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RESUMO

As porfirias agudas sdo um grupo de doencas hereditarias que possuem como principal indicador, a produgéo excessiva
dos precursores porfirinicos como porfobilinogénio, os quais sao excretados na urina. Na pratica clinica, crises agudas de
porfiria sdo muitas vezes diagnosticadas por excluséo e de forma tardia. Assim, o atraso no diagnéstico pode impactar
diretamente na qualidade de vida ou resultar na morte do paciente. O reagente de Ehrlich € um reagente capaz de detectar
porfobilinogénio na urina. Logo, o objetivo desse estudo foi padronizar um teste rapido para as porfirias agudas, baseado
na reacao de Erlich. Para isso, a reagao de Erlich foi utilizada com o padréo de porfobilinogénio para verificar se a reagéo
seria capaz de detectar presenca do padréo, através do espectrofotdometro. Em nossos estudos preliminares, a reacéo de
Ehrlich foi capaz de detectar o porfobilinogénio em todas as concentragfes testadas, evidenciando a capacidade da
reacdo em detectar porfobilinogénio.

PALAVRAS-CHAVE: Porfirias agudas; porfobolinogénio; Erlich
1. INTRODUCAO

As porfirias sdo um conjunto de doencas raras classificadas como hepéticas ou eritrocitarias,
provocadas por deficiéncia na sintese do radical heme, essencial para as hemeproteinas como a
hemoglobina. Este é produzido através da conversdo de substancias conhecidas como porfirinogénios ou
porfirinas com a ajuda de oito enzimas diferentes. Pacientes que apresentam uma deficiéncia hereditaria ou
adquirida em uma dessas enzimas, podem acumular estes precursores no organismo, causando toxicidade,
a qual pode ser manifestada predominantemente na forma de sintomas neuroviscerais, caracteristicos das
porfirias agudas e/ou distirbios de fotossensibilidade cutanea, presente nas porfirias cutaneas. 1.2:34
As porfirias agudas sdo um grupo de doengas hereditarias hepéticas conhecidas por apresentarem sintomas
agudos neuroviscerais e producdo excessiva dos precursores porfirinicos como o acido 5-aminolevulinico
(ALA) e porfobilinogénio (PBG), os quais sdo excretados na urina e podem aumentar cerca de dez vezes a
mais que o normal.56

Embora o tratamento eficaz da porfiria aguda tenha sido descrito e aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) ha mais de vinte anos, o teste padrao-ouro para seu diagnéstico possui um tempo médio
de liberacdo de aproximadamente quinze dias. Esta demora no diagndstico pode ser fatal ou contribuir para
o agravamento do quadro clinico do paciente, podendo surgir lesdes neuroldgicas graves e irreversiveis.
Desta forma, o desenvolvimento e validagdo de um teste rapido do tipo Point of Care que seja capaz de
diagnosticar qualitativamente as porfirias agudas a beira do leito, se apresenta como ferramenta crucial para
adocao de medidas terapéuticas efetivas e imediatas que possam salvar vidas.

O reagente de Ehrlich é um reagente que contém p-dimetilaminobenzaldeido. O aldeido de Ehrlich é
utilizado para detecc¢éo de porfobilinogénio na urina consiste numa solucao de p-dimetilaminobenzaldeido em
acido cloridrico. A técnica é simples e rapida. O resultado acontece em cerca de 10 minutos. Caso ocorra a
formagdo de coloracdo rdsea significa que foi positivo para urobilinogénio e porfobilinogénio. Quando ha
presenca de porfobilinogénio, apés adi¢cao do cloroférmio, a cor rosa ndo € extraida na camada de cloroférmio.
Dessa forma, essa reagéo pode ser utilizada como teste para diagnéstico das porfirias agudas.”

Logo, o objetivo desse estudo é desenvolver de um protétipo de teste rapido point of care para
deteccdo do porfobilinogénio urinario baseado na reacdo de Erlich, o qual serd destinado a triagem
diagnoéstica das porfirias agudas em pacientes que apresentam quadro clinico sugestivo da doenca.

2. METODOLOGIA

Para validar a reacao de Erlich e a sua capacidade de deteccdo de porfobilinogénio, foi diluido 1mg
do padrao de porfobilinogénio (Sigma-Aldrich) em 5mL de agua destilada para uma concentracdo de
(200mg/L) do padrdo. Em seguida, foi realizada uma diluicéo seriada do padrdo em 10 pontos com fator de
diluicdo 1:2 (200-0,39mg/L). Para realizagdo da reacao de Erlich, inicialmente, foi preparado acido cloridrico
a 2N e em seguida, foi preparado o reagente de Erlich com dissolucéo de 1g de p-dimetilaminobenzaldeido
em 50mL de &cido cloridrico 2N. Posteriormente, 2,5 mL das diferentes concentracdes do padrdo de
porfobilinogénio foi transferida para um tubo cénico de 15mL e adicionado 0,5mL do reagente de Erlich.
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Agitou-se e ap6s 10 minutos foi observado se houve ou ndo presenca da coloragéo rosa. Nesse momento,
12 observadores foram recrutados para indicar até qual concentracéo do padrdo, eles conseguiam observar
a coloragdo rosa a “olho nu”. Depois adicionou-se 1mL de cloroférmio. Agitou-se bem novamente e o tubo foi
deixado em repouso para separacao de duas fases. Em seguida, a fase aquosa da reacéo foi coletada para
realizacdo de leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 570nm. Essa rea¢éo de Erlich foi
realizada para verificar se a reagdo acontecia na faixa de concentracéo desejada e em até qual concentracéo
o aparelho era capaz de detectar presenca do analito.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da reacgéo de Erlich foi possivel detec¢éo porfobilinogénio nas diferentes concentracdes do
padrédo. A formacao da coloragdo résea € indicativa de presenca de porfobilinogénio ou urobilinogénio devido
a reacdo desses mediadores com o p-metilaminobenzaldeido (Figura 1). 8 Em nossos resultados, foram
realizadas uma diluicao 1:2. Abrangendo a faixa de 200mg/L até a concentracéo 0,4mg/L.

Figura 1. Formagcao da coloragdo rosa apés adicdo do reagente de Erlich nas diferentes concentragdes do padrdo de
porfobilinogénio.
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A analise de escala visual, realizada com observadores selecionados aleatoriamente, entre os 12
observadores recrutados, 66,7% indicou observar a coloragdo rosa até a concentracédo de 0,8 mg/L (n=8), os
outros 33,3% (n=4) dos voluntarios indicou observar a coloracéo rosa até a concentracéo de 1,6 mg/L (Grafico
1).

Gréfico 1. Indicagéo da concentragdo que os voluntarios conseguiam observar a cor rosea nas amostras
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Apés adicionar o cloroférmio, foi possivel observar a coloragédo rosa na fase aquosa em todas as
concentracdes do padrdo testadas. O aparecimento da coloracdo rosa na fase aquosa, indica a presenca de
porfobilinogénio, descartando a reagao com outros metabolicos (Figura 2).

Figura 2. Permanéncia da coloragao rosa na fase aquosa, ap6s adic&o do cloroférmio.

——— —— | Lo et T . v \8
- D = T " am ==, e e
4= = - - . E
D
)
4
?
4 PBG PBG | [ PE Brana
Peg PBG BG PBG 8G 6,3 mg 1,6 mgl S 08 0,41
200 mé Img/L ma/L 25 mgl/l Smg/L PBG

Img/L
‘ =

i i u ‘l

-

ISSN 0805-2010 — Anudrio de resumos expandidos apresentados no VIII SAPCT - SENAI CIMATEC, 2023



o » Y ®
~, VIII SAPCT VII ICPAD OPOF DADES PARA ) : SENAI
“w,f)fé"«z".t:?:%:':.‘m"““:i RS O DESENVO A~ sl CIVATEC -
SENAI CIMATEC . ; ~ \; ~ . 4 PELO RO DA OVA 0

A fase aquosa foi coletada em duplicata para leitura em espectrofotbmetro no comprimento de onda
de 570nm. Apos a leitura e desconto do valor do branco que foi colocado na coluna 12 (auséncia do analito-
porfobilinogénio), em todas as concentragfes testadas foi observado sinal (absorvancia), apos a leitura,
demonstrando a sensibilidade do teste (Figura 3). As escolhas das concentra¢fes do padrao foram baseadas
estabelecidos pelo “Protocolo e Diretriz das Porfirias Agudas”, o qual indica que o nivel de porfobilinogénio
em pacientes com crises de porfiria aguda pode variar de 200-20mg/L.

Figura 3. Leitura em espectrofotdmetro e denominagédo das amostras.

Temperature("C) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
24,4 1A 0,0007 0,2688 0,2308 0,1609 0,1043 0,0703 0,0371 0,0233 0,0115 0,0071 0,0046
B -0,0007 0,2644 0,2172 0,1597 0,1038 0,065 0,037 0,026 0,0092 0,0067 0,0034
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4. CONSIDERACOES FINAIS
A reacdo de Erlich foi capaz de detectar o porfobilinogénio em todas as concentracdes testadas. O
proximo passo € realizar essa reagdo com amostras de urina com aumento de porfobilinogénio.
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