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Investigacao diagnostica de erros inatos do metabolismo i
Aceito para publicagdo em 07/03/07

em um hospital universitario QKRS s

Diagnostic investigation of inborn errors of metabolism in a university hospital

Fatima Aparecida Mazzini Amancio’, Fernanda Bertdo Scalco? Claudio Antonio Rabello Coelho?

TR resumo

Erros inatos do metabolismo Obijetivos: Estabelecer a freqliéncia de erros inatos do metabolismo (EIMs) em uma amostra de pacientes
com hipétese diagndstica de EIM proveniente do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu da Universidade Estadual Paulista (UNESP) e analisar a metodologia empregada nessa inves-
tigacdo. Amostra e métodos: Foram triadas para EIM, por testes quimicos e técnicas cromatograficas,
1.233 amostras de urina de 905 pacientes. Resultados: O diagnéstico de EIM foi estabelecido em 18
(1,98%) pacientes; 12 deles apresentaram triagem (testes quimicos e cromatografias) alterada para
EIM. Todos os pacientes foram diagnosticados por andlises enzimaticas. Concluséo: A frequéncia de
EIMs diagnosticados neste estudo (1,98%), quando comparada com a literatura, foi satisfatéria, uma
vez que este grupo de pacientes foi proveniente de um Unico hospital. A metodologia provou ser eficaz,
indicando 12 casos de EIM entre os 18 diagnosticados. O estudo mostra a importéancia de laboratérios
especializados na deteccdo deste tipo de patologia.

Triagem

abstract ISEWSE
Objective: To establish the frequency of inborn errors of metabolism (IEM) in a cohort of patients with a diagnostic | Inborn errors of metabolism
hypothesis of IEM, deriving from the Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu of UNESP and
to analyse the methodology used for this investigation. Methods: 1,233 urine samples from 905 patients were
screened for IEM by chemical tests and chromatographic techniques. Results: IEM were diagnosed in 18 patients;

Screening

twelve of these showed alterations in the IEM screening procedures (chemical tests and chromatography). All
the 18 patients were diagnosed by enzymatic analyses. Conclusion: The IEM frequency diagnosed in this study
(1.98%) was reasonable, since this group of patients came from a single hospital. The methodology proved to
be efficient, indicating 12 IEM cases among the 18 diagnosed. The study shows the importance of specialized
laboratories for the detection of this kind of pathology.
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Introducéo

Os erros inatos do metabolismo (EIMs) sdao doencas
determinadas geneticamente causadas por um defeito
especifico (geralmente enziméatico) que leva ao bloqueio de
uma determinada via metabdlica. Esse bloqueio tem como
conseqUiéncia o acimulo do substrato da enzima deficiente,
a diminuicdo do produto da reagdo ou o desvio do substrato
para uma via metabdlica alternativa.

Cerca de 500 EIMs diferentes foram identificados até
o momento, correspondendo a cerca de 10% de todas
as doencas genéticas®; ainda que individualmente raros,
os EIMs sdo freqiientes em conjunto, apresentando uma
incidéncia cumulativa estimada em 1:1.000 recém-nascidos
vivos(9,

E importante que o diagnéstico de EIMs, que depende
de laboratdrios especializados, seja correto e rapido, uma
vez que muitos possuem tratamentos. Esses tratamentos,
quando administrados no tempo certo, podem amenizar
ou até mesmo reverter um quadro clinico. De uma maneira
geral, a avaliacdo laboratorial primaria (triagem) busca
a identificacdo de um metabdlito acumulado através de
testes quimicos e cromatografias. A ocorréncia de um teste
positivo na triagem ou a apresentacao, pelo paciente, de
sinais e sintomas sugestivos de um EIM néo-detectavel pelos
métodos de triagem devem ser investigadas por técnicas
diagnésticas complementares, entre as quais podemos citar
a determinacdo da atividade da enzima que se suspeita
deficiente, a quantificacdo de aminodacidos, bem como a
identificacdo do defeito molecular © 1321, 28),

O objetivo deste trabalho foi estabelecer a frequiéncia de
EIMs em uma amostra de pacientes com hipétese diagnés-
tica de EIM em um hospital universitario de nivel terciario,
bem como analisar a metodologia utilizada neste estudo.

Material e métodos

Foram estudadas 1.233 amostras de urina de 905 pa-
cientes do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Botucatu, da Universidade Estadual Paulista (UNESP), de
ambos os sexos, com idades entre 1 dia e 32 anos, durante o
periodo de setembro de 1994 a dezembro de 2002 (estudo
retrospectivo). As amostras foram encaminhadas ao Labora-
tério de Erros Inatos do Metabolismo da mesma instituicao.
Todas as amostras foram submetidas a triagem urinaria
composta por sete testes quimicos: clinitest, cloreto férri-
co®, dinitrofenilidrazina®, nitrossonaftol®, p-nitroanilina®,
cianeto-nitroprussiato® e azul de toluidina®.

As amostras de pacientes que apresentaram resultados
positivos em um ou mais dos referidos testes, ou, ainda,
sinais clinicos sugestivos de EIM, passiveis de deteccdo por
cromatografia em camada delgada (de aminoacidos, mono
e dissacarideos, mucopolissacarideos ou oligossacarideos),
foram analisadas de acordo com as técnicas de Efron et al.?,
1964; Metha e Satini, 1974%9; Humbel et al., 197209 e
Sewell, 1979@2,

Amostras de sangue e urina dos pacientes com cromato-
grafias alteradas, bem como de pacientes com suspeita de
EIMs ndo-detectaveis pela metodologia empregada, foram
enviadas para outros laboratérios (laboratérios de referéncia
em EIM) para confirmacdo dos resultados e ou hipdtese
diagnéstica através de técnicas complementares.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Botucatu da UNESP, of. 471/2003-CEP
MACAH/asc.

Comparacdes entre duas proporcdes foram realizadas
pelo método z.

Comparacdes entre freqliéncias de mais de duas pro-
por¢des foram realizadas pelo teste do 2.

Foram consideradas significativas as diferencas cujo p do
erro o fosse menor que 0,05. Os célculos foram realizados
utilizando-se o programa Sigma Stat.

Resultados

Entre os 905 pacientes estudados, 524 (58%) do sexo
masculino e 381 (42%) do feminino, a média de idade
apresentada foi de 4 anos, 8 meses e 18 dias. Foram diag-
nosticados 18 EIMs nessa amostra (Tabela 1), sendo que,
desses, 12 tiveram indicacéo pelos métodos de analise
laboratorial empregados no estudo. A cromatografia de
aminoécidos indicou doenca do xarope do bordo (leuci-
nose) e sindrome de Fanconi. A cromatografia de muco-
polissacarideos indicou quatro casos de sindrome de Hurler
e trés de sindrome de Sanfilippo. Trés amostras positivas
na triagem para acUcares apresentaram bandas na regido
de aplicacdo da cromatografia de mono e dissacarideos,
sugerindo algum tipo de oligossacarideos. Pela cromato-
grafia de oligossacarideos foram confirmados trés casos de
gangliosidose GMT1.

Um paciente com testes quimicos e cromatografia ne-
gativos foi diagnosticado com hiperglicinemia ndo-cetética
(diagndstico realizado pela andlise da clinica do paciente
combinada a exames complementares terceirizados).
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EIMs diagnosticados em uma

Tabela 1 EEENUHIER CRIEREWE I
Diagnéstico Niimero de casos

Doenca da urina do xarope do 1
bordo

Sindrome de Fanconi
Sindrome de Hurler

Sindrome de Sanfilippo
Sindrome de Mérquio
Gangliosidose GM1
Hiperglicinemia nao-cetotica
Doenca de Krabbe
Leucodistrofia metacromatica

_, N R R W R, W N R

Deficiéncia de biotinidase
Total

—_
oo

Trés dos 56 pacientes com teste de azul de toluidina
alterado, cromatografia de MPS negativa e apresentando
quadro clinico sugestivo de EIM tiveram amostras de sangue
enviadas para medida de atividades enzimaticas (analises
terceirizadas), tendo sido detectado um caso de doenca de
Mérquio e dois de leucodistrofia metacromatica.

Um caso com suspeita clinica de doenca de Krabbe (que
ndo é detectada pelos testes quimicos e cromatografias
empregados neste estudo) teve a triagem negativa e o
diagnéstico confirmado por dosagem enzimatica. Outro

caso confirmado por anélise enzimética foi o de um paciente
com deficiéncia de biotinidase. Este caso ndo apresentou
alteracdo no teste da dinitrofenilidrazina, que pode estar
alterado nesta patologia. Isso pode ser explicado pelo fato
de esse teste nao ser especifico para andlise de deficiéncia
de biotinidase.

Os resultados demonstram que o grupo de EIM co-
nhecido como doengas lisossomicas de depésito foi o mais
freqliente na amostra estudada (Tabela 1), correspondendo
a 77,8% dos casos diagnosticados.

Dos 905 pacientes analisados laboratorialmente, 269
(29,7%) apresentaram resultados alterados em um ou mais
testes quimicos e 636 (70,3%) foram negativos em todos
os testes. A Tabela 2 representa o resultado percentual das
alteracdes encontradas nos testes quimicos e cromatografias
para EIM dos 269 pacientes com um ou mais testes quimicos
alterados. Desses 269 casos, a freqliéncia de alteracdo para
acUcares foi significativamente maior (Z=4,553; p < 0,001)
do que a de testes negativos; e a de testes alterados para
aminoacidos foi significativamente menor (Z = 5,782; p <
0,001) do que os testes negativos. A frequiéncia de testes
alterados para mucopolissacarideos também foi significa-
tivamente menor (Z = 11,047; p < 0.001) do que os testes
negativos. A frequiéncia de alteracdo nas cromatografias de
acUcares foi significativamente maior do que a das nao-alte-
radas quando se aplicou o teste Z para comparacéo de duas
proporcoes (Z=4,553; p<0,001), o mesmo aconteceu para
as cromatografias de aminodcidos (Z = 5,782; p<0,001) e
de mucopolissacarideos (Z = 11,047; p < 0,001).

Freqiiéncia de alteragoes encontradas na triagem (testes quimicos e cromatografias) para EIM

Tabela 2

Nimero de amostras positivas (%)

em 269 pacientes com um ou mais testes quimicos positivos

Nimero de amostras negativas (%)

TQ para agucares* 161 (59,8) 108 (40,1)
Cromatografia mono e dissacarideos 42 (26) 119 (74)

de 161 amostras com TQ positivos

para aclicares

TQ para Aa** 101 (37,5) 168 (62,5)
Cromatografia Aa de 101 amostras 27 (26,7) 74 (73,3)
com TQ positivos para Aa

TQ para MPS*** 70 (26) 199 (74)

Cromatografia MPS de 70 14 (20) 56 (80)

amostras com TQ positivo para
mucopolissacarideos

TQ = testes quimicos; Aa= aminodcidos, MPS = mucopolissacaridios; *TQ para agticares redutores composto do teste de Benedict; **TQ para aminodcidos composto dos testes
de cloreto férrico, dinitrofenilidrazina, nitrossonaftol e cianeto-nitroprussiato; ***TQ de mucopolissacarideos composto do teste do azul de toluidina.
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Porcentagens de diagnostico de EIM em amostras selecionadas por diferentes autores por

Tabela 3
Autores (ano de publicacdo)
Neves et al. (presente trabalho)
Oliveira et al. (2001)®)

Coelho et al. (2001)©
Simoni et al. (1998)?4
Giugliani e Coelho (1997)™"
Castejon (1995)©)

Arens et al. (1993)®
Turcato (1990)¢@”
Wannmacher et al. (1990)¢%
Berry (1977)©

Schmidt e Diament (1972)®)

apresentarem suspeita clinica de doenca metabolica

%
1,98

8,5
7,2
4,9
0,9
4,2
1,6
59
0,8
3,9

O teste quimico de triagem indicativo de aciddria me-
tilmaldnica (teste da paranitroanilina) foi negativo nos 905
pacientes testados.

Discussao e conclusao

A incidéncia de EIM encontrada em nosso estudo, de
1,98% em 905 pacientes, esté dentro da esperada quando
comparada com as encontradas na literatura (Tabela 3),
uma vez que se trata de uma amostra regional e proveniente
de um Unico hospital-escola. A diferenca de porcentagens
encontradas pelos diversos autores pode ser explicada de
varias formas, como niimero amostral, populagéo estudada,
tipo de testes aplicados, entre outros fatores. Como citado
por Wajner et al. , 1986, a freqiiéncia de EIM depende do
ndmero de testes aplicados e também do critério de selecéo
(sinais sugestivos de EIM) dos pacientes a serem triados.

Com base na andlise dos dados clinicos anexados a soli-
citacdo de exames da nossa amostra de estudo, foi possivel
detectar que 547 (60,5%) pacientes apresentavam algum
tipo de encefalopatia e parece ser esta a principal sintomato-
logia clinica que levou a suspeita de EIM neste estudo.

Analisando as freqiiéncias de resultados alterados e ne-
gativos entre os testes quimicos e cromatografias, podemos
observar que, no geral, encontramos mais resultados nega-
tivos, o que era de se esperar em se tratando de doencas
raras. Entre aqueles resultados alterados nos testes quimicos
encontramos muitas amostras com resultados que podem
ser considerados falso-positivos, ou seja, ndo sdo EIM,

embora apresentem algum teste alterado. Isso pode ser
explicado, uma vez que varios fatores podem interferir nos
testes quimicos de triagem, como doses macicas de alguns
antibidticos, acido ascorbico e hidratos de coral (alterando
o teste de Benedict)('?, uso de outros medicamentos, prin-
cipalmente anticonvulsivantes e penicilina, alimentacéo rica
em proteinas, disfuncdo hepatica severa e anemia (alterando
os testes para aminodcidos)®2% 29, |Gpus eritematoso, artrite
reumatdide, carcinomatose, sindrome de Marfan e elimi-
nacdo transitéria de mucopolissacarideos no inicio da vida
(alterando o teste do azul de toluidina)"" ', entre outros.

O caso de Mdrquio, cujo teste do azul de toluidina
apresentou alteracdo, mas a cromatografia foi negativa,
foi considerado resultado falso-negativo, ja que a cromato-
grafia de mucopolissacarideos na urina deveria ter indicado
aumento na concentracdo de sulfato de keratan. Este falso-
negativo poderia ser explicado por uma amostra de urina
muito diluida ou, ainda, diminuicdo da excre¢do de muco-
polissacarideos pela idade® ™. O caso de hiperglicidemia
ndo-cetotica também foi considerado falso-negativo, posto
que a cromatografia de aminoacidos deveria ter indicado
um aumento na concentracao de glicina. Esse falso-negativo
poderia ser explicado, entre outros fatores, por urina muito
diluida ou ingesta protéica insuficiente®@.

Os dois casos de leucodistrofia metacromatica que apre-
sentaram teste de azul de toluidina alterado e cromatografia
de MPS negativa se explicam pelo fato de a cromatografia
de MPS ser mais sensivel que o teste quimico, ndo sendo
a técnica de analise especifica para esta doenca.
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O ntimero de EIM aqui diagnosticados mostra que estas
disfuncdes devem ser pesquisadas sempre que um pacien-
te apresente distirbios metabdlicos e/ou manifestacdes
neuroldgicas sem causa determinada, em paralelo com
outras possibilidades diagndsticas. A metodologia utilizada
mostrou-se eficaz, uma vez que permitiu o diagnéstico e
a exclusdo de EIM.
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