INVESTIGACAO DE DOENCAS METABOLICAS HEREDITARIAS ATRAVES DE
TRIAGEM BIOQUIMICA NA URINA DE PACIENTES

Resumo

As doencas metabdlicas hereditarias sdo afeccdes genéticas raras, pouco
conhecidas entre os médicos e com poucos centros de diagndstico no pais. No
Estado do Pard, a investigacdo dessas doencas é realizada Unica e
exclusivamente pelo Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo da Universidade
Federal do Para (LEIM-UFPA). O LEIM desenvolve inumeras atividades de ensino,
extensdo e pesquisa, além de prestar assisténcia gratuita a comunidade no que
tange a investigacdo de doencas metabdlicas hereditarias. O diagnostico de
algumas dessas patologias ja foram definidos em pacientes com suspeita de
apresentar algum erro inato do metabolismo especifico.

Introducao

Em 1986 foi criado o Laboratério de Erros Inatos do Metabolismo (LEIM),
localizado no Departamento de Fisiologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Para. Varias atividades de ensino, pesquisa e extensao,
além de assisténcia gratuita a comunidade sdo desenvolvidas no LEIM.
O termo "Erro Inato do Metabolismo" (EIM) foi sugerido no inicio do século XX
pelo cientista finlandés Garrod para caracterizar quatro situagbes que estudava
(Alcaptonaria, Albinismo, Pentosuria e Cistinaria). Garrod prop6s que essas
doencas eram causadas por um bloqueio metabdlico e estavam associadas com
elevadas taxas de consanguinidade.

Os EIM compreendem um grupo formado por mais de 500 diferentes distarbios, a
maioria envolvido nos processos de sintese, degradacdo, armazenamento e
transporte de moléculas no organismo. Apesar de individualmente raros, os EIM
sao relativamente freqientes em seu conjunto, estimando-se que ocorrem 1 em
cada 1000 recém-nascido.

O trabalho de Garrod foi sendo enriquecido por dados principalmente clinico-
bioquimicos relacionados com os efeitos do acimulo ou escassez de moléculas,
abrindo caminho para o manejo de diversos EIM, especialmente os disturbios que
envolvem moléculas pequenas, bem como para o diagnostico pré-sintomético
através da triagem em massa de recém-nascidos.

Durante as décadas de 60 e 70 do século XX, a genética bioquimica se voltou
para a identificacdo de proteinas, levando a descoberta da maioria das enzimas,
que quando deficientes, sdo responsaveis pelos diferentes EIM. Esta fase permitiu
progressos na prevencao primarias desses disturbios metabdlicos, através da
deteccdo de portadores e do diagnéstico pré-natal, e no tratamento com técnicas
de reposicdo enzimatica e transplante de 6rgéaos.

As técnicas de Biologia Molecular que surgiram com o advento da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) vém contribuindo para a identificacdo das mutacdes
especificas relacionadas a cada disturbio, permitindo estratégias de correlacdes
clinicas, bioquimicas e moleculares. Esta tecnologia esta proporcionando o
desenvolvimento de protocolos de Terapia Génica que poderdo ser aplicados
futuramente no tratamento de varios EIM.



O recém-nascido que se apresenta normal ao nascimento, apos a gravidez normal
e que desenvolve deterioracdo do quadro clinico sem razdes 6bvias € suspeito de
apresentar algum EIM. O intervalo entre 0 nascimento e o0 aparecimento de
sintomas pode ser de poucas horas ou ap0s algumas semanas, dependendo da
natureza do defeito. Nestes pacientes serdo realizados exames laboratoriais que
vao auxiliar no diagnéstico clinico.

Alguns exames laboratoriais, denominado de Testes Bioquimicos de Triagem,
devem ser realizados nos pacientes com suspeita de EIM. Estes procedimentos
sao geralmente realizados na urina. Apesar de serem rapidos e de baixo custo, 0s
testes de triagem ndo sdo determinantes para o diagnéstico dos EIM. Para
suplantar esta limitacdo, a analise quantitativa de metabdlitos, o ensaio enzimatico
e as técnicas de Biologia Molecular representam procedimentos definitivos no
diagnostico dos EIM.
Entre as doencas genéticas os EIM sdo muito complexos. Por outro lado, muitas
vezes sdo, ao contrario da maioria das doencas genéticas, possiveis de serem
tratadas (cerca de 40,0% dos EIM tém tratamento). De uma maneira geral, o
tratamento € tanto mais bem sucedido quando mais precoce for o diagndstico. As
dificuldades para o diagndstico incluem a escassez de sinais e sintomas
especificos e a relativa complexidade dos métodos de deteccdo. Quando ndo
possibilita a instituicdo de medidas terapéuticas, o diagnostico permite uma
abordagem preventiva, que inclui o aconselhamento genético, deteccdo de
heterozigotos (portam um dos alelos mutantes) e, em muitos casos, o diagnostico
pré-natal.

Justificativa

A melhoria de condicbes de saude ocorrida nas sociedades industriais, nos
altimos 100 anos, modificou o perfil das doencas pediatricas, diminuindo a
participacdo relativa das doencas infecciosas e nutricionais. As doencas com
componente genético sdo responsaveis pela ocupacdo de cerca de 50,0% dos
leitos pediatricos nos paises desenvolvidos do Hemisfério Norte.
Embora no Brasil, e em particular no Estado do Para, sejam muito mais
prevalentes as doencas decorrentes da pobreza e do subdesenvolvimento,
convém lembrar que os EIM existem e ndo serdo diagnosticados se o pediatra e
um laboratério especializado ndo estiverem alerta para essa possibilidade
diagnostica. Mesmo que seja discutivel a oportunidade de criar estes testes
compulsérios no Estado do Para, no qual ha preponderancia de fatores ambientais
na etiologia da deficiéncia mental (um dos sintomas principais de varios EIM), a
implantacdo de programas deste tipo desperta o interesse dos profissionais
envolvidos e da comunidade no assunto, além de permitir que 0S servicos
envolvidos testem a metodologia e se preparem para aplica-la, ja com experiéncia,
no futuro.

Considerando as caracteristicas dos EIM, a atencao a este problema poderia partir
do diagndstico de pacientes com EIM em populacdes de alto risco (familias com
um caso de EIM diagnosticado), possibilitando a identificacdo de grupos familiares
em risco, as quais sdo oferecidas as medidas terapéuticas e preventivas
disponiveis. A integracdo de uma equipe especializada, contando com o apoio de
instituicbes governamentais, proporcionard a formacdo de um grupo atuante nesta



area do conhecimento, economizando investimentos e auxiliando na qualidade de
vida da populacdo do Estado do Para.

Objetivos

- Objetivo principal:

O presente trabalho tem como eixo principal a investigagdo e detecgao
gratuitamente de doencas pertencentes ao grupo dos Erros Inatos do Metabolismo
na Populacdo do Estado do Para, através de procedimentos integrados clinico-
bioquimico-moleculares em seres humanos, 0s quais contribuirdo para a
determinacdo do perfil epidemiologico e um melhor entendimento da patogénese
deste grupo de doencas genético-metabdlicas.

- Objetivos especificos:
a) Implantar mecanismos educacionais (cursos, palestras, seminarios e oficinas)
que levem a conscientizacao de profissionais da area da saude do Estado do Para
sobre a existéncia e as consequéncias dos Erros Inatos do Metabolismo.
Plano de Metas:
1. Padronizacédo de técnicas empregadas na deteccédo de EIM;
2. Treinamento de alunos de graduacéo para a realizacdo das técnicas;
3. Divulgacao das atividades desenvolvidas pelo grupo para as instituicbes e
profissionais da area de saude;
4. Treinamento de profissionais da area da saude através de cursos teoricos-
praticos, palestras, seminarios e oficinas coordenados pelo grupo;
5. Avaliagdo dos principios éticos basicos das diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos;
6. Localizacdo e recrutamento de pacientes com suspeita clinica
encaminhados pelos servicos médico-hospitalares do Estado do Parg;
7. Coleta de material biolégico (sangue e/ou urina);
8. Estudos clinico-genéticos;
9. Estudos bioquimicos: analise qualitativa e quantitativa de metabdlitos,
ensaios enzimaticos;
10.Estudos moleculares: identificacdo e caracterizacdo de mutacdes no gene
dos pacientes;
11.Estabelecimento da correlacdo genétipo-fenétipo (clinico-molecular);
12. Estabelecimento do perfil epidemioldgico dos EIM no Estado do Para.
13. Elaboracao de um manual laboratorial basico sobre os EIM.

Material:

a) Amostra:

Os pacientes sdo encaminhados por servicos médico-hospitalares, sendo
previamente informados da existéncia de um laboratério de referéncia para a
andlise dos Erros Inatos do Metabolismo.

b) Aspectos éticos:

Este trabalho considera os principios éticos béasicos das diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisa em seres humanos: autonomia, beneficéncia, nédo
maleficéncia e justica.



c) Preparacdo das amostras para analise:

O sangue e a urina sao 0s materiais biolégicos rotineiramente analisados. Desta
forma, sé@o colhidos 20 a 30mL de urina (frasco contendo a urina envolvido em
papel aluminio imediatamente ap0s a coleta) destinados a técnicas que utilizem
este material biologico (triagem bioquimica na urina, cromatografias, entre outros),
5 a 10 mL de sangue em seringa heparinizada para a obtencdo de plasma e
leucécitos destinados a procedimentos como cromatografia, analise de
metabdlitos e ensaio enzimético e 5 a 10 ml de sangue com EDTA para a extracao
de DNA, o qual sera analisado por métodos de Biologia Molecular.

Métodos:

a) Estudos clinicos-genéticos:

Os pacientes com suspeita de apresentarem EIM e seus familiares sao
encaminhados para avaliacéo clinica. Nesta ocasiéo, é realizado o exame fisico
nos individuos afetados. Os dados relativos a historia pré, peri e pés-natal, assim
como, os resultados dos exames ja realizados sao devidamente registrados. Sao
também obtidas informacdes sobre a histéria familiar (ocorréncia de outros casos,
presenca de consanguinidade), origem étnica dos casos, idade, sexo e local do
nascimento dos pacientes.

b) Estudos bioquimicos:

Nestes pacientes sdo realizados exames laboratoriais que v&o auxiliar no
diagnéstico clinico. Os exames preliminares, como a determinacdo do pH do
sangue e da urina, testes de funcdo hepatica, testes de funcéo renal, hemograma,
hemocultura e outros, representam o ponto de partida para a investigacdo dos
EIM.

Em uma segunda etapa, testes bioquimicos de triagem no sangue e na urina
(teste da p-nitroanilina para a Acidose Metilmalbnica, cromatografia usado na
deteccdo de aminoacidopatias, como a fenilcetonuria e a tirosinemia) devem ser
realizados nos individuos com suspeita de algum EIM. Finalmente, exames
bioquimicos especificos, como a andlise quantitativa de metabdlitos e o ensaio
enzimatico, serdo usados como as ferramentas definitivas para o diagnéstico e o
acompanhamento de pacientes com um EIM especifico.

c) Estudos moleculares:

Um banco de DNA esta sendo formado a partir da extracdo de DNA das amostras
de sangue dos pacientes com EIM.

d) Estudos epidemioldgicos:

Os estudos clinicos, genéticos, bioquimicos e moleculares auxiliardo na
determinacdo da frequéncia dos EIM na populacdo do Estado do Para.
e) Correlacao gendtipo-fenétipo:

erd estabelecida uma estratégia de correlacionar as alteraces moleculares aos
dados bioquimicos medidos e a evolucéo clinica dos pacientes.

Resultados e Impacto Esperados:

O Estado do Para apresenta uma certa caréncia na area de saude em relacéo a
equipes especializadas no diagnéstico e tratamento de determinados grupos de
doencas. Em muitos casos, as amostras bioldgicas dos pacientes com suspeita
clinica de EIM s&o enviadas para servi¢os (publicos e/ou privados) localizados nas
regides Sudeste e Sul do Brasil.



Levando em consideracéo as limitacbes sécio-econdmicas e técnico-cientificas, os
resultados obtidos a partir do nosso trabalho visam principalmente:
1. Consolidacdo de um grupo especializado na triagem, deteccédo e tratamento dos
EIM, resolvendo gradativamente este problema do Estado do Par& e determinando
uma estratégia para o atendimento e recrutamento de pacientes com suspeita ou
risco de apresentarem EIM,;

2. ldentificacdo de novas informacfes para a compreensao da patogénese dos
EIM, contribuindo para o desenvolvimento de novas terapias;
3. Identificacdo dos EIM mais frequientes na populacdo do Estado do Parg;
4. Identificacdo, quando possivel, das mutacbes mais frequentes causadoras
dessas doencas, permitindo auxiliar na determinacdo dos mecanismos
responsaveis pela origem destas alteracbes génicas em nosso meio;
5. Correlacao dos achados moleculares (gendtipo) com os quadros bioquimicos e
clinicos dos pacientes, o que devera contribuir para um melhor entendimento da
etiopatogenia dessas doencas.

Pretende-se realizar uma grande divulgacdo das atividades deste estudo através
de meios de comunicacéo apropriados e direcionados aos profissionais da area da
saude e a comunidade em geral. Desta forma, nossa equipe estara apta a iniciar
suas atividades e propiciar a populacdo do Estado do Para a realizacdo de testes
bioquimicos de triagem, deteccdo e tratamento, quando disponivel, para varios
EIM.

Pretende-se ainda, elaborar um guia basico laboratorial preparado pelos bolsistas
de iniciacéo cientifica e estagiarios do Laboratério de Erros Inatos do

Metabolismo. Este guia sera uma espécie de manual de consulta integrando a
bioquimica com o quadro clinico dos pacientes. Nele constard& como s&o
realizados os testes de triagem para a deteccdo de varios EIM, assim como, o
tratamento e o diagnostico definitivo para este grupo de doencas. O guia
apresentara também uma visdo panoramica dos EIM mais frequentes, enfatizando
as rotas bioquimicas envolvidas, os aspectos clinicos principais e a aplicacdo das
recentes descobertas da biologia molecular para a terapéutica destas doencas.

Nossos Resultados:

Até o més de agosto de 2003 foram realizadas 9253 testes de triagem bioquimica
na urina de 1024 pacientes com suspeita de EIM. O diagndstico definitivo foi
obtido em 1,8% dos pacientes (18/1024). Foram encontrados 09 pacientes com
Mucopolissacaridose, 05 com Fenilcetonuria, 01 com Galactosemia, 01 com
Leucodistrofia Metacromatica, 01 com Doenca de Niemann-Pick e 01 com
Tirosinemia.
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