipo |l 8(367%)
Acidemia isovalérica 7(3.21%)
Alcaptonunia 5(2.29%)
Deficiéncia de 3-hidrdxi-acil-CoA-desidrogenase | 5(2.29%)
Doenga de Canavan 4(1.83%)
Acidiria 3-metilglutacdnica 4(1.83%)
2(0.92%)
(046%)
(046%)
(046%)
(046%)
(046%)

Deficiéncia de 3-meti-crotonilgicina-CoA 0.92%
Acidiria D-2-hicrtxi-glutarica 1(046%
Aciddria D-glicérica 1(046%
Deficiéncia de glutationa sintetase 1(0.46%
Deficiéncia de 3-cetotiolase 1 (046%
Deficiéncia de carnitina palmitoil transferase 1(0.46%
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Tratamento

O tratamento para a acidemia metilmalonica a principio consiste em uma dieta restritiva com
relagao a quantidade de proteinas ingeridas e em alguns casos administra¢ao de suplementos dietéticos. A
remocao de acil-CoA, cujo acumulo acontece nas dietas com restricao de proteinas, é promovida pela
carnitina. O acil-CoA ¢ convertido em acil-cartinina, podendo ser excretado pela urina. Como tratamento
de primeira linha também pode ser utilizado os suplementos de cianocobalamina, caso o paciente seja
sensivel aos suplementos de carnitina e cobalamina, o tratamento pode ser efetuado por meio da
administracio de quantidades pequenas de aminoacidos como treonina, isoleucina, valina e metionina
(Nora et al., 2017).

Em geral o tratamento consiste em: Dieta com restricao Proteica; Suplementacao de Cobalamina;
Suplementac¢ao de Calcio e Multivitaminico; Hidratacao; e facilitar a eliminagao das toxinas do organismo.

Nas acidemias metilmalonicas por deficiéncia de cofator enzimatico L-metilmalonil-CoA mutase,
pode-se utilizar método terapéutico alternativo administrando por outra via, doses de vitamina B12,
concomitantemente a administracdo de L-carnitina, propiciando a excre¢dao de proprionil-carnitina pela
urinaria contribuindo para redugdo da toxidade do proprianato (Gabbi apud. Burns, 1996; Oggier de

Baulny; Saudubray, 2002).

Aciduria metilmalonica em tratamento

Carnitina

‘ M[vitB12

' |ac. Metimalsnico— —Energia
.v/‘ /‘/ \‘n

//" iaménia llactato

l/"

Colesterol
Ac. gordos de
cadeia impar

Figura 2. Esquematizag¢ao de tratamento com a dieta para reducio do Acido Metilmalonico (AMM);
Administragao de Carnitina que converte o AMM em produto nao téxico e favorece a excre¢ao deste, a
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fim de reduzir a toxidade, administracao de vitamina B12 para suprir a falta no organismo. Fonte: (Aciduria
Metilmalonica, Guia Metabolico, 2015).

Diagnostico

Ainda hoje em nosso pais o diagnéstico de doengas raras ¢ lento e dificil. Levando meses ou até
anos, com inumeras visitas do paciente ao sistema de saude, sendo submetidos a varios tratamentos
inadequados até se encontrar o diagnostico correto. Com relagao a sadde do paciente os prejuizos
causados por este fato sao irreversiveis, causando sofrimento para sua familia e para ele préprio, além de
gerar gastos altos e desnecessarios ao sistema de saude (DGITS/SCTIE, 2014).

Sio inimeros os exames que podem ser utilizados para a avaliagao de suspeita de EIM, devido a
este fato, deve-se considerar como critério para a escolha, uma analise detalhada do histérico do paciente
bem como dos respectivos sintomas clinicos apresentados. Entretanto existem alguns exames com uma
amplitude maior sendo entdo escolhidos quando a analise clinica e o histérico nao forem indicadores para
auxilio no diagnéstico.

Geralmente inicia-se o diagnostico com exames mais gerais como a dosagem de: acido urico,
colesterol, glicemia e analise do hemograma. Para posteriormente serem solicitados outros exames mais
especificos para o diagnostico inicial na suspeita de EIM’s como: a) Triagem para EIM no sangue e na
urina; b) Dosagem de 4acidos organicos na urina; ¢) Dosagem de lactato e piruvato plasmatico; d) Dosagem
de amonia plasmatica; e) Dosagem de beta hidroxi-butirato plasmatico; e f) Dosagem de carnitina

plasmatica total e livre.

Espectrometria de Massa e sua Importincia no Diagnostico

A espectrometria de massa ¢ uma ferramenta analitica laboratorial para separar componentes de
uma amostra coletada com base em sua carga elétrica e massa, determinando a composi¢do e peso das

moléculas.

Em medicina laboratorial, ja é amplamente empregado na quantificagio de metabolitos por ESI-
MS/MS em plasma, urina, liquido amniético ou dried blood spot; na anélise de produtos de
amplificacio de DNA através da reagdo em cadeia de polimerase (PCR), por mass array para
identificagdo de mutagdes génicas... Fonseca (2000).

A Espectrometria de Massa em Tandem (MS/MS ou MS2) é uma técnica em que dois
espectrometros de massa sao utilizados em sequéncia, onde sao separados por uma camara de colisio.
Sendo a amostra injetada, eluida e ionizada. No processo os fons sdo inicialmente separados por uma carga
no primeiro espectrometro, separados por um software computacional, posteriormente seguem para uma
camara de colisio, para serem fragmentados. Formados tais fragmentos passam ao segundo

espectrometro, onde passarao por analise e identificagdo com base em sua massa molecular, podemos ver
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esse processo de forma mais simplificado no esquema apresentado na Figura 3. Este sistema ¢é especifico
e sensivel, e possui uma taxa baixa de falsos negativos e positivos, possibilitando uma avaliagio quantitativa
de acilcarnitinas individuais e suas relagdes além da pesquisa de vasta quantidade de patologias metabdlicas

(EIM) (DGITS/SCTIE, 2014).

Fonte Analisador
» »
A ‘
« Sistema de
Aquisi¢io de Dados

e

P

m/z

Espectro de Massa

Bomba

de Vicuo El

Figura 3. Esquematizacdo do processo de MS. Fonte: (Cunha, 2014)

As acidurias organicas diagnosticadas com maior frequéncia sao a acidemia propionica, a acidemia
metilmalonica e a acidemia glutarica. O diagnéstico se da por meio da cromatografia gasosa na urina
(Exemplificado na Tabela 2 que correlaciona o aumento de 4dcidos organicos e as respectivas acidemias)
ou por perfil de acilcarnitinas (AC) especificas no sangue que podem ser identificadas pela espectrometria

de massas e perfil Tandem (Nolasco apud Karam, 2001, Saudubray et al., 2016).
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Tabela 2. Correlagao entre o aumento de acidos organicos e respectivas acidemias. Fonte: Barshak (2003).

Exemplo de acidemias organicas diagnosticadas pelo aumento dos niveis
de écidos organicos.
DOENCA ACIDOS ORGANICOS AUMENTADOS NA URINA
Acidemia Propidnica Acida J-hidraxipropibnico, 4cido metilcitrico,
acido 3-hidroxivalérico, propionilglicina
| Acideria Metilmaldnica Acido metilmaldnico & metabalitos da acidemia |
,. , propinica
Acidemia Latica Acido 14tico, 4cido pirdvica, acido 2-
hidroxibutirico, acido 4-hidroxifenillatico
Acidemia lsovalérica Isavalerilglicina, acido 3-hidraxiisovalérico, acido
4-hidroxiisovalérico

Segundo Siebel (2009) a medicio das acilcarnitinas (AC) e dos aminoacidos (AA) pela
Espectrometria de Massas em Tandem (MS/MS) nos permite com maior precisao a descoberta precoce
no que se refere aos erros inatos do metabolismo (EIM), sendo hoje considerada uma ferramenta para o
diagnéstico fundamental na medicina.

A utilizagao da espectrometria de massa em Tandem no diagnéstico neonatal proporciona a
possibilidade de um prognostico excelente com a descoberta precoce de patologias graves do grupo das
EIM, em sua fase assintomatica e inicial minimizando os riscos e sequelas no tratamento.

As técnicas de cromatografia gasosa ou liquida, associadas ou nio, a espectrometria de massa
permitem a separagao, identificagdo e quantificagdo de constituintes em misturas complexas. No
caso dos erros inatos do metabolismo, visam a quantificacio de metabdlitos potencialmente

toxicos para o organismo gerados por um defeito genético (deficiéncia de uma enzima)

DGITS/SCTIE (2014).

A dosimetria do acido metilmalonico no soro ¢ realizada pela cromatografia liquida vinculada a
espectrometria de massa em tandem (LC/MS-MS), sistema de grande sensibilidade e precisio. Este exame
possui a sensibilidade necessaria para realizagio de um diagnéstico mais preciso. O material biologico
necessario para realizagio deste exame sao amostras de soro, plasma ou urina. A amostra entdo é
submetida 2 Cromatografia / Espectrometria de Tandem (LC/MS-MS), ap6s andlise por esse sistema e
determinado o perfil metabdlico com a quantificagdo dos metabdlitos, sendo de interesse para
determinagao da acidemia metilmalonica, as concentragdes do acido metilmalonico que serdo comparadas

com os valores de referéncias normais chegando-se assim ao diagnostico.
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Espectrometrias de Massa
Defini¢ao de Espectrometria de Massa.

E uma técnica utilizada para analisar e identificar a composicio quimica de um determinado
composto isolado, ou de compostos diferentes em complexas misturas diferentes com base na constituicao
atomica de cada amostra de moléculas e também com relagdo ao seu estado ionico (ou seja, com carga
liquida, positiva ou negativa), em relagdo a sua movimentagao através de campo magnético ou elétrico.
Esse procedimento permite a analise, sem nenhum conhecimento prévio, da composi¢ao de uma amostra
desconhecida (Souza, 2008 @pud Van Bramer, 1998).

Devido a alta capacidade analitica esta técnica se tornou um equipamento essencial no que diz
respeito ao estudo quantitativo e qualitativo. Esse avanco na tecnologia foi decisivo para a aplicagao na
analise de proteinas, peptideos, acidos nucléicos, hidratos de carbono, drogas dentre outras moléculas

biologicas.

Principios de Espectrometria em Massa.

Basicamente o principio da espectrometria em massa ¢ a ionizagao dos diversos compostos
quimicos com a finalidade de produzir moléculas fragmentadas e de estabelecer a relagdo entre as massas

e cargas (ou propriedade relacionada a ela).

A analise de dados oferecidos pela espectrometria em massa esta fortemente relacionada ao
método utilizado em para sua produgao. Existem varias subdivisoes de dados fundamentais para uma
compreensio adequada, além disso, é muito importante saber se os fons observados estio com carga

positiva ou negativa

A espectrometria de massa pode ser utilizada tanto para avaliar a pureza da amostra, a estrutura da
molécula ou a massa do molar. Pois qualquer uma destas indagagdes precisa de uma aproximagao
experimental prépria, ou seja, a definicdo pertinente do objetivo experimental ¢ uma regra prévia para se

obter os dados assim como para analisa-los.

Espectrometro em Massa

Inicialmente o espectrometro em massa analisava unicamente moléculas inorganicas pequenas,
desenvolvido em 1918, Arthur J. Dempster desenvolveu o primeiro espectrometro moderno. Contudo
atualmente os espectrometros em massa sio utilizados perfeitamente na analise de macromoléculas
bioldgicas sem limitagio de massa pertinente. A informacao adquirida de um espectrometro em massa ¢

baseada no resultado da andlise de fons durante a fase gasosa (Souza, 2008).
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O espectrometro de massas é formado por 3 partes fundamentais, sao elas: a Fonte da ionizagao -
promove a ionizagao convertendo as moléculas neutras em fons;

Analisador de massas - tem por funcdo a separagao e classificagao dos fons de acordo com suas
massas processado por meio da utilizagao de campos magnéticos e elétricos;

Detector - ultima parte de um espectrometro de massa, detecta a amplificacio dos fons medindo
o valor de um indicador, calculando a plenitude dos fons e fornecendo dados.

A capacidade de um espectrometro de massas se da pelo analisador em massa parte do processo
onde ocorre a separacao dos fons. Dessa forma associando dois ou mais espectrOmetros em massa,

conseguimos aumentar consideravelmente o poder de defini¢ao e desempenho.

Figura 4. Exemplo de Espectrometro. Fonte: (Departamento de Quimica USP, Laboratério de
Espectrometria de Massas, 2018).

Principais Tipos de Espectrometria em Massa

Espectrometria em massa em tandem (MS/MS) — espectrometria de modo sequencial de pelo
menos trés estagios selecdo dos fons, ruptura dos fons particulares para gerar fragmentos e por dltimo
deteccdo e analise destes fragmentos

Encontrou aplicagao na analise do peptideo, bem como na identificagdo estrutural de oligo-
nucleotides, de lipideos pequenos e de hidratos de carbono.

Espectrometria liquida da cromatografia—massa (LC/MS) — inicialmente é realizada a separagio
dos compostos cromatograficos para depois serem expostos a fonte de fons e posteriormente ao
espectrometro em massa. Nesta técnica sao empregadas geralmente a fase mével do liquido e uma fonte
electrospray.

“Cromatografia ¢ um método de separacio fisica na qual os componentes que serdo separados

sdo distribuidos entre duas fases, uma das quais ¢ estacionaria (fase estacionaria), enquanto a outra
(fase mével) se move em uma dire¢do definida” (Souza, 2008 gpud TUPAC, 2006).
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Avancgos na Utilizagdo da Espectrometria de Massa no diagndstico de Patologias

Atualmente a medicina vem avancando rapidamente no uso da tecnologia relacionada a
Espectrometria de massa, a qual vem sendo utilizada em diversos tipos de analises como, por exemplo, no
exame de nédulos de tiredide, servindo como triagem para possiveis cirurgias, ja que ¢ capaz de ampliar e
detectar com extrema rapidez e precisao a diferenca entre um tecido saudavel e doente. Outros pacientes
que também estao se beneficiando desta tecnologia (Espectrometria de Massa), sio os pacientes
acometidos por doencas onco-hematologicas, sendo utilizada com eficacia nos diagnésticos de tumores
cerebrais malignos a niveis moleculares, sendo inclusive utilizado também durante a cirurgia oncoldgica
com o objetivo principal de constatar a remocao de todo o tecido tumoral.

“Agora, com esta técnica, serd possivel fazer um diagnéstico diferencial mais exato e completo,

no nivel molecular somando ao diagnéstico convencional ja existente” (Df. Izilda Cardinalli -
Doutora pela Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp e patologista do Centro Infantil Boldrini).

DISCUSSAO

Através da revisao literaria, compreendido no espago de tempo de aproximadamente oito meses,
encontramos artigos e trabalhos publicados desde 1982 até o mais recente em 2017, retirados do banco de
dados Google académico no idioma em portugués, foram encontrados os seguintes trabalhos enumerados

a seguir:

TRABALHOS ENCONTRADOS

. TIPO DE INSTITUICA
TITULO ESTUDGO | AUTORES o

Trabalho de

conclusio de

ANO

curso
(dissertacio de

Efeito In Vitro dos Acidos Etilmalonicos e Metilsucinico mes’tr ado para
titulo de

sobre as atividades enzimaticas dos Complexos da cadeia Mestre em
1 | respiratéria mitocondrial e da creatina quinase em cortex Citncias Barschak AG UREFS 2003
cerebral, musculo esquelético e musculo cardiaco de ratos Bioloeicas —
jovens. Bi 10 O}gu.:as
ioquimica na
Universidade
Federal do Rio
Grande do
Sul)
(Dissertagao
de mestrado Universidade de
Espectrometria de massa por tempo de véo com fonte | para obten¢do Cunha JA Sio Paulo. 2014
MALDI acoplada a um acelerador de particulas. 2014. 80f. do titulo de Instituto de
mestre em Fisica).

Ciéncias —
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Trabalho de
conclusio de
curso para
obtencao de .
ditalo de Unicesumar —
Acidemia Metilmal6nica: Um estudo de caso. 2017. 20f. bacharel em Dalbeuo; . Cer.m’ro. 2017
Nuticio, Nogueira. Umvers.ltar{o de
Centro de Maringd.
Ciéncias
Bioldgicas e da
Saude.
Ministério da
Saude -
Departamento
de Gestdo e
DGITS/SCTI | Incotporagio de
Procedimentos Laboratoriais para Diagndstico de Doencas | Relatério n® | E. Ministério | Tecnologias em 2014
Raras associadas a Anomalias Congénitas na Tabela SUS - 109; da Saude; Saude da
Carlos, 2014. Secretaria de
Ciéncia,
Tecnologia e
Insumos no SUS
(CONITEC)
Publicacio no Dirio Oficial da Unido: D.O.U. N° 22, de 31 é‘f‘giﬁ 014
de janeiro de 2014, pag. 70. Gadelha;
Jornal Brasileiro
de Patologia e
Espectrémetrf)'de massa: um novo instrumento analitico Editorial Fonseca AA Medicing 2006
para o laboratério clinico Laboratorial;
Volume 42,
numero 0.
Neurotoxidade Neonatal do Metilmalonato ¢ suficiente para Tese de ngzlr:r;;dgfgm
iniciar déficit de memoéria em camundongos: envolvimento Doutorado Gabbi P Maria. Rio 2014
de marcadores inflamatérios e apoptéticos. 2017. 92f.. )
Grande do Sul.
O papel da amoénia sobre as alteragGes comportamentais, T Universidade
! N . ese de . Federal de Santa
neuroinflamacdo e apoptose em um modelo experimental Doutorado Gabbi P Maria. Rio 2017
de acidemia metilmalonica. 2017. 133f. ’
Grande do Sul.
Trabalho de
conclusao de
( diss(e:;ltzsgcs;lo de Universidade do
Efeito genotdxico in vivo do acido metilmalonico em trad Pont HISD Extremo Sul 2011
cérebro e rim de ratos. 2011. 69f. metsin?loo d};ara on Catarinense —
Mestre em UNESC.
Ciéncias da
Saude) —
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Trabalho de
Anilise quantitativa de aminoacidos por HPLC em sangue e | conclusdo de
1 urina coletados em papel-filtro no petiodo neonatal: curso UFMG. Belo
0 validagdo de método, estabelecimento de valores de | (dissertagdo de | Nolasco DM HoriZ(;nte 2017
referéncia e aplicagdo pratica em erros inatos do | mestrado para '
metabolismo. 2017. 109f. titulo de
Mestre)
1 Revista Medica da UFPR. Acidemia Metilmal6nica- Relato | Relato de Caso
1 de Caso— Julho/Setembro - 2017. Rev. Med. UFPR 4(3):| - Acidemia Nora et al. UFPR 2017
142-145. Metilmal6nica
1 Deteccido de Erros Inatos do Metabolismo em Pacientes de | Palestra em
5 Risco por Espectrometria em Tandem no HCPA. LUME — Saldo de Siebel RS UFGRS 2009
Repositorio Digital UFGRS; Extensao
. Tese
1 Aplicacoes da Espectrometria de Massas e da Cromatografia apizserzzjadio Universidade
3 Liquida na Caracterizacdo Estrutural de Biomoléculas de p gPés— Souza LM Federal do 2008
Baixa Massa Molecular. 185f - Parana — UFP.
Graduagio em
Bioquimica
Revista de
1 Diﬁ.culdaAde.s no Diagnostico ¢ Mancjo da Acidemia hgac?;;?n?: Crindade et al S()Plflcgh;;r’lij, -
4 | Metilmal6nica — Relato de caso sugestivo. . A o .
Metilmal6nica n°, p. 28-34, jun.
2009.
1 | Acidudrias organicas: diagnéstico em pacientes de alto tisco Diagnstico Il‘zgilzfltlrie—
5 Brasil: Acidurias Wajner et al. | 77 0°05 2001
no Brasil; orghnicas: volume 77 n°05,
2001.
Departamento  de  Quimica USP, Laboratério de Dgfzgzr;ls?;o
1 Espectrometria  de  Massas —  LabMass,  2018. USP
p Disponivel em: 02/11/2020 - - Laboratc')r,io de 2020
;222;5 // />quimica.ffc1rp.usp.br/ central_analitica/espectro_ Espectromettia
de Massas - USP
Associa¢io
Aciduria  Metilmalonica, ~Guia  Metabolico, ~ 2015. s Portuguesa
1 | Disponivel em: 15/03/2020 Hospital S0 |- CDG e outras
p . . . . - de Deus Doengas 2015
7 | <https://metabolicas.sjdhospitalbarcelona.org/ecm/acidur J ogo ¢
iametilmalonica> arcelona Metabdlicas
Raras (APCDG-
DMR) - 2015
Introducio a espectrometria de massa.
1 | Disponivel em: 01/09/2020 | Espectrometri i UFJF 2013
8 | <www.ufjf.bt/quimicaead/files/2013/05/8- a de massa.
Espectrometria-de-massa.pdf>.
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, . Novidades
1 O que é espectrometria de massa. Espectrometri Medicas e
Disponivel em: 05/10/2020 <www.news-medical.net/life- P - . -
? sciences/What-is-Mass-Spctrmetry-(Portuguese).aspx> a de massa. Comunidade
p Ty guese).aspx=. Cientifica.
Erros Inatos do Metabolismo. Exames laboratoriais para o
. .. Exames
diagnostico de EIM. laboratoriais
2 | Disponivel em: 27/10/2020 ata O i Fleury i
0 | <https://www.fleuty.com.br/medico/manuais- P L. Ty
. ! . . diagnoéstico de
diagnosticos/etros-inatos-do-metabolismo/exames-
. EIM
laboratoriais>

No inicio do estudo abordamos de uma forma geral os Erros Inatos do Metabolismo, que de
acordo com Nolasco (2017) podem ser classificados, sobre a perspectiva fisiopatologica, sendo estas
alteracdes do metabolismo divididas em trés grupos, com base nos seus fenotipos clinicos: Disturbios que
dao origem a intoxicagao; Distiurbios no metabolismo energético; e Disturbios envolvendo moléculas
complexas. Sendo que os impactos causados no organismo por estas anomalias podem variar de forma
ampla entre os afetados.

A pesquisa demonstrou que as acidemias organicas que ¢ uma EIM, exemplificada no estudo pela
metilmalonica (AMM), podem causar doencgas graves se nio tiver um diagndstico e um tratamento
precoce.

Trindade (2009) nos diz que a Acidemia Metilmalonica é uma desordem metabdlica com um
defeito bioquimico que se apresenta no metabolismo do proprianato durante a conversio do acido
metilmal6nico para o acido succinnio. Ha 2 tipos de anomalias principais: o defeito das coenzimas (metil
B-12 e 5-desoxiadenosil —-B12) e na apoenzima (metilmalonil-mutase).

Barschak (2003) complementa alertando que se o diagnéstico e o tratamento ndo forem
conduzidos de forma adequada, os distirbios relacionados aos acidos organicos costumam ser fatais e os
pacientes que conseguem sobreviver ficam com seqjielas graves. E essas ocorréncias podem ser facilmente
confundidas com septicemia, ja que ambos os casos se caracterizam por acidose e encefalopatia aguda.

Segundo Pont (2011) é geralmente na primeira semana de vida que aparecem os primeiros sinais
clinicos, principalmente os relacionados ao sistema neurolégico. O paciente pode apresentar letargia,
hipotonia, retardo mental e psicomotor, alteragbes comportamentais e neuropsiquiatricas (déficit de
atencdo, quadros de agressividade e comportamento autista), atrofia cerebral, apatia, coma, anormalidades
no eletroencefalograma e convulsées, dentre outros sintomas.

Nas observagdes referentes ao presente trabalho temos como destaque a concordancia dos autores

correlacionados a importancia do diagnostico precoce ao inicio imediato do tratamento nas acidemia.
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Utilizando como ferramenta para este diagndstico a espectrometria de massa, que conforme Siebel
(2009) realiza a medicao das acilcarnitinas (AC) e dos aminoacidos (AA) pela Espectrometria de Massas
em Tandem (MS/MS) permitindo com maior precisdo a descoberta precoce no que se refere aos etros
inatos do metabolismo (EIM), sendo entdo considerada na medicina como uma ferramenta fundamental
para o diagnostico.

Sendo assim, a revisao da literatura demonstrou que os autores estao de acordo com o diagnéstico
precoce e o inicio imediato do tratamento da acidemia, e utilizagao da tecnologia de Espectrometria de
massa nos diagnoésticos. Concluimos também que a cromatografia é uma técnica que trabalha junto com
a espectrometria de massa tanden, mas nao nos aprofundamos nessa técnica, restando como indica¢ao
para estudos futuros.

Nao foram encontrados trabalhos contrarios a utilizacao de espectrometria de massa Tande no
diagnostico das EIM- Acidemias organicas ou de qualquer outra doenga. Portanto julgamos que o trabalho
alcancou o objetivo especifico de correlacionar a utilizacdo da espectrometria em tandem para obtengio
de um diagnéstico mais rapido com precisao, a fim de tornar célere o processo e conseqlientemente o

inicio do tratamento.

CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo da espectrometria de massa se mostra como uma ferramenta fundamental para o
diagnostico laboratorial das patologias pertencentes ao grupo EIM, dentre outras, devido a sua alta
sensibilidade que permite a analise de compostos individuais inserido em estruturas complexas e pela
utilizacdo de amostras simples. Sua utilizagio no diagnostico neonatal e pré-natal proporciona a
possibilidade de um melhor prognéstico, minimizando os riscos e sequelas devido ao inicio mais rapido
do tratamento. Sendo fundamental no diagnéstico das acidemias organicas, entre estas a Acidemia
Metilmalonica, pois o tempo é fundamental na descoberta e tratamento destas patologias que podem ser

fatais.
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