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Investigacdo de erros inatos do metabolismo
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Os erros inatos do metabolismo sao doengas metabdlicas hereditarias individualmente raras,
mas gque em seu conjunto apresentam uma incidéncia aproximada de pelo menos 1 caso para
cada mil nascimentos. O presente trabalho teve por objetivos descrever as principais
manifestacgdes clinicas, bem como os protocolos gerais de investigacdo diagndstica para a
maioria destes disturbios. Para fins praticos, estas doencas foram divididas em duas categorias:
das moléculas pequenas (aminoacidopatias, acideias organicas, etc) e das moléculas complexas
(doencas lisossdmicas de deposito, doencas peroxissomais, etc). Alguns grupos mais
prevalentes de erros inatos do metabolismo, tais como as aminoacidopatias, as acidemias
organicas e as mucopolissacaridoses, foram discutidos com maior énfase.
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Investigation of inborn errors of metabolism

Inborn errors of metabolism are inherited metabolic disorders individually rare, but, taken
together, their overall frequence is about 1 case out of 1000 newborns. The present study
aimed to describe the main clinical features, as well as the general principles of investigation
for these diseases. They were divided into two categories, one of the small molecules
(aminoacidopathies, organic acidemias, etc) and the other of the complex molecules
(lisossomal storage disorders, peroxisomal disorders, etc). Some of the most frequent
groups of inborn errors of metabolism such as the aminoacidopathies, the organic acidemias
and the mucopolissacharidosis, were discussed in detail.
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Introducao

Os erros inatos do metabolismo (EIM)
sdo disturbios hereditarios transmitidos, na sua
guase totalidade, de maneira autossémica
recessiva. Individualmente sdo doencas raras,
mas em seu conjunto (mais de 450 disturbios)
atingem pelo menos 1 para cada mil
nascimentos (1). Tendo em vista que apenas

poucas dessas desordens sdo diagnosticadas
no recém-nascido através da triagem neonatal
em massa para doencas metabodlicas que é
realizada em paises desenvolvidos e em
alguns em desenvolvimento, o médico deve
estar atento para um conjunto de sintomas e
sinais que indicam a necessidade para uma
investigacdo direcionada para o diagnostico
desses distarbios (2). No entanto, embora a
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historia clinica de um paciente afetado por
estas desordens seja importante, umavez que
dirige a investigagdo para uma doenga ou um
grupo de doencas, o diagnéstico dos EIM é
fundamentalmente laboratorial (3,4).

O pensamento usual do médico frente a
um paciente com sintomatologia de causa
desconhecida é que, devido a raridade dos EIM,
deve-se pensar na possibilidade desses
distdrbios somente apos excluir-se as doencas
mais comuns. No entanto, a demora no
diagndstico para os casos mais graves pode ser
fatal, sendo que uma parcela consideravel dos
pacientes afetados morre sem diagnostico ou
com o diagnostico de septicemia ou parada
cardiorrespiratéria. Convém enfatizar que em
muitos casos as infec¢cdes precipitam,
agudizam e acompanham o quadro clinico dos
pacientes com erros inatos do metabolismo. Os
resultados da autopsia sdo também
inconclusivos de uma forma geral, excetuando
algumas doencas lisossémicas de depdsito ou
de oxidacdo de acidos graxos em que se
identifica a presenca de grandes quantidades
do substrato (glicogénio, mucopolissacarideos,
lipideos, etc.) armazenado em alguns tecidos.
Por outro lado, a maioria dos pediatras acredita
gue os EIM se manifestam apenas de forma
inespecifica com retardo mental e convulsées,
ignorando os sintomas especificos que
caracterizam varias dessas doencas,
especialmente as doencas lisossémicas de
depdsito.

Além disso, € comum confundir as
doencas hereditarias com as congénitas, visto
gue os EIM ndo se manifestam geralmente ao
nascimento. Embora os sintomas na maioria
dos casos se manifestem no primeiro ano de
vida, podem ocorrer na adolescéncia ou
mesmo na vida adulta.

Para simplificar a investigacdo dos EIM,
podemos dividi-los em dois grandes grupos, o
das moléculas pequenas (aminoacidopatias,
acidemias organicas, intolerancia a acucares,
etc.) e o das moléculas complexas (doencas
lisossbmicas de depdésito, peroxissomais,
etc.). Nos EIM de moléculas grandes, os
sintomas sado permanentes, progressivos,
independentes da ocorréncia de infeccodes,
jejum, cirurgias ou outras situacdes com
catabolismo acelerado e ndo estao
relacionados com a ingestdo alimentar. Ja os
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pacientes afetados por defeitos do
metabolismo das moléculas pequenas
apresentam sintomas de intoxicagédo e/ou de
deficiéncia de energia. A intoxicagao se deve
ao acumulo dos metabdlitos proximais ao
defeito metabdlico e se caracterizam
clinicamente por um periodo assintomatico
seguidos por sintomas de intoxicacdo aguda
(vébmitos, coma, insuficiéncia hepatica,
convulsdes, disturbios respiratorios, etc.) ou de
deficiéncia energética (atraso no
desenvolvimento fisico e psicomotor, hipotonia
generalizada, cardiomiopatia, acidemia latica,
hipoglicemia, morte subita na infancia,
malformacgdes, etc).

O objetivo deste artigo é o de familiarizar
0 médico com o0s sintomas/sinais clinicos mais
frequentes e com os procedimentos utilizados
no diagnostico de EIM para que 0 mesmo
possa melhor indicar os pacientes suspeitos
para a analise laboratorial e melhor interpretar
os resultados das investigacdes laboratoriais.
Sintomas sugestivos de
metabdlicas hereditéarias

doencas

O paciente com EIM usualmente apresenta
uma gama de sintomas e sinais clinicos que
devem alertar o0 médico para esse grupo de
patologias. A forma de aparecimento dos
sintomas € um fator importante na distincéo entre
os dois grandes grupos de EIM. Os defeitos do
metabolismo intermediario que levam ao
acumulo de moléculas pequenas (ex.,
aminoacidos e acidos organicos) geralmente tem
uma apresentacao clinica subita e a evolucao se
caracteriza por episodios de agudizacéo
recorrentes geralmente precedidos por
infecgbes, ingestdao alimentar exagerada de
alimentos especificos, cirurgia, jejum ou outras
condicOes de catabolismo elevado, pois nestas
situacOes ocorre degradacdo de proteinas ou
lipideos que véao originar os metabdlitos toxicos
(ex., defeitos do ciclo da uréia e acidemias
organicas). Nos intervalos entre as crises 0s
pacientes podem estar clinicamente normais.
Para muitas destas doencas é, portanto,
essencial que as amostras para analise
laboratorial sejam coletadas nos momentos de
crise metabdlica. O exame fisico geralmente é
inespecifico, assim como 0S exames
histopatol6gicos dos 6rgdos mais afetados. O
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tratamento agudo com restricdo alimentar
especifica (proteinas, lipideos ou glicideos)
associado ou ndo a suplementacéo de vitaminas
(que ajudam as reagfes enziméaticas) mostra
resultados extraordinarios, retirando o paciente
da crise em poucas horas. Um outro grupo
dessas patologias mostra uma evolugao cronica
desde 0 nascimento ou nos primeiros meses ou
anos de vida. Nesses casos, a intoxicacdo &
cronica (ex., fenilcetonuria) e os afetados
apresentam um atraso na aquisicdo das
habilidades motoras (ex., caminhar) néo
adquirindo em muitos casos as habilidades
cognitivas normais. A tabela 1 mostra os
principais achados clinico-laboratoriais que
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devem levar a suspeita de um EIM de intoxicacéo
ou de deficiéncia energética (moléculas
pequenas).

Os EIM de moléculas complexas ou de
organelas (doencas lisossémicas de deposito e
peroxisomais) manifestam-se na sua quase
totalidade de uma forma crénica e progressiva,
atingindo tecidos e 6rgéaos (figado, baco, medula
Ossea e encéfalo), onde ossubstratos (glicogénio,
lipideos complexos, mucopolissacarideos) que
ndo podem ser degradados se depositam. E
comum encontrar nesses pacientes dismorfias
e sinais clinicos especificos (hepatomegalia,
esplenomegalia, leucodistrofia, etc). A doenca
geralmente se manifesta apds os primeiros

Tabela 1. Principais manifestagdes clinicas dos erros inatos do metabolismo de moléculas pequenas

Neonato
Vomitos incoerciveis
Recusa alimentar
Hipotonia/hipertonia
Letargia, coma intermitente
Convulsfes de causa desconhecida
Mioclonias
Miopatia/cardiomiopatia
Taquipnéia/apnéia
Dismorfismo
Odor peculiar na urina ou no paciente
Macrocefalia

Crianca até os 10 anos de idade
Intolerancia alimentar

Atraso no desenvolvimento fisico e psicomotor
Ataxia, hipotonia, coreoatetose, paraparesia espastica, marcha anormal, microcefalia/

macrocefalia, distirbio de comportamento

Hepatomegalia/hepatopatia, pancreatite, urolitiase, disfungdo tubular renal

Deslocamento de cristalino, atrofia 6tica

Alteracdes esqueléticas

Alopécia, alteragcbes pigmentares na pele e cabelos

Odor peculiar na urina ou no paciente

Doenca aguda precipitada por estresse (infecg¢do, cirurgia ou indiscricdo alimentar)

Adolescente até a fase juvenil

Retardo mental, estupor ou ataxia episddica, sintomas neuropsiquiatricos, letargia,

coma
Ocluséo vascular prematura
Hepatomegalia, urolitiase

Deslocamento do cristalino, retinite pigmentar

Alteracdes esqueléticas
Odor peculiar

Doenca aguda precipitada por estresse (infeccao, cirurgia ou indiscricdo alimentar)
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Tabela 2 Principais manifesta¢gfes clinicas dos erros
inatos do metabolismo de moléculas complexas

Retardo mental progressivo

Dismorfias (gargolismo, etc.)
Anormalidades no esqueleto
Hepatoesplenomegalia
Atraso no desenvolvimento

Opacidade de cérnea

Comportamento agressivo/Irritabilidade
Dificuldade auditiva e visual

meses ou anos de vida e é comum o afetado
perder as habilidades motoras e cognitivas que
jA tinham sido adquiridas. Os exames
histopatologicos, nos afetados por varias dessas
doencas, sao bastante informativos (presenca de
glicogénio no figado nas glicogenoses, de lipideos
especificos em varios tecidos nas lipidoses, etc.).
O tratamento dessas doencas, no entanto, é
bastante escasso, como veremos no artigo sobre
o tratamento dos EIM. A tabela 2 mostra sinais
clinicos que levam a suspeita de doencas de
moléculas complexas.

Diagnéstico

E importante determinar-se inicialmente o
grau de comprometimento dos tecidos ou 6rgaos
envolvidos no paciente suspeito de ser afetado
por um EIM. Véarios exames de rotina sao Uteis
para tal finalidade e incluem testes bioquimicos
e hematoldgicos (gasometria arterial, eletrolitos,
lactato, piruvato, corpos cetbnicos, amonia,
glicose, uréia, creatinina, 4cido urico, colesterol,
testes de funcdo hepética, exames
hematoldgicos de rotina e horménios da tiredide
(tiroxina e triiodotironina) e das suprarenais
(cortisol), bem como eletrofisiologicos (EEG,
EMG e ECG), radiologicos (radiografia, ecografia,
tomografia e ressonancia magnética) e
histopatolégicos que fazem parte da primeira
etapa da investigacgao.

Doencas de intoxicacéo ou de deficiénciade
energia (moléculas pequenas)

Quando o paciente ndo apresenta
sintomas sugestivos de doencas lisossomicas
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de depdsito, o protocolo para a investigacao
laboratorial inicial é dirigido principalmente para
o diagnéstico dos EIM de moléculas pequenas.
Denomina-se arbitrariamente de triagem
simples a investigacdo para doencas
metabdlicas hereditarias, objetivando a
deteccdo de metabdlitos de pequeno peso
molecular acumulados no sangue e/ou
excretados na urina dos afetados. A triagem
simples contempla uma bateria de testes
urinarios, bem como cromatografia
semiguantitativa de aminoacidos em sangue e
urina. A tabela 3 mostra os principais testes
de triagem urinarios. Para a interpretacao
correta desses testes, € importante o
laboratorio receber informacdes relativas ao
guadro clinico do paciente, idade, dieta
especial e medicacdes, visto que existe
variagdo na excrecdo de metabdlitos ao longo
do desenvolvimento e varios medicamentos e
produtos da dieta podem interferir nos testes.
Convém salientar ainda a importancia das fitas
impregnadas com reagentes (multistix) para a
deteccdo de substancias como glicose, corpos
cetbnicos, bilirrubinas, nitritios, hemoglobina e
sulfitos, assim como o pH.

Em sua maioria, os testes listados nao
sao especificos, mas o resultado positivo indica
anecessidade de avaliacGes mais especificas,
direcionando a investigacao para exames mais
dirigidos. Assim, o resultado positivo no teste
de Benedict indica a presenca de um acgucar
redutor e nos direciona para a identificagéo do
composto acumulado, o0 que pode ser
realizado por cromatografia em camada
delgada de glicideos na urina. A presenca de
galactose neste ultimo teste, pode indicar uma
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Tabela 3. Testes de triagem na urina para erros inatos do metabolismo

Teste

Metabolito detectado

EIM

Benedict (Cliniteste)

Dinitrofenilhidrazina
p-Nitroanilina
Cianeto-nitroprussiato

Nitrosonaftol

Agucares redutores

a-cetoacidos
Acido metilmaldnico
Cistina/homocistina

Tirosina e derivados da tirosina

Galactosemia, intolerancia
a frutose, glicosuria renal

Acidurias orgéanicas
Aciddria metilmal6nica

Cistindria’lhomocistinUria

Tirosinemia

Teste do Sulfito Sulfitos Def. de sulfito oxidase,
Deficiéncia do cofator
Molibdénio

Cloreto férrico Cetoacidos Fenilcetondria

galactosemia, enquanto a presenca de frutose
sugere intolerancia hereditaria a frutose e a
glicose a glicosuria renal ou a sindrome de
Fanconi de causa primaria ou secundaria. Para
a definicdo do tipo de galactosemia, devem ser
medidas as enzimas possivelmente
deficientes, como a galactose-1-fosfato uridil
transferase, cuja baixa atividade esta
relacionada a galactosemia classica. Os testes
dinitrofenilhidrazina e p-nitroanilina, quando
positivos, direcionam a investigacdo para as
acidurias organicas. Nestes casos, a
realizacdo de uma cromatografia gasosa de
acidos organicos é indicada. No caso da p-
nitroanilina, um resultado positivo indica
fortemente a possibilidade de aciduria
metilmaldnica. J& o teste para a deteccéo de
sulfitos aponta para a possiblidade da
deficiéncia de sulfito oxidase e do metabolismo
do cofator molibdénio.O teste do cianeto-
nitroprussiato indica a presenca de
grupamentos sulfidrila que séo caracteristicos
da cistinaria e homocistindria (com nitrato de
prata) e o do nitrosonaftol, por detectar a
presenca de metabdlitos da tirosina, indica o
diagnéstico da tirosinemia. Ja o teste do cloreto
férrico indica a presenca de cetoacidos
(fenilcetonuria). Esses testes devem ser
realizados simultaneamente com a
cromatografia de aminoacidos.

A cromatografia de aminoacidos pode ser
realizada em camada delgada ou em papel. E
um teste semiquantitativo, pois somente
observamos a presenca de bandas
aumentadas, maiores que aquelas presentes
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nos controles normais, indicando que aquele
aminoacido esta em quantidade acima do
normal (5). Pode ser realizada tanto em sangue
guanto em urina, e sua execugcao em
laboratorios ndo especializados é plenamente
possivel. Esta cromatografia, apesar de ser
simples e de baixo custo, pode diagnosticar ou
indicar o diagndstico de dezenas de
aminoacidopatias. A figura 1 mostra uma
cromatografia de aminoacidos em papel em
gue a glicina esta elevada na urina. Quando
observamos que o aminoacido esta em
concentracdo mais elevada, é aconselhavel
realizar uma dosagem quantitativa do mesmo
para se verificar o valor exato da concentragao
do aminoacido, o que pode ser feito por
cromatografia liguida de alto desempenho
(HPLC) (6), cromatografia de troca idnica
(analisador automético de aminoacidos).
Convém frisar, no entanto, que esta
cromatografia semi-quantitativa ndo deve ser
indicada na suspeita de doencas do ciclo da
uréia (citrulinemia, argininemia, etc), pois néo
possui sensibilidade para detectar aumento ou
diminuicdo dos metabdlitos envolvidos nessas
doencas. Para esses casos, o teste de escolha
€ a determinacgdo quantitativa de aminoacidos.

Relativamente a outros grupos de erros
inatos do metabolismo (EIM), as
aminoacidopatias e as acidemias organicas
sdo consideradas as mais frequentes doencas
metabolicas em criangcas severamente
enfermas (7,8). Portanto, abordaremos a
seguir esses dois grupos de EIM.

As aminoacidopatias (AAC) e as
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Figura 1. Cromatografia em papel de aminoacidos em sangue e urina.

acidemias organicas (AO) sédo doencgas
hereditarias em que ocorre acumulo tecidual,
respectivamente, de um aminoé&cido e
algumas vezes de seus derivados (AAC) ou
de um ou mais acidos organicos (AO),
refletindo-se no aumento de suas
concentracdes nos liquidos biolégicos
(sangue, urina, liquor, etc) (1,2,9). Esses
distarbios sé@o causados por deficiéncia severa
da atividade de uma enzima, usualmente do
metabolismo dos aminoacidos (AAC e AO),
podendo também comprometer o]
metabolismo dos lipideos ou dos carboidratos
(AO). Nas AAC, o bloqueio da rota metabdlica
resulta no aumento de um aminoacido no
sangue e na urina dos afetados. As
aminoacidopatias também podem ocorrer
secundariamente a defeitos no transporte de
aminoacidos, principalmente no nivel dos
tubulos renais. Nesses casos, varios
aminodcidos, carreados pelo mesmo sistema
de transporte, tém suas concentracdes
elevadas na urina, sem qualquer alteracdo na
concentracdo sérica. Nas AO, o bloqueio da
rota metabdlica resulta no aumento na
concentracdo de varios acidos organicos
detectados principalmente na urina dos
doentes. Conhecemos mais de uma centena
desses disturbios cujo defeito molecular esta
bem definido.

Estima-se que a prevaléncia global das
acidurias organicas é de 1 para cada 2.200
recém-nascidos, enquanto na Arabia Saudita,
onde a taxa de consanguinidade é elevada, é
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de pelo menos 1:740 nascimentos (8,10),
sendo a prevaléncia das aminoacidopatias
ainda mais alta (1). Por outro lado, a prevaléncia
individual das AAC e AO na populacao geral é
conhecida apenas para aquelas enfermidades
gue fazem parte da triagem neonatal em massa
para erros inatos do metabolismo. Nesse
particular, as de mais alta freqiéncia sao a
fenilcetondria (1:10.000) (AAC) e as acidemias
metilmalénica, propiénica e glutarica tipo |
(1:40.000 a 1:50.000 cada) (AO).

Embora o diagnéstico clinico dessas
doencas seja dificil dada a variabilidade da
sintomatologia, para a maioria delas os sinais
mais evidentes sdo neuroldgicos, o que atesta
a suscetibilidade do sistema nervoso central
(SNC) atoxicidade dos aminoacidos ou seus
derivados (AAC) e dos &cidos organicos (AO)
acumulados. Em varios casos, 0Ss compostos
gue se acumulam, tais como a fenilalanina
(fenilcetonuria) e a leucina, isoleucina e valina
(doenca do xarope do bordo) sdo nutrientes
essenciais em concentragcbes normais e
agentes toxicos em concentracdes elevadas.
Na hiperglicinemia ndo cetotica ocorre dano
grave no SNC porque este aminoacido é um
neurotransmissor, causando perturbacdes
graves no funcionamento do SNC quando em
excesso. Déficit de producdo energética
causado por metabdlitos acumulados no
cérebro pode também levar a dano
neurologico, como ocorre em varias acidemias
organicas.

O diagnéstico das aminoacidopatias e
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das acidemias orgénicas € fundamentalmente
laboratorial e usualmente feito por um aumento
significativo (2 a 50 vezes os valores normais
de referéncia) na concentragédo sérica de um
aminoacido para as AAC e na concentragao
urinaria de varios acidos organicos nas AO.
Para o caso das aminoacidopatias, a
investigacao é rotineiramente feita em sangue
e urina, visto que pequenas elevagbes ou
diminuicdes de aminoacidos s6 podem ser
observadas no sangue, enquanto nos defeitos
de transporte tubular renal as anormalidades
serdo mais evidentes na urina e caracterizadas
por um aumento na excrecdo de varios
aminoacidos. Com excecdo da hiperglicinemia
nao cetotica e dos defeitos do metabolismo da
serina, o liquido céfaloraquidiano é raramente
atil no diagnastico das aminoacidopatias. Deve-
se, no entanto, salientar que alteragbes nos
niveis de aminoacidos no sangue e na urina
podem ocorrer na insuficiéncia hepatica grave,
na doenca tubular renal, em estados
catabdlicos, nas deficiéncias vitaminicas, na
malnutricdo, nas infec¢fes, queimaduras
extensas e mesmo na gravidez. Convém
observar que na maioria das doencas primarias
do metabolismo ou do transporte de
aminoacidos as altera¢gdes nas concentracdes
dos mesmos sao bastante significativas e
multiplas dos valores normais, o que é
importante na distingdo entre causas primarias

Wajner et al.

e secundarias. Enfatize-se também que
elevacdes urinarias de um ou outro aminoacido
sem concomitante alteragdo no plasma séo
geralmente devidas a tubulopatias renais
adquiridas ou genéticas como ja foi dito. Ja o
diagnodstico das acidemias organicas é feito
em urina, pois 0s acidos organicos possuem
uma depuracao renal elevada provavelmente
devido a sua alta toxicidade.

A tabela 4 mostra as principais indicagdes
para a andalise de aminoacidos e acidos
organicos em liquidos biologicos. Por outro
lado, a figura 2 mostra um protocolo para o
diagnéstico das AAC e das AO.

A tabela 5 mostra os principais EIM dos
aminoacidos e outros disturbios identificados
pelo aumento (ou diminui¢cdo) dos niveis
plasmaticos e/ou urinarios de aminoacidos.

O desenvolvimento da cromatografia
gasosa aplicada para a deteccdo de acidos
organicos em liquidos biolégicos possibilitou
a partir da segunda metade da década de 60
o diagndstico acurado das AO e a deteccao
de um namero crescente de novos disturbios
(11,12). A analise de acidos organicos ¢ feita
por cromatografia gasosa (CG) em colunas
capilares longas ou de preferéncia por
cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/MS)
usualmente em uma amostra ocasional de
urina, devendo-se dar preferéncia, quando

Tabela 4. Indicagdes para a determinacdo de aminoacidos e acidos organicos nos liquidos bioldgicos

Crise metabdlica de causa desconhecida (hiperamonemia, acidose

metabdlica, acidemia latica, hipoglicemia, cetonemia, cetondria neonatal, citopenia)

Manifestacdes clinicas de intoxicacao sistémica com vomitos incoerciveis

Doenca neurolégica de causa desconhecida
Encefalopatia com convulsdes

Acidose metabdlica persistente

Hepatopatia de causa desconhecida

Doenca multisistémica com sintomas progressivos

Disturbio de metabolismo energético suspeito

Histéria prévia de morte neonatal ou parente com quadro semelhante na familia

Consanguinidade dos pais
Intoleréncia a proteina
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Exames de primeira linha
Sangue: hemograma, hemocultura, gasometria arterial, glucose,
eletrdlitos, testes de fungdo hepatica e renal.
Urina: QUE, urocultura, multistix (corpos cetdnicos, agucares, etc)
Liquor: bioquimica, cultura
Radiologia: raio X de térax

Cetose
Cetoacidose
Acidémia lactica
Hipoglicemia
Hiperamonemia |

Sangue: amoOnia, lactato, cromatografia de

Urina: testes de triagem, cromatografia de

Exames de segunda linha
aminoécidos

aminoacidos e glicideos

-

Exames de terceiralinha
Sangue: analise quantitativa de aminoacidos, de
carnitina livre e total e de acilcarnitinas
Urina: andlise quantitativa de aminoacidos, de
acidos organicos e de acilcamitinas

A

Diagnostico de

Diagnostico de
aminoacidopatias

acidurias organicas

™~

Exames de quarta linha
Estudos enzimaticos (pele, figado,
musculo e leucécitos)
Histoquimica (figado e musculo)
Estudos moleculares (mutagdes)

Figura 2. Protocolo para o diagnéstico das aminoacidopatias e das acidemias organicas em recém-nascidos e

neonatos em crise.

possivel, a primeira amostra matinal, ap6s o
jejum noturno, ou a amostras colhidas durante
crises de descompensacédo (13). Outros
liquidos biolégicos (soro, liquor, humor vitreo
ou bile) tem pouco valor para o diagnéstico
das acidemias organicas, mas tornam-se
necessarios quando do advento de morte
subita sem diagndstico definido ou nas
acidemias organicas com sintomas
exclusivamente neurolégicos sem qualquer
manifestacao sistémica.

As amostras de sangue e urina para a
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determinacdo de aminoacidos e urina para a
determinacao de acidos organicos devem ser
coletadas e imediatamente congeladas a
20 °C ou mesmo em temperaturas mais baixas
guando estocada por longos periodos, visto
gue alguns aminoécidos e 4cidos organicos
sdo termoinstaveis, sendo degradados a
temperatura ambiente. Quando né&o for
possivel enviar amostras de urina congeladas
para a analise, colocar 2 ou 3 gotas de
cloroférmio para cada 10 ml de urina. As
outras amostras (soro ou liquor) ndo devem
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Tabela 5. Principais erros inatos do metabolismo associados com alteracdo dos niveis de aminoacidos no
sangue e/ou ha urina

Doenca Aminoacido(s)
Sangue Urina
Fenilcetondria Fenilalanina - Fenilalanina -
Tirosinemia Tirosina - Tirosina, outros aminoacidos
neutros -
Doenca do Xarope do Bordo Valina, Leucina e Valina, Leucina e Isoleucina -
Isoleucina -

Doencas do Ciclo da Uréia?

a) Deficiéncia de Acetil- Citrulina™

glutamina Sintetase

b) Deficiéncia de Carbamil- fosfato Citrulina ™

Sintetase

c) Deficiéncia de Citrulina ™

Ornitina  Transcarbamilase

d) Citrulinemina Citrulina - Citrulina -

e) Aciduria Argininosucinica Acido argininosucinico Acido argininosucinico -
-, Citrulina -

Hiperargininemia Arginina - Arginina -

Hiperglicinemia néo cetética Glicina® - Glicina -

Homocistindria Metionina - Homocistina -

Deficiéncia de Cistationina Metionina - , Metionina -

Sintetase Homocistina -

Intolerancia Lisinarica a Proteina Lisina - ,Glutamina-, Lisina - , Arginina -
Citrulina -

Hiperlisinemia Lisina - Lisina -

Histidinemia Histidina - Histidina -

Aspartilglicosaminuria Aspartilglicosamina - Aspartilglicosamina -

Deficiéncia de Creatina Arginina ™

Atrofia Girata Ornitina -

Disturbios da Cobalamina Cistationina - Cistationina -

(ChIB, CbID)

Deficiéncia de Cistationase Cistationina - Cistationina -

Defeitos do Transporte de

Aminoécidos

a) Doenca de Hartnup Alanina -, Serina - , Treonina- ,
Glutamina -, Valina -, Leucina - ,
Isoleucina -, Fenilalanina -,
Tirosina - , Triptofanio - , Histidina -
e Citrulina -
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Tabela 6. Principais acidemias organicas diagnosticadas pelo aumento dos niveis urinarios de acidos organicos.

Doencga

Acidos organicos na urina

Acidemia propidnica

Acidemia metilmalénica

Acidemia latica

Acidemia isovalérica

Deficiéncia multipla de carboxilases
Deficiéncia da holocarboxilase

sintetase e Deficiéncia de biotinidase

Deficiéncia de 3-metilcrotonil-CoA
carboxilase
Aciduria 3-metilglutacbnica

Aciddria 3-hidroxi-3-metilglutarica

Acidaria glutéarica tipo |

Aciduria glutérica tipo I

Aciddria L-2-hidroxiglutarica
Aciddria D-2-hidroxiglutarica
Aciddria fumarica

Aciddria mevaldnica

Doenca de canavan

Aciduaria D-glicérica
Hiperoxaldria tipo |
Hiperoxaldria tipo Il

Aciduria 4-hidroxibutirica

Acido 3-hidroxipropionico, acido metilcitrico, acido 3-
hidroxivalérico, propionilglicina

Acido metilmalénico e metabolitos da acidemia
propidnica

Acido latico, acido piravico, acido 2-hidroxibutirico,
acido 4-hidroxifenilltico

Isovalerilglicina, acido 3-hidroxiisovalérico, acido 4-

hidroxiisovalérico

Acido 3-hidroxiisovalérico, 3-metilcrotonilglicina, dcido
metilcitrico, acido 3-hidroxoipropidnico, acido latico

Acido 3-hidroxiisovalérico, 3-metilcrotonilglicina

Acido 3-metilglutacénico, acido 3-metilglutarico, acido
3-hidroxiisovalérico

Acido 3-hidroxi-3-metilglutarico, acido 3-
metilglutaconico, &cido 3-metilglutarico, acido 3-
hidroxiisovalérico, 3-metilcrotonilglicina

Acido glutarico, acido 3-hidroxiglutarico, acido
glutacénico

Acido glutérico, &cido etilmaldnico, &cido adipico,
acido subérico, acido 2-hidroxiglutarico,
isovalerilglicina, isobutirilglicina

Acido L-2-hidroxiglutarico

Acido D-2-hidroxiglutarico

Acido fumaérico

Mevalonolactona, &acido mevalbnico

Acido N-acetil aspartico

Acido D-glicérico

Acido oxalico, acido glicolico, acido glioxilico
Acido oxalico, acido L-glicérico

Acido 4-hidroxibutirico, acido 3-4-dihidroxibutirico
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conter conservantes, devendo ser enviadas
para o laboratério congeladas em volumes
de 1-2 ml ou mais.

O diagnodstico correto de uma aciduria
organica depende da identificacdo na urina de
varios acidos organicos especificos. A
verificacdo de apenas um metabdlito elevado
geralmente ndo é muito elucidativa no
diagndstico destes disturbios, uma vez que
indica a possibilidade de varios distarbios.
Muitas vezes, um diagnéstico é somente
conseguido através de analise repetitiva de
amostras coletadas em periodos distintos e
especialmente durante crises com
descompensacdo metabdlica, quando as
concentracdes dos metabdlitos anormais
aumentam. Outras vezes, testes de
sobrecarga com substratos proximais ao
bloqueio metabdlito sdo necessarios para
detectar os metabdlitos anormais. Por outro
lado, em alguns casos a excre¢do urinaria
elevada dos metabdlitos caracteristicos nao
ocorre (aciduria glutarica ) e o diagnostico s6
é feito pela determinacdo da atividade
enzimatica em células cultivadas
(fibroblastos). Em outras situagdes clinicas
graves, tais como em criangas severamente
enfermas que ndo possuem acidUria organica,
pode ocorrer aumento na excrecao de varios
metabdlitos acidos relacionados com hipoxia
(acidos latico, glutéarico, glutacbnico, acidos
dicarboxilicos e intermediarios do ciclo de
Krebs). Todas essas situagdes devem ser
bem analisadas para o sucesso do
diagnostico final. A acidemia latica é uma
caracteristica das mitocondriopatias que
serdo abordadas em outro artigo. Para o caso
dos defeitos de oxidacao de acidos graxos que
constituem um grupo separado de acidemias,
visto que 0s pacientes apresentam com
frequéncia acidose metabdlica, deve-se
identificar os acidos dicarboxilicos
caracteristicos na urina através de
cromatografia gasosal/espectrometria de
massa, bem como dos niveis séricos e
teciduais de carnitina total e livre e o perfil das
acilcarnitinas no sangue. Estudos sobre a
oxidacéo de acidos graxos e a determinacéo
das atividades enzimaticas especificas sao
igualmente Uteis para estabelecer-se o
diagnéstico final. A tabela 6 mostra as
principais acidemias organicas
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diagnosticadas pelo aumento dos niveis
urinarios de varios acidos organicos.

O estudo enzimético das
aminoacidopatias e acidurias organicas é
importante para se caracterizar o defeito
bioquimico e mesmo avaliar o prognostico dos
pacientes, considerando-se a atividade residual
da enzima defeituosa. Neste particular, a
biépsia de pele com cultivo de fibroblastos, a
biépsia de figado e de musculo esquelético por
puncdo sdo importantes para a determinacao
das atividades enzimaticas. Para algumas
formas variantes desses distarbios, o
diagnéstico definitivo sé é alcancado pela
analise enzimética.

Os estudos moleculares estdo também
disponiveis para algumas aminoacidopatias
e acidurias organicas e sao feitos através da
deteccdo de mutacbes especificas. Sao
particularmente Uteis para confirmar o
diagnéstico de algumas destas entidades
onde o diagndstico bioquimico ou enzimatico
nao pode ser feito (ex., defeitos de receptores
ou proteinas de membrana, ocasional em
acidaria glutarica tipo 1), ou em doencas que
se caracterizam por mutacdes
preponderantes, para o diagndstico das
doencas mitocondriais com acidemia latica
associada, para avaliar o prognéstico em
algumas acidurias com correlagdo genotipo/
fenotipo definida, para estudos familiares e
para o diagndéstico pré-natal.

Em algumas ocasides, a criancga
afetada morre sem definicdo do diagndstico
da doenca neurometabdlica suspeita. Nestes
casos, é essencial coletar amostras
postmortem para o esclarecimento
diagnéstico e posterior aconselhamento
genético e diagndstico pré-natal. Os estudos
mais importantes nestas situacdes séo a
determinacao quantitativa de aminoacidos no
plasma e liquido céfaloraquidiano, a
determinacédo de acidos organicos na urina
e de acilcarnitinas em plasma, urina ou papel
de filtro impregnado com sangue ou plasma,
bem como estudos enziméticos e
moleculares em sangue, bidpsias de pele e/
ou figado.

O diagndstico laboratorial completo dos
EIM nado pode ser feito exclusivamente pela
analise de aminoacidos e &cidos organicos,
visto que muitas dessas doencas fazem
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parte do metabolismo de outras moléculas,
tais como dos nucleotideos e das
glicoproteinas. Nestas, geralmente ocorre o
acumulo extracelular de outros compostos ou
intracelular de moléculas complexos. Devido
a destruicdo das células provocadas por
esse acumulo nas doencas de depdsito,
essas substancias podem ser analisadas no
plasma e especialmente na urina.

As bases puricas e pirimidicas sédo
constituintes do DNA e do RNA. Defeitos no
metabolismo desses compostos levam a EIM
caracterizados geralmente por
sintomatologia neuroldégica severa
(convuls@es intrataveis) no infante ou mesmo
gota no adulto. Outros sinais clinicos sao
deficiéncia imunolégica e insuficiéncia renal
associada a calculos renais. A investigacao
diagndstica para esses casos leva em conta
a relacdo creatinina/acido urico que pode
estar aumentada ou diminuida e a analise de
derivados puricos e pirimidicos por HPLC.

Investigacao de erros inatos do metabolismo

Doencas de deposito ou de moléculas
complexas

Como enfatizamos anteriormente, os testes
de triagem descritos na tabela 1 e a cromatografia
de aminoacidos detectam a quase totalidade das
aminoacidopatias, além de direcionar ainvestigacéo
paraas acidemias organicas e as principais doencas
do metabolismo de glicidios (galactosemia,
glicosuria renal e intolerancia a frutose). As doencas
lisossbmicas de depésito (DLD), quando suspeitas,
necessitam ser avaliadas por protocolos especiais
gue identifiquem os compostos acumulados. Os
principais sinais sugestivos de doencas de organelas
encontram-se na tabela 2.

O protocolo inicial de investigacdo das
DLD inclui o teste do azul de toluidina (para
mucopolissacaridoses), bem como as
cromatografias de oligossacaridios (OLS) e
sialoligossacaridios (SOLS) e a medida das
atividades das enzimas plasmaticas beta-
glicuronidade e hexosaminidases A e B (14).

Diagnéstico laboratorial de
mucopolissacaridoses

INVESTIGACAO DE METABOLITOS
« azul de toluidina
« dosagem de mucopolissacarideos
« cromatografia de mucopolissacarideos
especificos

ENSAIOS ENZIMATICOS
« fluorimétricos, colorimétricos,
radioisotdpicos

Teste do azul de toluidinha

Teste semi-quantitativo
realizado em urina
mostra a presenca de mucopolissacarideos
resultado positivo ou duvidoso

Confirmacédo

Cromatografia de glicosaminoglicanos

LREIM

Cromatografia de glicosaminoglicanos
(GAGS - MPS)

* Presenca de condroitin sulfato
Normal = ndo é MPS

* Presenca de dermatan e heparan sulfato
MPS |, 1I, VI ou VII

« Presenca de heparan sulfato de maior
mobilidade
MPS Il

» Presenca de queratan sulfato
MPS IV

LREIM

Presenca de dermatan
e heparan sulfato

MPS| — plasma — alfa-iduronidase

MPS Il —® plasma — iduronato
sulfatase

MPSVI —® leucécitos —¥ arilsulfatase B

MPSVII —» plasma — betaglicuronidase

Figura 3. Diagndstico de mucopolissacaridoses
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Ao conjunto desses testes associados aos
testes de triagem simples costumamos
designar de triagem para doencas de depdésito
ou simplesmente de triagem ampliada.

A figura 3 mostra o procedimento
laboratorial para o diagnostico das
mucopolissacaridoses. O teste do azul de
toluidina é simples e consiste na deteccéo de
glicosaminoglicanos (GAGs) presentes na
urina do paciente. Caso estes compostos
estiverem em excesso, reagirdo com o
reagente azul de toluidina e formardo uma
mancha azul escura ndo removivel por acido
acético no papel de filtro onde foi colocada uma
gota de urina. Isso indica a possibilidade de
uma mucopolissacaridose (MPS). O passo a
seguir é uma cromatografia em camada
delgada para analise de GAGs, que indicara o
padrdo qualitativo de excrecdo destes
compostos. Conforme esse padrao,
especialmente no que se refere as proporgdes
relativas de dermatan sulfato, heparan sulfato
e condroitino sulfato, pode-se pensar em uma
ou outra mucopolissacaridose. A urina normal
contém condroitino sulfato e pequenas
guantidades de dermatan e heparan sulfato.

Wajner et al.

Finalmente, associando-se as caracteristicas
clinicas e os dados familiares, procede-se a
ensaios enzimaticos especificos para se
chegar a um diagnéstico definitivo de
mucopolissacaridose.

Por outro lado, as cromatografias de OLS
e SOLS realizadas em camada delgada
detectam bandas correspondentes a
oligossacarideos que sdo o produto da
degradacgéo incompleta de cadeias laterais de
glicoproteinas e glicolipideos complexos.
Quando detectarem bandas anormais e
padrdes sugestivos de uma ou outra doenca,
havera a necessidade de confirmacao da DLD
através da medida da atividade enzimatica que
€ geralmente realizada em sangue ou em
fibroblastos. As DLD detectadas por estas
cromatografias e as enzimas a serem medidas
para a confirmacdo diagnoéstica, estao
indicadas na tabela 7. Bandas anormais
nessas cromatografias geralmente identificam
gangliosidose GM1, galactosialidose e
sialidose. Por outro lado, a urina de pacientes
com b-manosidose, mucolipidose Il ou
mucolipidose Ill geralmente ndo contém
excesso de oligossacarideos, enquanto na

Tabela 7. Doencas detectadas nas cromatografias de oligossacaridios e
sialiloligossacaridios, e respectiva deficiéncia enzimatica

EIM detectado

Enzima deficiente

Gangliosidose GM1
Doenca de Sandhoff
a-Manosidose
b-Manosidose
Fucosidose

Sialidose (Mucolipidose I)
Aspartilglicosaminaria

Galactosialidose

Doenca infantil de acimulo de

acido sidlico e Doenca de Salla

b-galactosidase
Hexosaminidases A e B
a-manosidase

b-manosidase

a-fucosidase

neuraminidase
aspartilglicosaminidase
neuraminidase e b-galactosidase
(deficiéncia da proteina protetora)
acumulo de acido n-acetil-
neuraminico por defeito de transporte

lisossomal

Revista HCPA 2001(3)
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Tabela 8. Alguns EIM néo detectados pela triagem na urina nem pelo protocolo para detec¢do de DLD, mas
que podem ser detectados através da dosagem enzimatica especifica realizada em laboratérios de referéncia

EIM

Enzima deficiente

Leucodistrofia Metacromatica
Doenca de Gaucher

Doenga de Krabbe

Doenca de Niemann-Pick tipos A e B
Doenca de Fabry

Glicogenoses

Ictiose ligada ao X

Deficiéncia multipla de sulfatases

Arilsulfatase A

b-glicosidase (glicocerebrosidase)
Galactocerebrosidase
Esfingomielinase

a-galactosidase

varias enzimas

Arilsulfatase C

Sulfatases

(confirmar deficiéncia de pelo menos 2 sulfatases)

alfa-manosidose, alfa-fucosidose, doenca de
Sandhoff ou aspartilglucosaminuria a presenca
desses compostos é variavel.

Quando a atividade das enzimas beta-
glicuronidase e hexosaminidases A e B
estiverem acima da normalidade em plasma,
podemos estar frente a um paciente com
mucolipidose Il ou Ill. Neste caso, outras
enzimas lisossOmicas deveréo ser medidas no
plasma para a confirmacao diagnéstica. Ja a
diminuicdo da atividade da beta-glicuronidase
indica a possibilidade de MPS tipo VII, enquanto
uma baixa atividade de hexosaminidase A
sugere doenca de Tay-Sachs e a diminuicao
tanto de hexosaminidase A quanto de B juntas
indica doenca de Sandhoff.

Embora os protocolos supracitados
abranjam uma gama muito grande de doencas
metabodlicas, algumas delas ndo séo
detectadas (tabela 8). E o caso, por exemplo,
da doenca de Gaucher e da leucodistrofia
metacromatica, que necessitam que o médico
faca a suspeita e sugira 0s ensaios
enzimaticos especificos em leucocitos ou
fibroblastos, sem necessidade de passar
pelos protocolos ja citados. Além disso,
aconselha-se que, na presenca de uma
suspeita clinica elevada, o médico solicite
novos exames para a possibilidade
diagnostica aventada.
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Desordens peroxissomais

Acidos graxos de cadeia muito longa
(VLCFA), definidos como acidos graxos
saturados com 22 carbonos ou mais, estdo em
excesso na maioria das desordens
peroxissomais (15). Portanto, a deteccédo do
aumento dos niveis destas substancias em
liquidos bioldgicos é o método mais utilizado
para a identificacdo destas doencas. As
enzimas peroxissomais catalizam passos
essenciais da degradacdo de acidos graxos,
acido pipecdlico, glioxalato e da sinteses de
acidos biliares, esteres fosfolipidicos e
isoprendides (16). Protocolos laboratoriais
para a investigacdo de desordens da
biogénese do peroxissoma e da b-oxidagao
peroxissomal ja estdo bem estabelecidos
(figuras 4 e 5)

Sangue venoso € amostra de primeira
escolha na investigacdo das desordens
peroxissomais, uma vez que varios
metabdlitos mostram—-se aumentados em
plasma ou soro.

A dosagem plasmética de VLCFA deve
ser feita em todos os casos de suspeita de
doencas peroxissomais, procedendo-se a
uma extracao dos acidos graxos no plasma
com posterior remocao das proteinas
precipitadas, remocao de lipidios polares,

Revista HCPA 2001(3)
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Perfil neonatal
*Hipotonia neonatal
*Convulsbes
*Disfuncao hepatica
*Dismorfia

Perfil da forma infantil
*Retinopatia

*Retardo de
desenvolvimento
*Disfungdo hepatica
sDismorfia
*Desequilibrio

Wajner et al.

Anélise de VLCFA

v

Plasmogenos

em eritrécitos

'

Desordens da
biogénese do
peroxissonio

l

Caracterizacéo
completa envolvendo:
« Acidos biliares, &cido
fitanico, &cido pristanico
no soro.

* Biopsia hepética para
morfologia e
enzimologia.

+ Estudo em fibroblastos.

Desordem de b-oxidagéo
peroxissomal (provavel)

l

Intermediarios de acido hiliares

v

v

Deficiéncia Proteina

acil-CoA bifuncional

oxidase ou deficiéncia

+ de tiolase
Enzimologia e +
analise imunologica _ )
em figados e Enzimologia e
fibroblastos analise imunoldgica
em figados e

fibroblastos

Figura4. Protocolo para investigacéo das desordens da biogénese dos peroxissomais e de b—oxidacéo peroxissomal.
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Condroplasia rizomélica Displasia 6sseo atipica,
punctata classica catarata, retardo mental
Plasma 6genosem
eritrocitos
Procurar outras causas para Acidofitanico
condrodisplasia Nno soro
\/
Condroplastia rizomélic Deficiénciade DHAPAT ou
punctata akil-DHAP?
Caracterizacdo completa Caracterizacio completa
em figado e fibroblastos em figado efibroblastos

Figura 5. Protocolo para investiga¢&o de condrodisplasia rizomélica punctata e disturbios relacionados

2 alquil-dihidroxiacetona-fosfato sintetase

esterificacdo dos lipidios totais, purificacdo
dos ésteres metilicos do &cidos graxos por
cromatografia em camada delgada e
guantificagcdo dos mesmos por cromatografia
gasosa (17). Um aumento importante na
concentragcdo do acido hexacosanadico
(C26:0) no plasma é encontrado na
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adrenoleucodistrofia ligada ao X (X-ALD),
assim como na razdo desta concentragdo
para aquela do acido docosandico (C22:0),
quando comparados aos valores de
referéncia. Além do C26:0 outros metabdlitos
encontram-se aumentados em diferentes
doencas peroxissomais (tabela 9).
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Tabela 9. Determinacéo de acidos graxos de cadeia muito longa

Desordem

C26:0

THCA

Fitanico Pristanico Plasmal6genos

(mmol/L)(rmol/L)(mmol/L)(mmol/L)

Desordens da biogénese - -
do peroxissomo

Condrodisplasia rizomélica n n
classica e nao classica

Sindrome Zellweger - ?

X-ALD, forma infantil - n
e variantes

Deficiéncia da acil-CoA - n
oxidase

Proteina bifuncional e - -
deficiéncia de tiolase

Desordens de sintese n n
de ésteres de
fosfolipideos

(14)
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