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Resumo

Introdugédo: Os EIM s&o doengas causadas por uma falha no metabolismo decorrentes de deficiéncia ou
auséncia de uma enzima originadas por um defeito genético, que podem provocar o acumulo de substratos.
O objetivo deste estudo foi conhecer a frequéncia de diagndstico de acidemias organicas e defeitos de beta
oxidagdo mitocondrial dos pacientes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, cujo diagnéstico é
fundamental no sentido de iniciar o tratamento permitindo melhor prognéstico.

Materiais e Métodos: Foram avaliados 8537 pacientes submetidos a analise de acidos organicos na urina
por GC-MS e 7268 pacientes cujas amostras de sangue impregnado em papel filtro foram submetidas a
analise de acilcarnitinas por LC/MS/MS durante o periodo de julho de 2008 a julho de 2016.

Resultados: Um total de 245 pacientes foram diagnosticados com doengas metabdlicas herdadas,
incluindo diagnésticos de acidemia latica (21%), acidemia glutarica (19%), acidemia metilmalénica (12%) e
acidemia 3-OH-3-metilglutarica (10%), além de defeitos de beta oxidagdo mitocondrial de acidos graxos
como MADD, VLCADD, LCHADD, MCADD e SCADD. Os sintomas mais frequentemente encontrados foram
relacionados ao SNC, atraso de desenvolvimento neuropsicomotor e acidose metabdlica. A idade média no
momento do diagnodstico foi 4,68 anos (56 meses).

Conclusao: Foi observado aumento da frequéncia de diagndsticos de acidemias organicas e defeitos de
beta oxidagdo mitocondrial de acidos graxos nos ultimos anos, em comparagao a estudos anteriores, em
especial acidemia glutérica tipo | e 3-OH-3-metilglutarica, muito prevalentes no Brasil e em Portugal. Cabe
salientar a importancia da utilizagdo da metodologia espectrometria de massas na investigagao destes EIM.

Palavras chave: erros inatos do metabolismo, acidemias organicas, defeitos de beta-oxidagdo mitocondrial
de acidos graxos, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em tandem



Abstract

Introduction: IEM are diseases caused by a metabolism failure due deficiency or absence of an enzyme
caused by a genetic defect which can cause the accumulation of substrates. The aim of this study was know
the diagnosis frequency of organic acidemias and mitochondrial fatty acid beta oxidation defects in patients
at Hospital de Clinicas de Porto Alegre, whose diagnosis is essential in order to start the treatment allowing
a better prognosis.

Materials and Methods: A total of 8537 patients submitted to organic acids analysis in the urine by GC-MS
and 7268 patients with blood samples impregnated on filter paper submitted to acylcarnitine analysis by
LC/MS /MS during the period of July 2008 to July 2016 were analysed

Results: A total of 245 patients were diagnosed with inherited metabolic diseases, including diagnoses of
lactic acidemia (21%), glutaric acidemia (19%), methylmalonic acidemia (12%) and 3-OH-3-methylglutaric
acidemia (10%), as well as mitochondrial fatty acid beta oxidation defects such as MADD, VLCADD,
LCHADD, MCADD and SCADD. The most frequently noticed symptoms were related to CNS,
neuropsychomotor developmental delay and metabolic acidosis. The mean age at diagnosis was 4.68 years
(56 months).

Conclusions: We noticed an increase in the frequency of diagnoses of organic acidemias and defects of
mitochondrial fatty acid beta oxidation defects in recent years, in comparison to previous studies, especially
glutaric acidemia type | and 3-OH-3-methylglutaric acidemia, most prevalent in Brazil and in Portugal. It is
important to point out the importance of using the mass spectrometry methodology in the investigation of
these IEM.

Keywords: inborn errors of metabolism, organic acidemias, mitochondrial fatty acid beta oxidation defects,
gas chromatography coupled to mass spectrometry, liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry



Introdugéao

Os erros inatos do metabolismo (EIM) s&o doengas causadas por uma falha no metabolismo
decorrentes de deficiéncia ou auséncia de uma enzima ou proteina de transporte originadas por um defeito
genético'. A maioria destas deficiéncias é herdada de modo autossémico recessivo apesar de algumas
estarem ligadas ao cromossomo X?. Desse modo, a probabilidade de ocorréncia da doenga aumenta se os
pais possuirem algum histérico de consanguinidade, doengas hereditarias e relato de morte no periodo
neonatal na familia.

A deficiéncia enzimatica provoca o acumulo do substrato nos tecidos, a menos que seja utilizado
por uma via metabdlica alternativa. O acumulo de certas substancias pode levar a crises metabdlicas graves
que podem levar o paciente a desenvolver danos neuroldgicos permanentes ou até mesmo a morte>.

Os EIM podem ser classificados em trés grupos de acordo com os sistemas afetados e o tipo de
sintoma que podem causar’.

Grupo 1: reune os EIM intermediario que provocam toxicidade quando presentes em concentragdes
acima dos valores normais e sdo decorrentes da falha na via metabdlica. Neste grupo encontram-se
aminoacidopatias, a maioria das acidemias organicas, doencas do ciclo da ureia, intolerdncia aos
carboidratos e porfirias. Caracterizam-se por sintomas agudos desencadeados por desequilibrio na dieta,
infecgdes e febre.

Grupo 2: definido pela deficiéncia na produgao ou utilizagdo de energia, como as acidemias laticas,
os defeitos na beta oxidagdo mitocondrial de acidos graxos, na producdo de corpos cetdnicos e alteragdes
no metabolismo do glicogénio que dao origem a sintomas de déficit energético como hipoglicemia.

Grupo 3: caracterizado por defeitos no metabolismo de moléculas complexas como as doengas
lisossbmicas de deposito e doengas peroxissomais. Nesse grupo de doengas ocorre acumulo progressivo
nas organelas responsaveis pelas vias de degradacao dessa classe de compostos. Sdo doengas marcadas
por anormalidades fisicas, predominantemente esqueléticas.

Apesar de serem consideradas doengas raras, os EIM somam mais de 500 tipos diferentes e
mesmo com uma frequéncia individual reduzida, se tornam frequentes em seu conjunto, com uma
incidéncia cumulativa estimada em 1:1.000 recém-nascidos vivos®.

Acidemias organicas

As acidemias organicas sdo EIM que afetam o metabolismo intermediario de aminoacidos,
carboidratos e lipideos. Devido a deficiéncia de enzimas/transportadores responsaveis pelo metabolismo de
acidos organicos, estes se acumulam no organismo, consequentemente ocorrem alteragdes em sistemas
variados, incluindo o sistema nervoso central®®. Mais de 65 tipos diferentes de acidemias organicas séo
conhecidas. A incidéncia é de 1:21.000 nascidos vivos, mas pode variar conforme o grupo populacional
estudado’. Em funcdo de seu carater acido, o acumulo dos acidos orgénicos nos fluidos corporais causa
acidose metabdlica, caracteristica marcante dessa classe de EIM. Além disso, os pacientes também
apresentam anion gap elevado, hiperamonemia, hipoglicemia, cetose e sintomas neuroldgicos que podem
variar de letargia ao coma, constituindo um quadro grave de desequilibrio metabdlico que pode causar
danos irreversiveis ao paciente’.

Como parte do tratamento, os pacientes devem seguir uma dieta extremamente restrita em
proteinas, algumas vezes suplementada com carnitina ou vitaminas, a fim de evitar o aumento dos &cidos
organicos no organismo e, consequentemente, crises metabdlicas que podem se estabelecer. Apesar do
controle dietético, infeccbes e situacbes de estresse também podem desencadear crises, tornando a
doenca de dificil controle. Esses quadros de desequilibrio metabdlico caracterizam-se como emergéncias
medicas e requerem suporte especializado imediato em hospitais de grande porte por representarem risco a
vida'. O diagnéstico das acidemias organicas €& feito através da identificacdo dos acidos organicos
acumulados nos fluidos corporais, sendo a urina o material biolégico de escolha para o diagnéstico devido a
excregdo aumentada no caso de doenga. A analise é realizada por meio de cromatografia gasosa acoplada
a um espectrometro de massas (GC-MS) que permite a observagdo de compostos caracteristicos ou
padrbées 8de eliminagdo de acidos orgénicos anormais que s&o determinantes para o diagndstico dessas
doengas".



Defeitos de Beta Oxidagao

Nos defeitos de beta-oxidacéo de acidos graxos as células sdo impossibilitadas de utilizar os acidos
graxos provenientes da dieta e do tecido adiposo como fonte de energia. Apesar da glicose ser a principal
fonte energética para o organismo, os acidos graxos sdo usados como fonte preferencial de energia por
alguns 6rgdos como o coragdo, musculo esquelético e rins mesmo no estado alimentado, além de prover
energia através de sua oxidagdo em estados de jejum e durante exercicio fisico quando a maior parte da
glicose ja foi utilizada durante a glicélise. Nestes EIM, os defeitos podem ocorrer em qualquer parte do
metabolismo dos acidos graxos como: defeitos de transporte através da membrana plasmatica ou da
membrana mitocondrial, além de ocorrerem também nas vias de beta oxidacdo de acidos graxos de cadeia
longa, média ou curta’. Devido a nao utilizagdo dos acidos graxos livre como fonte de energia, ocorre
acumulo destes e de intermediarios de acil-CoA no organismo, encontrando-se acima dos valores
considerados normais, levando a formagao de acidos dicarboxilicos e hidroxicarboxilicos e conversdo de
ésteres de acil-CoA em suas correspondentes acilcarnitinas e acillglicinas’.

Os sintomas provocados pelos defeitos de beta oxidagao sao decorrentes da falha no metabolismo
em se manter energeticamente. Os sinais e sintomas mais comuns, portanto, sdo hipoglicemia hipocetética
que pode levar ao coma e convulsdes, e fraqueza muscular, manifestando-se geralmente no periodo
neonatal. Podem ocorrer também sintomas cardiacos e hepaticos. O sistema nervoso central é
frequentemente afetado devido a gravidade da hipoglicemia desenvolvida que pode surgir sob condi¢cdes de
jejum, estresse e exercicio fisico”. O diagndstico dos defeitos de beta oxidacdo deve ser feito através da
avaliacdo do perfil de acilcarnitinas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
tandem (LC/MS/MS) utilizando como amostra sangue impregnado em papel filtro'® , € no momento da crise
metabdlica, um perfil alterado de acidos dicarboxilicos pode ser detectado na urina por GC-MS. Além da
analise de metabdlitos em fluidos como sangue e urina, também pode ser realizado o diagnéstico molecular
tanto das acidemias orgénicas como dos defeitos de beta-oxidagao a fim de identificar a mutagao envolvida
na doenga.

O objetivo do trabalho foi conhecer a frequéncia de diagndstico de acidemias organicas e defeitos
de beta oxidagdo mitocondrial dos pacientes avaliados no Servico de Genética Médica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, no periodo de julho de 2008 a julho de 2016.

Materiais e Métodos

As analises de acidos organicos na urina foram realizadas em 8537 pacientes e 7268 amostras de
sangue impregnado em papel filtro foram utilizadas para analise do perfil de acilcarnitinas de pacientes com
suspeita de EIM com idades entre 0 e 45 anos,provenientes de varias regides do Brasil durante o periodo
de julho de 2008 a julho de 2016, cujo diagnéstico foi realizado no Laboratério de Analise de Metabdlitos
(LAM) do Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. As amostras utilizadas foram
urina ocasional (2-10 mL), que foram mantidas congeladas até o momento da analise, e sangue venoso
heparinizado, o qual foi impregnado em papel filiro. Também se obteve plasma dos pacientes, que foi
mantido congelado até o momento da andlise. Para auxiliar na investigacdo diagndstica foram obtidas
informagdes dos pacientes como idade, sexo, consanguinidade entre os pais, histéria familiar de EIM e
casos de morte subita neonatal na familia.

Quando ndo havia suspeita clinica sugestiva de algum EIM especifico, as amostras de urina
passaram por testes de triagem qualitativos: teste do cloreto férrico para fenilcetonas, teste da 2-4-
dinitrofenilhidrazina para alfa-cetoacidos, teste do nitrosonaftol para tirosina e seus derivados, teste do
cianeto-nitroprussiato para cistindria e homocistinuria, teste da p-nitroanilina para o acido metilmal6nico e
teste do azul de toluidina para glicosaminoglicanos. Foi feita analise cromatografica em camada delgada da
urina para presengca de glicosaminoglicanos, oligossacarideos, sialiloligossacarideos e carboidratos.
Também foi feito ensaio quantitativo para aminoacidos em sangue e urina utilizando cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) quando pelo menos um dos testes de triagem se mostrou positivo ou duvidoso, e
quando havia forte suspeita clinica mesmo apresentando resultado normal nos testes de triagem. O
Laboratério de Analise de Metabolitos do Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre participa desde 1999 do Programa de Controle de Qualidade Externo Internacional
"European Research Network for Evaluation and Improvement of Screening, Diagnosis and Treatment
of Inherited Disorders of Metabolism” (ERNDIM) para analise de acidos organicos e desde 2010 do
Programa de Qualidade do “Center for Disease Control and Prevention” (CDC) para analise de
acilcarnitinas.



Andlise de acidos orgéanicos

A analise de acidos organicos foi realizada baseada no método de Swetman et al''. Amostras de
urina com volume correspondente a 1ug de creatinina foram acidificadas até atingirem a faixa de pH entre
0,5-1,0, entdo, foram adicionados os padrdes internos hexadecano e acido heptadecanodico. Foi
adicionado, apos, cloreto de amoénio e os acido organicos foram extraidos com acetato de etila duas vezes
consecutivas. Em seguida as fases organicas foram reunidas e adicionou-se 50 miligramas de sulfato de
sodio anidro, a mistura permaneceu em repouso por pelo menos uma hora a temperatura ambiente e,
entdo, foi filtrada em membrana de celulose de 0,2 ym e evaporada em nitrogénio a 60 ° C. Foram
adicionados, entdo, 100 yL de etanol e em seguida homogeneizado, centrifugado por 10 minutos e
evaporado em nitrogénio novamente. A derivatizagao foi realizada com 27,5 yL de BSTFA (bis- (trimetilsilil)
trifluoracetamida) + 1% TMCS (trimetilclorosilano) e a amostra incubada a 60 °C por 60 minutos. Apds a
derivatizacdo 0,5 yL da amostra foram injetadas no cromatégrafo gasoso (GC/MS ) Varian Saturn 2000
equipado com uma coluna capilar CP-Sil 8 CB (comprimento: 30 m, diametro interno: 0.25 mm,
revestimento: 0.25 pm),injetor split e hélio como gas carreador. As temperaturas utilizadas no GC/MS foram
as seguintes: injetor 250 °C, coluna 90 °C a 280 °C, com um incremento de 3 °C por minuto, linha de
transferéncia 280 °C, fonte de ions 150 °C e analisador de massas 35 °C. O tempo total de corrida foi de 75
minutos. O espectrobmetro de massas foi programado m/z 10-650 e taxa de 0.6 Hz.

Analise de acilcarnitinas e aminoacidos em tandem

A analise de acilcarnitinas por LC/MS/MS foi realizada baseada no método de Rashed et al em
amostras de sangue total impregnado em papel filtro. Foram recortados circulos de 3 mm de diametro do
papel impregnado com sangue seco e acrescentado 100 pyL da solugdo de padrdes de acilcarnitinas e
aminoacidos marcados com deutério (H?). As amostras foram agitadas e o sobrenadante evaporado com
nitrogénio a 50 °C. Para derivatizagédo foram adicionados 60 pyL de 3N HCl-butanol e as amostras incubadas
a 65 °C por 15 minutos e em seguida foram secas com nitrogénio a 50 °C. Foi, entao, realizada a diluicéo
com 100 pyL de uma mistura acetonitrila/agua milliQ/acido férmico (50/50/0,1%) e centrifugagcédo durante 5
minutos. Para inje¢do no LC/MS/MS foram utilizados 30 yL da mistura com rampa de fluxo utilizando HPLC,
fase mével composta por acetonitrila/agua milliQ/acido formico (50/50/0,025%), temperatura da fonte a 120°
C, temperatura de dessolvatagdo a 300° C, energia de entrada 3 V, energia de colisdo 16 V e energia de
saida 2V.

Resultados

Entre julho de 2008 e julho de 2016, 245 pacientes foram diagnosticados com acidemias organica
ou defeitos de beta-oxidagdo mitocondrial de acidos graxos. Foram realizadas analises de acidos orgéanicos
em urina por GC-MS de 8537 pacientes provenientes de varios estados brasileiros, sendo que em 223
(2,61%) foi feito o diagndstico. Para a analise de acilcarnitinas e aminoacidos em tandem, 7268 pacientes
foram analisados e 22 (0,3%) pacientes receberam diagnéstico de doengas metabdlicas como acidemias
organicas e defeitos de beta-oxidagdo mitocondrial de acidos graxos. Entre os pacientes diagnosticados
52,24% eram do sexo masculino enquanto o sexo feminino correspondia a 47,75%. Entre os diagnosticos
realizados foram identificadas as seguintes doencas metabdlicas: 52 pacientes com acidemia latica, 46 com
acidemia glutarica tipo |, 30 com acidemia metilmaldnica, 25 com acidemia 3-OH-3-metilglutarica, 14 com
deficiéncia multipla de acil-CoA desidrogenase, 14 com acidemia isovalérica, 10 com acidemia propibnica, 8
com acidemia L-2-OH-glutarica, 8 com alcaptonuria, 7 com deficiéncia de 3-OH-acil-CoA desidrogenase de
cadeia longa, 7 com acidemia 2-OH-glutarica (forma D ou L), 4 com deficiéncia de 2-metil-3-hidroxibutiril
desidrogenase, 3 com deficiéncia de cetotiolase, 3 com doenga de Canavan, 3 com acidemia 3-
metilglutacénica, 3 com deficiéncia de glutationa sintetase, 2 com deficiéncia de acil-CoA desidrogenase de
cadeia muito longa, 1 com deficiéncia de 3- metilcrotonil-CoA carboxilase, 1 com deficiéncia de
cetotiolase/2-metil-3-hidroxibutiril desidrogenase, 1 com acidemia mevaldnica, 1 com acidemia arginino-
succinica, 1 com deficiéncia de acil-CoA desidrogenase de cadeia média e 1 com deficiéncia de acil-CoA
desidrogenase de cadeia curta (Tabela 1).A figura 1 ilustra um cromatograma de GC-MS do perfil de acidos
organicos deum paciente com diagndstico de acidemia 3-OH-3-metilglutarica.



Figura 1. Cromatograma de GC-MS de 4acidos organicos na urina de paciente com diagndstico de
acidemia3-OH-3-metilglutarica.
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A média de idade no momento do diagndstico foi de 4,68 anos (56 meses). Foram observados em
53% dos pacientes anormalidades neuroldgicas. Os sintomas e achados laboratoriais mais frequentemente
apresentados entre os pacientes diagnosticados foram anormalidades neurolégicas (53%) acidose
metabdlica (36%), hipo/hipertonia (23%), vOmito (21%), hipoglicemia (20%), dificuldade de alimentagao
(14%), acidemia latica (13%) e hepatomegalia (13%) (Tabelas 2 e 3).

Tabela 1. Doengas metabdlicas herdadas diagnosticadas na populagéao investigada

(0,82%)

Doenga Numero de Pacientes (%)
GC/MS MS/MS Total
Numero de Pacientes Analisados 8537 7268
Numero de Pacientes Diagndsticados 223 22 245
(2,61%) (0,31%)
Acidemia Latica 52 0 52
(21,22%) (0,00%) (21,22%)
Acidemia Glutarica Tipo | 42 4 46
(17,14%) (1,63%) (18,77%)
Acidemia Metilmaldnica 29 1 30
(11,83%) (0,41%) (12,24%)
Aciduria 3-OH-3-Metilglutarica 23 (9,38%) 2 25
(0,82%) (10,20%)
Acidemia Isovalérica 12 (4,89%) 2 14 (5,71%)




Deficiéncia multipla de acil-CoA desidrogenase 8 6 14 (5,72%)
(MADD) (3,27%) (2,45%)
Acidemia Propidnica 9 1 10 (4,08%)
(3,67%) (0,41%)
Acidemia L-2-OH-glutéarica 8 0 8
(3,27%) (0,00%) (3,27%)
Alcaptonuria 8 0 8
(3,27%) (0,00%) (3,27%)
Acidemia 2-OH-glutarica 7 0 7
(2,86%) (0,00%) (2,86%)
Deficiéncia de 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase 4 3 7
de cadeia longa (LCHADD) (1,63%) (1,27%) (2,86%)
Deficiéncia de 2-Metil-3-OH-butiril desidrogenase 4 0 4
(1,63%) (0,00%) (1,63%)
Doenga de Canavan 3 0 3
(1,22%) (0,00%) (1,22%)
Aciduria 3-Metilglutacdnica 3 0 3
(1,22%) (0,00%) (1,22%)
Deficiéncia de Glutationa Sintetase 3 0 3
(1,22%) (0,00%) (1,22%)
Deficiéncia de B-cetotiolase 3 0 3
(1,22%) (0,00%) (1,22%)
Deficiéncia de Acil-CoA desidrogenase de cadeia 0 2 2
muito longa (VLCADD) (0,00%) (0,82%) (0,82%)
Deficiéncia de 3-metilcrotonil-CoA-carboxilase 1 0 1
(0,41%) (0,00%) (0,41%)
Def. de cetotiolase/ 2-metil-3-hidroxibutiril 1 0 1
desidrogenase (0,41%) (0,00%) (0,41%)
Acidemia Arginino-Succinica 0 1 1
(0,00%) (0,41%) (0,41%)
Aciduria Mevaldnica 1 0 1
(0,41%) (0,00%) (0,41%)
Deficiéncia de Acil-CoA desidrogenase de cadeia 0 1 1
média (MCADD) (0,00%) (0,41%) (0,41%)
Deficiéncia de Acil-CoA-desidrogenase de cadeia 1 0 1
curta (SCADD) (0,41%) (0,00%) (0,41%)




Tabela 2. Sintomas e achados laboratoriais encontrados no momento
dodiagnéstico em pacientes diagnosticados com doengas metabdélicas
herdadas.

Sintoma %

Achados clinicos

Anormalidades neurolégicase de RMN 53
Hipo/hiper/distonia 23
Vémito 21
Dificuldade de alimentacao 14
Hepatomegalia 13
“Failure to thrive” 7

Dlsmorfias 5

Achados laboratoriais

Acidose metabdlica 36
Hipoglicemia 20
Acidemia latica 13
Hiperamonemia 6
Cetose/Cetonuria 3

Tabela 3. Distribuicao dos sintomas neuroldgicos encontrados no
momento do diagndstico em pacientes diagnosticados com
doengas metabolicas herdadas

Sintomas Neurolégicos 129 (53%)
Atraso DNPM/retardo mental 89 (69%)
Convulsdes 66 (51%)
Macrocefalia 48 (37%)
Coma 41 (17%)
Atrofia cerebral 14 (11%)
Encefalite/encefalopatia 6 (5%)
Leucodistrofia 4 (3%)
Letargia 2 (1,6%)
Sindrome extrapiramidal 1(0,8%)
Surdez 1(0,8%)
Edema cerebral 1(0,8%)
Outras anormalidades 29 (22%)
cerebrais (RMN)




Discussao

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) para analise de acidos
organicos na urina é o método de escolha para o diagndstico de acidemias orgémicas8 enquanto que a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS/MS) é o método padrdao ouro para
analise de acilcarnitinas em sangue total impregnado em papel filtro’ o qual € o método de escolha para
triagem neonatal de acidemias organicas e defeitos de beta oxidagao mitocondrial de acidos graxos. Apesar
de ambos os métodos serem de alto custo, fator determinante em paises em desenvolvimento como o
Brasil, deve-se levar em conta a importancia de diagnosticar doengas de alta prevaléncia entre os EIM
como as acidemias orgénicas2 e defeitos de beta oxidagao. Por outro lado, a espectrometria de massas
pode ser utilizada para analise de acilcarnitinas e aminoacidos, permitindo o diagnéstico de defeitos de beta
oxidacdo, e acidemias organicas, bem como de aminoacidopatias, sendo a opg¢do mais utilizada
internacionalmente para testes de triagem neonatal'.

Neste estudo um total de amostras de 8537 pacientes foram submetidos a cromatografia de acidos
organicos na urina, resultando em 209 diagnédsticos de acidemias organicas (acidemia latica, metilmalénica,
propibnica, glutarica tipo |, isovalérica, mevalbnica, 3-OH-3-metilglutarica, 2-OH-glutarica, 3-
metilglutacénica, 3- metilcrotonil-CoA carboxilase, deficiéncia de glutationa sintetase, deficiéncia de
cetotiolase, alcaptonuria, deficiéncia de 2-metil-3-hidroxibutiril, doengca de Canavan), além de 13
diagnésticos de disturbios de beta oxidagdo mitocondrial (MADD, LCHAD, SCAD). Para andlise de
acilcarnitinas por espectrometria de massas em tandem foram analisadas amostras de sangue de 7268
pacientes e realizados 22 diagnésticos de EIM, sendo 11 acidemias organicas (metilmaldnica, propidnica,
glutarica |, isovalérica, 3-OH-3-metilglutarica, arginino-succinica) e 11 defeitos de beta oxidagao mitocondrial
(MADD, LCHADD, MCADD, VLCADD).

As doencgas mais frequentemente encontradas foram acidemia latica (21%), acidemia glutarica tipo |
(19%), acidemia metilmaldnica (12%) e acidemia 3-OH-3-metilglutarica (10%), dados diferentes dos
encontrados em anos anteriores na mesma populagao alvo de estudo’®, uma vez que o numero de casos
aumentou, em especial os de acidemias glutarica tipo | e 3-OH-3-metilglutarica. Ainda, houve aumento do
ndmero de casos de defeitos de beta oxidacdo mitocondrial de &acidos graxos (VLCAD, MCAD),
possivelmente devido a inclusdo da analise de acilcarnitinas por espectrometria de massas em tandem na
lista de exames realizados pelo hospital. Wajner et al* diagnosticaram 218 pacientes portadores de
acidemias organicas em 6866 submetidos a cromatografia de acidos organicosna urina com frequéncias de
26% para acidemia latica, 16% para acidemia metilmaldnica, 15% para acidemia glutarica tipo | e 8% para
acidemia 3-OH-3-metilglutarica em um periodo de estudo de 15 anos (1994 — 2008).

De acordo com os dados obtidos, a acidemia glutarica tipo | € a segunda acidemia organica mais
frequentemente diagnosticada na populacdo em estudo. Cabe salientar que a incidéncia das acidemias
glutérica tipo | e 3-OH-3-metilglutarica sdo maiores nas populagdes brasileira e portuguesa do que em
outros pal'ses15, 0 que pode estar relacionado a descendéncia portuguesa no Brasil.

O diagndstico de MCADD representou apenas 5,5% dos defeitos de beta oxidagéo e 0,41% das
doencas diagnosticadas. Em paises como Portugal e Estados Unidos (Carolina do Norte) a
representatividade desta doenga entre os EIM chega a 26 e 33% respectivamente, superando, inclusive, a
incidéncia de fenilcetonudria (PKU), uma das doengas mais frequentemente diagnosticadas entre os EIM™®".
Pode-se atribuir a baixa incidéncia de MCADD no presente estudo, a um numero consideravel de pacientes
portadores de MCADD nao diagnosticados, com desfecho de morte neonatal subita. Além desses fatores,
ao utilizar amostras de urina coletadas fora do periodo de descompensagdo metabdlica reduz-se a
sensibilidade do diagndstico por GC-MS, devido a excre¢ao normal dos acidos dicarboxilicos de cadeia
media nestes periodos18. Neste caso, pode-se fazer o diagndstico da doenga através da analise de
acilcarnitinas por LC/MS/MS, que em caso positivo de MCADD demonstra o aumento de octanoilcarnitina
(C8) e da relagdo octanoilcarnitina/decanoilcarnitina (C8/C10). Neste sentido, é possivel que alguns casos
nao tenham sido diagnosticados em nosso estudo, uma vez que a amostra de urina fora da crise metabdlica
tenha sido coletada ao invés de sangue total em papel filtro do paciente.

A acidemia latica, doenca mais frequente na populagdo estudada, pode ser consequéncia de
mutagdes nas principais enzimas responsaveis pelo metabolismo do piruvato: complexo da piruvato
desidrogenase e piruvato carboxilase. Ambos os defeitos acarretam acumulo de lactato no sangue, o que
pode ser prejudicial para varios 6rgdos. Além disso, ocorre deficiéncia de ATP produzido a partir da acetil-



CoA no ciclo de Krebs, o que é prejudicial para o SNC, levando o paciente a desenvolver retardo
neuropsicomotor e deficiéncia cognitiva. O complexo da piruvato desidrogenase é formado por trés sub-
complexos: (E1) piruvato desidrogenase, (E2) diidrolipoil-transacetilase e (E3) diidrolipoil-desidrogenase, e
(E3BP) proteina de ligagdo de E3. Mutagcbes podem ocorrer em qualquer um dos sub-complexos com
prejuizo do metabolismo do piruvato e aumento do lactato sanguineo. Dentre os diagndsticos de acidemias
laticas realizados, 19% correspondiam a acidemia latica primaria.

Os principais sintomas apresentados pelos pacientes no momento do diagnéstico foram os sintomas
neurolégicos (53%) seguido de, hipo/hipertonia (23%), vémito (21%), dificuldade de alimentagéo (14%) e
hepatomegalia (13%). Entre os sintomas neuroldgicos e anormalidades encontradas em exames de
ressonancia magnética nuclear (RMN), os mais predominantes foram atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor (atraso DNPM) (69%), convulsdes (51%), macrocefalia (37%), coma (17%) e atrofia
cerebral (11%). Os achados laboratoriais mais comuns foram acidose metabdlica (36%), hipoglicemia
(20%), acidemia latica (13%), hiperamonemia (6%) e cetonuria (3%). A frequéncia dos achados laboratoriais
e dos sintomas encontrados mostrou-se semelhante ao estudo anterior, com predominio de sintomas
neurolégicos entre os pacientes. Um total de 10% dos pacientes analisados tinham pais com algum grau de
parentesco.

A média de idade dos pacientes no momento do diagnéstico foi de 4,68 anos (56 meses), podendo-
se concluir que a maioria dos diagnosticos ocorreu de forma tardia. Cabe salientar que as acidemias
organicas e defeitos de beta oxidagdo mitocondrial de acidos graxos devem ser preferencialmente
diagnosticados em neonatos. Entretanto, os pacientes do nosso estudo foram diagnosticados apos
apresentar crises metabdlicas, podendo ter acarretado quadros neurolégicos irreversiveis. Neste sentido, o
médico deve estar atento a possibilidade de seus pacientes serem portadores de EIM e iniciar a
investigacao diagndstica o mais cedo possivel ao observar sintomas como acidose metabdlica, aumento de
lactato e hipoglicemia persistente. Deve-se levar em conta também, o escasso numero de centros de
referéncia para o diagnéstico de EIM no Brasil que realizam a investigagdo de doengas metabdlicas nao
cobertas pelo Teste do Pezinho. O Programa de Triagem Neonatal do Ministério da Saude no Brasil detecta
apenas fenilcetonuria, hipotireoidismo congénito, fibrose cistica, deficiéncia de biotinidase,
hemoglobinopatias e hiperplasia adrenal congénita.

Desta forma, cabe salientar a importancia de exames diagnosticos para doengcas metabdlicas
herdadas, como a cromatografia de acidos organicos acoplada a espectrometria de massas e, em especial,
a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem, pois permite o diagndstico de
defeitos de beta oxidagdo mitocondrial de acidos graxos fora do periodo de crise metabdlica,bem como
permitem a realizagdo de triagem neonatal para estas doengas metabdlicas.
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