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SUMARIO

Os erros inatos do metabolismo referem-se a um grupo de doencas geneticamente
determinadas, decorrentes da deficiéncia numa via metabolica envolvida na sintese, no
transporte ou na degradacdo de uma substancia. O aspecto clinico que cada uma destas
doengas pode tomar resulta da acumulagdo do substrato de uma reaccgdo, da falta de
produto dessa mesma reaccao ou da acumulacdo de uma substancia originada a partir de
uma via metabdlica alternativa.

Estes erros, apesar de isolados apresentarem uma pequena incidéncia sobre a populagao,
quando descritos em conjunto (cerca de quinhentos conhecidos), tornam-se mais
comuns, apresentando taxas de incidéncia na ordem de 1 caso a cada 1000 nascimentos.
Sabe-se hoje que a rapida deteccdo destas doencas é que determina a gravidade que
estas podem assumir, pelo que os programas de triagem neonatal estdo em constante
evolucdo no que respeita ao aperfeicoamento das técnicas de diagnostico, para que 0s
resultados dos tratamentos sejam cada vez mais expressivos.

Este trabalho aborda inicialmente os erros inatos do metabolismo de uma forma
genérica, dando depois lugar a andlise das trés desordens metabolicas mais frequentes
em Portugal: a deficiéncia na enzima acil-CoA desidrogenase de cadeia média, a
fenilcetondria e a deficiéncia na enzima 3-metilcrotonil carboxilase. Sdo descritas para
as trés as deficiéncias que ocorrem nas vias metabdlicas que essas enzimas catalisam, 0s
aspectos clinicos da doenca que originam, as suas formas de detec¢do e as estratégias

terapéuticas que estdo actualmente disponiveis.



ABSTRACT

Inborn errors of metabolism refer to a group of genetically determined diseases,
resulting from a deficiency in a metabolic pathway involved in the synthesis, transport
or degradation of a substance. The clinical aspect that each of these diseases can take
results from the accumulation of the substrate reaction, the lack of product of the same
reaction, or the accumulation of a substance originated from an alternative metabolic
pathway.

These errors, although isolates showed a small impact on the population, when
described together (about five hundred known), become more common, with incidence
rates in the order of 1 case per 1000 births. It is now known that early detection of these
diseases, determines the severity of the disease can take, so the neonatal screening
programs are constantly evolving in relation to improved diagnostic techniques, to
treatment outcomes are increasingly more expressive.

This work first discusses the inborn errors of metabolism in a generic way and then
gives way to analysis of the three most common metabolic disorders in Portugal: the
deficiency in the enzime medium chain acyl-CoA dehydrogenase, phenylketonuria and
deficiency in the enzyme 3-methylcrotonyl carboxylase. For the three are described the
deficiencies that occurs in metabolic pathways that these enzymes catalyze, the clinical
aspects of disease that originate, their forms of detection and the therapeutic strategies

that are currently available.
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I. INTRODUCAO

Este trabalho comega por dar uma panoramica geral sobre erros inatos do metabolismo
(EIMs), focando-se depois naqueles que sdo mais frequentes no nosso Pais. Vao ser
abordados, de uma forma genérica, temas comuns a todos os EIMs, como por exemplo,
a sua classificacdo ou a sua deteccédo, recuando também no tempo para que se perceba
como este longo processo de investigagéo evoluiu e, consequentemente, se descobriram
novos EIMs, novos tratamentos, novas e mais eficientes formas de deteccdo e
diagnostico. Aborda-se seguidamente, e de forma mais aprofundada, aqueles cuja
incidéncia em Portugal € maior. Assim, por rastreio de 316.243 nascimentos de criangas
portuguesas, realizado entre 2005 e 2009 concluiu-se que os trés EIMs mais comuns no
nosso pais sao a deficiéncia na acil-CoA desidrogenase de cadeia média (DADCM), a
fenilcetondria (FCU) e a deficiéncia na 3-metilcrotonil-CoA carboxilase (DMCC)
(Vilarinho et al, 2010). Neste trabalho véo ser aprofundados os trés EIMs anteriormente
mencionados, as vias metabdlicas afectadas por estas desordens, 0s seus aspectos

clinicos, as suas opcdes de tratamento e as técnicas de rastreio.

1. Breve Resenha Histérica

A definigdo classica de erros inatos do metabolismo tem sido, ao longo dos anos,
entendida como uma doenga genética causada, numa fase inicial, pela alteracdo de um
gene especifico da qual resulta uma deficiéncia na actividade de uma enzima especifica,
originando um disturbio bioquimico nas células e 6rgaos humanos (Xu et al, 2001). Os
principais problemas ocorrem normalmente por erros nas vias catabdlicas e de sintese
de hidratos de carbono, aminoacidos, acidos organicos e &cidos gordos, purinas e
pirimidinas, porfirinas, esteroides, lipidos e 4&cidos biliares, ou entdo, por erros
correspondentes aos processos envolvidos na sintese, captacdo ou utilizacdo de co-
factores essenciais para o funcionamento dessas mesmas vias (Seymour et al, 1997).

Antes de se compreenderem as vias metabdlicas, o diagnostico de erros inatos do
metabolismo era, normalmente, feito recorrendo a observacdo de anomalias, como por
exemplo, a urina escurecida, caracteristica de individuos com o fené6tipo da
alcaptonuria, descoberta e caracterizada por Archibald Garrod, em meados de 1900,
como o primeiro erro metabdlico inato. Estes erros eram inicialmente reconhecidos em

individuos que, apds o nascimento, ficavam gravemente doentes ou nasciam
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dismorficos ou com visiveis transtornos mentais; estes disturbios foram assim
entendidos como herdados, ap6s uma observacdo da recorréncia da doenga nos
membros familiares do individuo em causa (Jones e Bennett, 2002).

Garrod interessou-se pelas questdes etiologicas e clinicas da alcaptondria e 0s seus
estudos bioquimicos estabeleceram a verdadeira natureza da doenca: era congénita,
possivelmente hereditaria, e ndo contagiosa como se pensava na altura. Além da
alcaptondria, Garrod também se interessou por outras desordens como o albinismo,
cistindria, porfiria e pentosuria. As deducdes de Garrod poderiam té-lo introduzido no
campo da genética e da bioquimica, no entanto, o seu trabalho pioneiro foi ignorado por
Varios anos por varios geneticistas e bioquimicos. O facto do trabalho de Garrod n&o ter
sido seguido teve varias razdes como: as suas observacdes serem consideradas isoladas
e ndo como as primeiras de uma série de complexas alteragdes metabolicas que viriam a
ser descobertas anos depois; recorria a abordagens que combinavam ideias e métodos
oriundos de uma série de fontes, tais como a genética, a patologia e a bioquimica, e isso
era uma forma de trabalho que ndo foi facilmente compreendida pelos cientistas da
época; os principios da genética ainda ndo tinham comecado e mesmo o termo genética
ainda estava para ser inventado. Na ordem dos desenvolvimentos cientificos, as
descobertas de Garrod aconteceram muito cedo para serem apreciadas e principalmente

compreendidas (Dronamraju, K., 1992).

Jaem 1941, Beadle e Tatum propuseram a teoria “um gene — uma enzima”; nesta teoria
diziam que uma unidade indivisivel da hereditariedade chamada gene seria responsavel
pela presenca e actividade de uma determinada enzima ou proteina. Assim, 0s
diagnosticos comecaram a ser direccionados para 0s genes alterados ou em falta que
produziam as enzimas deficientes. Antes desta descoberta, apenas as formas graves de
erros inatos eram diagnosticadas e s6 mais recentemente é que se tem vindo a entender
que existe uma continuidade relacionada de formas graves a leves para quase todos 0s

defeitos genéticos conhecidos até hoje (Jones e Bennett, 2002).
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2. Rastreio dos erros inatos do metabolismo em Portugal

O Programa de Triagem Neonatal Portugués foi criado em Portugal no final da década
de 1970 pelo Ministério da Saude. Ao longo destes anos, tem acompanhado as
evolugdes internacionais ao nivel de técnicas de rastreio, tendo comecado com o rastreio
da fenilcetondria e do hipotiroidismo congénito. Na actualidade, o nosso programa de
triagem neonatal é realizado em todo o pais, num Unico laboratorio que processa mais
de 400 amostras diarias de cerca de 25 erros inatos do metabolismo.

Nos ultimos anos, a introducdo da espectrometria de massa tandem, representou um
ponto de viragem na triagem neonatal. Esta técnica permite um diagndstico simultaneo
de vérias doencas realizado num Unico teste baseado na avaliacdo dos perfis de
aminoéacidos e de acilcarnitinas. A eficacia deste programa tem vindo a demonstrar a
importancia da identificacdo precoce e o tratamento de criancas com distdrbios
metabdlicos que antigamente poderiam passar despercebidos antes da ocorréncia de
danos clinicos irreversiveis. Em Portugal sdo analisados os EIMs relativos as desordens
de aminoéacidos (1:5.856), desordens no ciclo da ureia (1:79.061), desordens de acidos
organicos (1:13.177) e desordens relativas a B-oxidacdo de acidos gordos (1:6325)
(Vilarinho et al, 2010).

3. Classificacao dos Erros Inatos do Metabolismo

Os erros inatos do metabolismo correspondem a 10 % de todas as doencas genéticas e,
apesar de prevalecer a ideia de que séo doencas raras individualmente, em conjunto sdo
bastante frequentes apresentando uma incidéncia de 1:1000 recém-nascidos Vvivos e, se
ndo diagnosticadas e tratadas atempadamente, muitas das criancas afectadas serdo
internadas por longos periodos de tempo necessitando de cuidados intensivos. Estas
situacbes provocam um grande impacto nas familias em causa e na prestacdo dos
cuidados de saude (Seymour et al, 1997; Amancio et al, 2007).

Como se tratam de alteracGes metabdlicas bastante distintas, os EIMs possuem vérias
classificacbes, sendo que a que se apresenta mais didactica e com maior aplicacdo
clinica é a sugerida por Saudubray. Este considera trés grandes grupos, tendo em conta

0 ponto de vista terapéutico (Saudubray et al, 2006):
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Grupo 1 - Desordens que originam intoxicagdo: este grupo inclui erros inatos do
metabolismo intermediario que levam a uma intoxicagdo aguda ou progressiva, causada
pela acumulacdo de compostos tdxicos que originam um bloqueio metabolico. Neste
grupo inserem-se 0s erros inatos do catabolismo de aminoacidos (fenilcetondria,
tirosinemia, entre outros), a maioria das acidemias organicas (como por exemplo, acido
metilmalonico, acido propionico), defeitos no ciclo da ureia, intolerncia aos agucares
(galactosemia e intolerancia hereditaria a frutose), intoxicacdo por metais (doenca de
Wilson, hemocromatose e doenca de Menkes) e porfirias.

Todas as desordens deste grupo compartilham semelhancas clinicas, sendo a maioria
delas trataveis por remocdo de emergéncia da toxina recorrendo a dietas especiais,
procedimentos extracorpdreos ou a farmacoterapia.

Embora a fisiopatologia seja um pouco diferente, os erros inatos da sintese e
catabolismo de neurotransmissores (monoaminas, acido gama amino-butirico, glicina) e
0s erros inatos da sintese dos amino&cidos (serina, glutamina e prolina/ornitina) também

podem ser incluidos neste grupo uma vez que partilham muitas caracteristicas.

Grupo 2 — Desordens que envolvem o metabolismo energético — este grupo refere-se a
erros inatos do metabolismo que, pelo menos parcialmente, tém origem numa
deficiéncia na producdo de energia ou na utilizacdo da mesma por parte do figado,
miocardio, musculos, cérebro e outros tecidos. Este grupo pode ser dividido em
disturbios da energia mitocondrial e citoplasmatica, apesar dos primeiros serem mais
graves pois provocam acidemia lactica congénita (por defeitos no transportador do
piruvato, na piruvato carboxilase, na piruvato desidrogenase e no ciclo de Krebs) e
distdrbios na cadeia respiratoria mitocondrial.

Os distarbios da energia citoplasmatica incluem defeitos na glicélise, no metabolismo
do glicogénio, na gluconeogénese e no hiperinsulinismo. Mais recentemente, foram
também descobertos problemas no metabolismo da creatina e erros inatos que envolvem

a via das pentoses fosfato.

Grupo 3 — Desordens que envolvem moléculas complexas — este grupo envolve
organelos celulares e inclui as doencas que perturbam a sintese ou o catabolismo de
moléculas complexas. Os sintomas sdo permanentes, progressivos e sem relacdo com a
ingestdo de alimentos. Todas as doengas relacionadas com deposi¢do lisossomal,

doengas peroxissomais, erros na sintese do colesterol, distarbios na distribuicdo e
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processamento celular e sindrome de glicoproteinas com deficiéncia em hidratos de

carbono pertencem a este grupo (Saudubray et al, 2006).

4.

Deteccéo dos Erros Inatos do Metabolismo

Os EIMs podem-se evidenciar em qualquer altura e de vérias formas diferentes.

Comummente, a sua deteccdo pode acontecer (Leonard e Morris, 2000):

o Durante a gravidez: mulheres que, por exemplo, estdo gravidas de um feto com

o

deficiéncia na 3-hidroxiacil-CoA de cadeia longa tém um risco elevado de
desenvolver complicagdes frequentes como hemdlise, elevacdo dos niveis das
enzimas hepaticas, baixa contagem de plaquetas e outras menos frequentes,
como esteatose hepatica aguda e hiperémese. Contudo, na maioria das mulheres

gravidas estas complica¢fes ndo sao relacionadas com o erro inato.

No momento do nascimento: observacdo de anomalias presentes no momento do

nascimento ou logo apods. Podem ser detectados distirbios como convulsdes,
hipotonia grave, ascite e sindromes dismorficos. Estes EIMs sdo frequentemente
mal diagnosticados como asfixia perinatal em bebés que apresentam disfuncdes
neuroldgicas, especialmente aqueles com acidemias lacticas congénitas e

dependéncia de piridoxina.

Morte subita: defeitos na oxidacdo dos &cidos gordos, especialmente nos de
cadeia longa, podem levar a paragem respiratéria, bloqueio cardiaco ou
arritmias. Na maioria dos casos a autopsia revela um excesso de goticulas de
gordura no figado ou no tecido cardiovascular. No entanto, as amostras para
efectuar testes metabolicos deverdo ser recolhidas o mais rapidamente possivel

apos a morte, sem esperar pela autopsia.

Apbds um periodo assintomatico: a maioria dos bebés com erros inatos de

metabolismo nascem a termo e inicialmente parecem estar bem de sadde. No
entanto, algum tempo ap6s 0 nascimento a patologia agrava-se e comega a fazer-
se notar pois, mesmo que os bebés ndo recebam alimentacdo oral, ocorrem

reacgdes de catabolismo o que leva a acumulacdo de metabolitos toxicos. Numa
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fase inicial suspeita-se que o0 bebé seja séptico, mas o aparecimento de
encefalopatia revela a possibilidade de se tratar de um erro inato.

O inicio agudo de um EIM num recém-nascido pode ser dividido em trés categorias
clinicas principais: acidemia por causas metabdlicas, hiperamonemia e hipoglicemia,
apesar desta ultima ndo ser tdo comum como as primeiras. A acidemia é definida como
um baixo valor de pH, devido a um excesso de acido (H*) ou a um défice de base
(HCO3), que ocorrem por aumento da producdo de acidos fixos ou ndo volateis, ou
ainda, por reducéo da capacidade tampao.

O intervalo aniénico (usado no diagnostico diferencial da acidemia metabdlica e que se
calcula através da formula: intervalo anidnico = [Na'] — ( [CIT+[HCOs7] ) deve ser
calculado para elucidar se a acidemia é causada por uma acumulacdo de acidos
organicos ou por uma diminuicdo de bicarbonato, sendo muito importante para
estabelecer o diagndstico de EIMs suspeitos. A abordagem mais comum para a
acidemia em recém-nascidos consiste em corrigir a acidez por administracdo de
bicarbonato. No entanto, se a acidemia for causada por um EIM ndo vai responder ao
bicarbonato, salvo raras excepg¢des, pelo que neste caso o tratamento eficaz passa por
corrigir directamente a causa da acidemia, tal como diminuir o excesso de produgéo
enddgena de acidos especificos (Banta-Wright e Steiner, 2003).

Relativamente a hiperamonemia, sabe-se que no periodo neonatal um nivel normal de
amonia é inferior a 50 umol/L, pelo que niveis entre os 70 e os 100 umol/L devem ser
estudados em conjunto com outros parametros clinicos suspeitos. Num recém-nascido
de termo, uma hiperamonemia nas primeiras 24 horas nao apresenta qualquer risco, mas
apos esse tempo e se ndo for detectada, comecam a aparecer sintomas como letargia,
hipotonia, vomitos frequentes e hiperpneia. Como a amoénia quando presente em
concentraces elevadas € uma toxina para o Sistema Nervoso Central, coloca
rapidamente o bebé em risco de vida, pelo que se ndo for identificada atempadamente o
recém-nascido ficard com sequelas neurolégicas irreversiveis (Banta-Wright e Steiner,
2003). Os recém-nascidos que apresentam hiperamonemia durante o primeiro dia de
vida séo geralmente prematuros, ou entdo, recem nascidos cujo tempo de gestacéo foi o
normal mas que apresentam uma deficiéncia na piruvato carboxilase.

Um nivel de amédnia elevado associado a prematuridade é conhecido como
hiperamonemia transitéria do recém-nascido ou hiperamonemia secundaria. Uma

hiperamonemia que ocorre ap0s as primeiras 24 horas de vida é caracteristicamente
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considerada como primaria e encontra-se relacionada principalmente com defeitos no
ciclo da ureia, sendo notada através de alcalemia respiratoria causada por uma
hiperpneia; ainda assim, uma hiperamonemia secundaria pode também estar relacionada
com outros erros metabolicos, como acidemia organica ou desordens na oxidacdo dos
acidos gordos, sendo que a chave para a diferenciacdo destes quadros clinicos passa pela
presenca ou ndo de acidemia, cetose ou hipoglicemia (Banta-Wright e Steiner, 2003).
Apds estudos laboratoriais iniciais, condicdes como acidemia metabdlica e
hiperamonemia sdo pistas fundamentais para sinalizar a necessidade de uma nova
avaliacdo clinica por parte de um especialista em erros metabdlicos, notando que a
auséncia destes transtornos nao exclui o diagnodstico de EIM (Banta-Wright e Steiner,
2003).

Compreende-se assim que a melhor forma para conseguir um possivel tratamento neste
tipo de doengas serd comecar por tentar obter suspeitas iniciais e diagnosticos oportunos
acerca da desordem que se desconfia poder estar a desenvolver-se. Isto é possivel
através de estudos laboratoriais de rotina que muitas vezes sugerem a suspeita (Smith e
Harding, 2006).

Estes estudos, denominados de triagem neonatal de rotina (que segundo Sharrard e
Pollitt, sdo a aplicacdo sistematica de um teste ou inquérito para identificar 0s
individuos de risco suficiente para beneficiarem de novas investigacfes ou medidas
preventivas directas) podem sugerir uma doenca especifica, mesmo antes do inicio dos
sintomas no recém-nascido (Sharrard e Pollitt, 2007). A triagem neonatal é também
uma importante medida de saude publica que visa o diagnéstico precoce e o tratamento
do recém-nascido afectado, de forma a reduzir a mortalidade e a morbilidade associadas
a estas doencas. E um sistema que envolve triagem, diagndstico, tratamento,
acompanhamento e educacdo sobre como lidar com a doenca, que deverd ser
institucionalizado e sustentado dentro dos sistemas de salde publicos (Padilla et al,
2010).

A triagem neonatal teve inicio com o diagnostico da fenilcetondria em 1962, no estado
de Massachusetts, Estados Unidos da América, ao passo que em Portugal, o chamado
Programa de Triagem Neonatal Portugués comecou em 1979, também inicializado com
0 diagndstico da fenilcetonuria (Jones e Bennett, 2002; Vilarinho et al, 2010).
Actualmente, as desordens incluidas na maioria dos programas de triagem neonatal tém

de atender, essencialmente, aos seguintes critérios (Jones e Bennett, 2002):
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o Ter uma incidéncia significativa na populagéo sujeita ao rastreio;

o Estar clinicamente bem definido;

o Ter um fendtipo bioquimico bem conhecido;

o Ser causador de morbilidade/mortalidade significativas;

o Ser tratavel e o tratamento melhorar os resultados clinicos;

o O teste deverd ser seguro, simples e sensivel,

o Ter um teste confirmativo especifico disponivel;

o O teste, o tratamento e o resultado do tratamento deverdo ser rentaveis

relativamente ao ndo tratamento.

Vérias técnicas diferentes que incluem testes bacteriol6gicos, cromatografia,
imunoensaios e fluorimetria, entre outros, sdo actualmente usadas em laboratorios
destinados & triagem dos erros inatos, e no final do seculo XX a grande promessa na
area da deteccdo de EIMs respondia pelo nome de espectrometria de massa (EM)
(Seymour et al, 1997), sendo hoje uma realidade. Esta técnica € a ferramenta ideal para
a identificacdo de metabolitos, pois possui uma elevada especificidade na fragmentagéo
de massas 0 que a torna no Unico mecanismo capaz na identificacdo de verdadeiros
positivos para 0s compostos quimicos e intermediarios metabolicos (Jones e Bennett,
2000).

Os métodos cromatograficos sdo ideais no que diz respeito a separacdo de compostos de
uma matriz bioldgica como o soro, mas sem a EM existe um problema na identificacdo
dos mesmos, baseado no tempo de retencdo; ou seja, uma identificacdo positiva ndo
podera ser considerada quando um composto desconhecido elui no mesmo tempo que
um outro composto conhecido. Isto conduziu a introducdo da EM acoplada a
cromatografia gasosa (CG), o que possibilitou um equilibrio ideal, em que basicamente
se liga um sistema de cromatografia gasosa a um espectrometro de massa, sendo que 0
primeiro separa e o segundo detecta. Os inconvenientes desta técnica sdo normalmente
relacionados com a dificuldade em tornar um composto organico suficientemente volatil
para separé-lo por CG ou ainda os tempos de separa¢do muito elevados (pode chegar até
65 minutos no caso de uma analise efectuada a acidos orgénicos na urina), que tornam
esta técnica impropria para rastreio de uma populacgéo inteira (Jones e Bennett, 2002).
Assim, nos ultimos anos, a espectrometria de massa tem vindo a ser acoplada também a
cromatografia liquida (CL), em que a CL separa 0s componentes e a EM serve como

detector.
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Posteriormente surge uma outra técnica, a espectrometria de massa tandem (EM/EM)
que assenta no seguinte principio: dois espectrometros de massa em sequéncia originam
uma combinacgdo que permite que o aparelho procure simultaneamente um determinado
ido, os produtos de fragmentacdo do mesmo, ou entdo, os dois a0 mesmo tempo. Estes
instrumentos tém a capacidade de ser usados com injeccdo directa ou acoplados a um
sistema de cromatografia liquida se for necesséria alguma separacdo. Em ambos os
casos, 0s tempos de execucdo sao significativamente mais curtos do que os verificados
com técnicas de HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés high
performance liquid chromatography) ou CG/EM (Jones e Bennett, 2002).

A espectrometria de massa tandem é uma tecnologia muito especifica e muito sensivel
mas como qualquer outra, também apresenta desvantagens: o custo inicial de um
sistema destes é elevado e é necessario um elevado nivel de conhecimento para operar o
sistema, para preparar as amostras, bem como para interpretar os dados produzidos.
Como em qualquer outro teste de triagem, também este necessita de testes de
acompanhamento de diagnostico (Jones e Bennett, 2002).

Também em Portugal ja se recorre a esta técnica para o rastreio de EIMs desde 2005
(Vilarinho et al, 2010).



Erros inatos do metabolismo mais frequentes em Portugal

1. DEFICIENCIA NA ENZIMA ACIL-CoA DESIDROGENASE DE
CADEIA MEDIA

A deficiéncia na enzima acil-CoA desidrogenase de cadeia média (DADCM) é a
desordem mais comum da B-oxida¢do mitocondrial dos acidos gordos (OM). Existem
varios casos descritos na literatura e apesar da gravidade da doenca, é frequente
encontrarem-se individuos assintomaticos, principalmente entre os familiares dos casos
estudados. O porqué da doenca nunca se ter manifestado clinicamente nestes individuos
deve-se a motivos genéticos ou ambientais.

O transporte e a oxidacdo mitocondrial dos &cidos gordos sdo um processo complexo
que desempenha um papel importante na producdo de energia durante periodos de jejum
ou de stress metabdlico. A enzima acil-CoA desidrogenase de cadeia média faz parte do
processo da OM, juntamente com outras trés enzimas: acil-CoA desidrogenase de
cadeia muito longa, acil-CoA desidrogenase de cadeia longa e acil-CoA desidrogenase
de cadeia curta; consoante o tipo de acido gordo, cada uma destas enzimas € utilizada no
primeiro passo da B-oxidagdo, analisada a seguir (Rhead, 2005; Jameson e Walter,
2010).

1. Via metabdlica envolvida

A via metabolica onde ocorre esta desordem relaciona-se com o metabolismo dos
lipidos.

Os é&cidos gordos, quando libertados pelos adipécitos, sdo transportados pelo sangue
ligados a albumina e a sua degradacdo € feita por uma via especial que se processa no
interior das mitocondrias.

Numa fase que precede essa via especial, a B-oxidacao, os acidos gordos sdo activados
por conversdo em acil-CoA, por acgédo das acil-CoA sintetases presentes na membrana
externa da mitocondria. No entanto, a membrana mitocondrial é impermeavel as longas
cadeias de acil-CoA, pelo que o processo, representado na Figura 1, continua da

seguinte forma:

o O grupo acilo é transferido da CoA para um aminoacido, a carnitina, através da
carnitina-aciltransferase | (CAT-1), que se encontra na membrana exterior da

mitocondria;
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o Através desta reaccdo, a acilcarnitina formada bem como a carnitina em forma
livre conseguem entrar para a membrana mitocondrial interna, por accdo da

carnitina-acilcarnitina translocase (CACT);

o Finalmente, o grupo acilo é transferido para uma coenzima da matriz

mitocondrial por accdo da carnitina-aciltransferase 11 (CAT-2).

Este € um processo primario no transporte de acil-CoA com 12 a 18 carbonos. A
entrada deste tipo de moléculas com cadeias mais pequenas € geralmente independente
da carnitina; estas atravessam a membrana interna da mitocondria e tornam-se activas
para os seus derivados CoA presentes na matriz.

A carnitina-aciltransferase | é importante para a regulacdo da oxidacdo dos &cidos
gordos, pois a quantidade presente desta enzima regula a entrada de &cidos gordos na
mitocondria, determinando assim o fornecimento de substrato para a B-oXxidacdo na

matriz mitocondrial (Devlin, 2006).

CITOPLASMA

CARMITINA acil-CoA

\\_/) CoA acil-CARNITINA,
| >

CARNITING i { acil-CARNITINA

MATRIZ
MITOCONDRIAL Acll-coR

ﬁ -oxidagio

Figura 1 -Transporte de acil-CoA com 12 a 18 carbonos para o interior da mitocondria
(adaptado de Limketkai e Zucker, 2007).
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Estando o acil-CoA formado na superficie interna da membrana mitocondrial interna,

da-se inicio a p-oxidacdo, representada na Figura 2, que ocorre como a seguir é descrito:

o O acil-CoA é oxidado pela acil-CoA desidrogenase, uma flavoproteina que usa
FAD como aceitador de electrdes; os produtos desta reacgéo séo o enoil-CoA,
com configuragéo trans entre 0 C2 e 0 C3, e formacdo de FADH>, que transfere

0s seus electrdes para as enzimas da fosforilacdo oxidativa que regenera o FAD.

o O segundo passo deste processo é a hidratacdo da ligacdo dupla que forma 3-
hidroxiacil-CoA, que € depois oxidado a B-cetoacil-CoA, por ac¢do da 3-
hidroxiacil-CoA-desidrogenase ocorrendo formagdo de NADH.

o O ultimo passo € a clivagem da cadeia da B-cetoacil-CoA pela B-cetoacil-CoA

tiolase, originando acetil-CoA e um acil-CoA que foi diminuido em 2 carbonos.

Este acil-Coa mais curto fica assim pronto para um préximo ciclo, a iniciar pela acil-
CoA desidrogenase (Devlin, 2006)

acil-ColA
(acido gordo activado)

FAD
acil-CoA desidrogenase g
i

W~ FADH,

trans - &2- enoil-CoA

HaO
enoil-Cod hidratase (—‘

ol
J-hidroxiacil -Cofd

NAD
3-hidroxiacil-CoA
desidrogenase
V

L N NADH + H*
B -cetoacil-CoA

HSCCoA
B-cetoacil-CoA tiolase (—\

W

acil-CoA + Acetil-CoA

Figura 2 - s-oxidagdo mitocondrial dos acidos gordos (adaptado de Devlin, 2006).

12



Erros inatos do metabolismo mais frequentes em Portugal

2. Fisiopatologia

A deficiéncia na acil-CoA desidrogenase de cadeia média é considerada uma doenca
autossomica recessiva e é a mais comum relacionada com a OM. A incidéncia é mais
elevada em pacientes oriundos do norte europeu e, em Portugal, apresenta uma
incidéncia de aproximadamente 1 caso em cada 9036 nascimentos (Vilarinho et al,
2010; Schatz e Ensenauer, 2010).

No normal estado de jejum, ocorre um abaixamento da concentracdo de glicose com
uma queda paralela dos niveis de insulina; isto resulta na libertacdo de hormonas
compensatdrias e numa diminuicdo da utilizagdo de glicose por parte dos musculos e
dos tecidos periféricos. Inicialmente, a libertacdo de glicose resultante da quebra do
glicogénio (glicogendlise) satisfaz as necessidades de energia, mas a partir de um
determinado momento, a oxidacdo de gorduras para producdo de energia torna-se cada
vez mais importante para diminuir a dependéncia do glicogénio armazenado, que é
limitado, e para originar a producéo de corpos ceténicos que podem ser usados como
uma alternativa a glicose, como fonte energética para o cérebro. Este processo é
especialmente importante em criangas pequenas, cujos requisitos cerebrais de glicose
sdo altos e cuja resposta fisioldgica para periodos sem alimentacdo enteral é muito

rapida, quando comparada com a de adolescentes ou adultos (Jameson e Walter, 2010).

Os é&cidos gordos libertados pelos triglicerideos entram na mitocéndria onde
posteriormente sdo submetidos a B-oxidacdo, um processo ja descrito anteriormente. Os
electrdes libertados a partir deste processo entram na cadeia respiratéria para a producéo
de ATP, enquanto a maioria da acetil-CoA produzida é convertida em corpos cetonicos
a nivel hepatico.

Como ja foi referido, as enzimas acil-CoA desidrogenase tém actividades que sdo
especificas consoante o comprimento da cadeia: a enzima acil-CoA desidrogenase de
cadeia média possui actividade méxima para acidos gordos que contém entre 6 e 10
carbonos. No entanto, devido a uma possivel sobreposicdo de cadeias, outras
desidrogenases sdo capazes de oxidar os &cidos gordos de cadeia média, produzindo
corpos cetdnicos, o que explica porque é que alguns pacientes com DADCM podem ser
capazes de tolerar o jejum nocturno. Porém, em periodos cujo aumento da necessidade

de B-oxidagdo é maior, ocorre acumulacdo de derivados dos &cidos gordos de cadeia
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média, bem como uma produgdo reduzida de acetil-CoA e de corpos cetdnicos,
originando a doenga que aqui é abordada (Jameson e Walter, 2010).

3. Aenzima ADCM

A enzima ADCM ¢ uma flavoproteina homotetramérica com 44 kDa que é codificada
pelo gene ACADM (do inglés, acyl-CoA dehydrogenase, C-4 to C-12 medium chain).
Este gene consiste em 12 exdes que se estendem por cerca de 44 kb e localiza-se no
braco curto do cromossoma 1 na posicdo 31 (1p31) entre os pares de base 76.190.042 e
76.229.354 (Andresen et al, 1997; GHR, 2011).

Ja foram descobertas mais de 70 variantes deste gene, mas o defeito mais comum é uma
mutacdo em que ocorre a substituicdo de adenina por guanina na posi¢do nucleotidica
985 do ex&o 11 do gene (985A>G), o que resulta na substituicdo de glutamato por lisina
no aminoacido 329; 80 % dos pacientes sdo homozigotos para esta mutacéo, enquanto

que 18 % sdo heterozigotos compostos (Tran et al, 2007; Woo et al, 2011).

4. Aspectos clinicos

Como ja foi referido, a f-oxidacdo desempenha um papel importante na producdo de
energia especialmente durante periodos de jejum, quando os depdsitos de glicogénio
terminam. Quando o paciente ndo esta em jejum, o defeito genético pode ser
clinicamente silencioso e o doente aparenta ser saudavel (Wilhelm, 2006).

Os sintomas mais comuns deste EIM sdo a hipoglicemia hipocetonica recorrente,
letargia, convulsdes, episodios facilmente associados ao sindrome de Reye, coma, ou
ainda, morte subita (Rhead, 2005). Estes sintomas apresentam-se geralmente entre os 3
e 0s 24 meses, quando a crianca passa pelo seu primeiro jejum prolongado associado a
uma infeccdo recorrente, como por exemplo uma gastroenterite. A crianca comega a
apresentar sintomas de letargia, com nauseas e vomitos, progredindo rapidamente para
coma. Se forem efectuados testes no momento, estes vdo mostrar a evidéncia de
disfuncdo hepatocelular, hipoglicemia, hipocetose e uma hiperamonemia leve a
moderada. Se 0s niveis baixos de agucar no sangue ndo forem verificados, a crianga
pode sofrer convulsbes, danos neurolégicos permanentes, edema cerebral e morte, no

pior cendrio (Jameson e Walter, 2010).
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As manifestacdes desta doenca também podem surgir apenas na adolelescéncia ou ja em
idade adulta. Na literatura sdo descritos varios pacientes que foram diagnosticados
apenas entre os 16 e os 45 anos de idade, em que no momento do diagnostico
apresentam frequentemente crises agudas que envolvem varios 6rgaos, manifestando-se
por sintomas neuroldgicos, hepaticos, musculares ou cardiacos que originam
descompensagdes metabdlicas como acidemia, hiperamonemia, hiperlactacidemia e
hipoglicemia. A rabdomiolise (lise rapida de musculo esquelético devido a lesdo no

tecido muscular) é também um sintoma muito frequente (Schatz e Ensenauer, 2010).

5. Deteccéo

A triagem neonatal para a deficiéncia na ADCM ¢ considerada desejavel e ja é feita em
Portugal, uma vez que os efeitos nefastos que esta doenca causa, podem ser evitados se
for feita uma gestdo adequada ap6s o diagndstico.

Na presenca de sintomatologia sugestiva de DADCM, sera necessario efectuar um
diagnostico diferencial, pois esta patologia apresenta sintomas comuns com outras
deficiéncias da B-oxidagao.

A inactividade da enzima leva a que os ésteres acil-CoA se acumulem na mitocéndria
podendo ser metabolizados por outras vias, nomeadamente através da o e (w-1)
oxidacdo. Este processo pode levar a producdo, e posterior eliminacdo na urina, de
acidos dicarboxilicos de cadeia média (acidos adipico, 5-hidroxi-hexandico, 7-
hidroxioctandico e dodecaneditico) (Wanders et al, 1999).

A conjugacdo de acil-CoA de cadeia média com a glicina, carnitina e/ou glucoronideo
geram também metabolitos como suberglicina, octanoilcarnitina, octanoilglucoronideo,
haxanoilglicina e fenilpropionilglicina, sendo estes dois Gltimos altamente especificos
para o diagnéstico da DADCM. A presenca de acido cis-decendico no plasma também
desempenha um importante papel na deteccéo deste EIM.

O perfil de acilcarnitinas no plasma obtido por EM/EM para a DADCM £ Unico,
especifico e caracterizado pelas elevadas concentra¢fes de octanoilcarnitina, juntamente
com concentragdes elevadas de hexanoilcarnitina e decanoilcarnitina (Wanders et al,
1999). Estes pacientes também apresentam um racio de
octanoilcarnitina:decanoilcarnitina superior aos valores normais (Laforét e Saban,
2010).
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Outra estratégia proposta para a identificacdo desta doenca assenta numa triagem
neonatal para a mutacdo A985G do gene ACADM. No entanto, a procura de
acilcarnitinas tornou-se na estratégia primaria de diagnostico, através da técnica de
espectrometria de massa tandem, pois tem vindo a permitir o diagnéstico de todos os
pacientes com DADCM independentemente da mutacdo subjacente ou do estado
sintomético (Chace et al, 1997).

A excepcdo das acilcarnitinas, os restantes metabolitos sdo apenas detectados em
periodos de doenca aguda e muito raramente em periodos assintomaticos (Wanders et
al, 1999). Quando perante um caso positivo usando a técnica EM/EM, é necessério o
uso de testes adicionais, nomeadamente, uma analise a actividade da enzima ADCM nos
leucdcitos, fibroblastos, figado, coracdo e musculo esquelético. Relativamente a este
processo, um estudo de Hale et al em 1990, mostrou que os individuos com deficiéncia
na ADCM geralmente apresentam menos de 10 % da actividade normal desta enzima
(Matern e Rinaldo, 2005).

6. Tratamento

Actualmente existem algumas opcdes que podem ser utilizadas como tratamento para a
DADCM. No entanto, a eficacia daquelas ainda ndo esta publicada em estudos
controlados e aleatérios (Tran et al, 2007).

A terapéutica mais importante no tratamento de disturbios relacionados com a OM é,
claramente, evitar o jejum prolongado de forma a garantir a supressdo da lipolise,
mantendo uma normal absorcdo de hidratos de carbono, de forma a estabilizar os niveis
insulinicos.

Durante uma grave descompensacdo metabolica, que se faca acompanhar por
hipoglicemia hipocetonica, deve ser imediatamente administrada glicose por via
intravenosa a uma taxa de 7 mg/Kg/min, com monitorizacdo continua dos seus niveis
plasmaéticos. Este processo normaliza os niveis de glicose, diminuindo a producdo de
substancias toxicas (Wanders et al, 1999).

Uma cuidada gestdo da dieta ¢ também recomendada nestes pacientes, apesar de esta
ndo estar ainda bem estabelecida (Wanders et al, 1999). Sabe-se no entanto que, ao
contrario de pacientes que sofrem de desordens originadas por defeitos nas outras

enzimas envolvidas na OM, em pacientes cuja DADCM esteja confirmada, sejam
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sintométicos ou ndo, ndo é necessaria uma modificacdo da dieta, mas sim refei¢Oes
regulares que evitem periodos de jejum, pelo menos durante os primeiros seis meses de
vida. A alimentacéo por sonda e hidratos de carbono adicionais sdo dispensaveis, sendo
no entanto necessario ter especial atencdo em situacfes de doenca ou de recusa de
alimento, pois nestes casos a suplementacdo de hidratos de carbono (como por exemplo,
maltodextrina) pode ser necessaria (Spiekerkoetter et al, 2010).

Como ja foi referido, esta desordem é caracterizada pelos baixos niveis de carnitina
livre devido a perdas urinarias e a acumulacdo de acilcarnitinas, parecendo portanto
benéfica a suplementacdo de carnitina que pode também funcionar como desintoxicante
(Wanders et al, 1999). No entanto, um estudo recente abordou o papel da carnitina no
tratamento deste EIM, tendo provado que a necessidade desta é apenas essencial quando
perante casos de cardiomiopatia potencialmente letal. Ou seja, em pacientes com
DADCM ndo € ainda muito claro se esta terapéutica €, ou ndo, realmente necesséria,
uma vez que numa consulta online feita a doentes com DADCM por Walter e seus
colegas, apenas 36 % dos inquiridos responderam que usavam carnitina como

suplemento (Spiekerkoetter et al, 2010).
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1. FENILCETONURIA

A fenilcetonaria (FCU, conhecida no meio médico como PKU) é uma doenca de
transmissao autossémica recessiva e um dos exemplos mais conhecidos e estudados de
EIMs, sendo o primeiro distarbio provocado por um agente que se torna toxico quando
em altas concentracdes, a fenilalanina (FA), tendo sido identificada como responsavel
por um atraso mental grave. No entanto, ndo foi apenas neste aspecto em que a FCU foi
“a primeira”: esta doenca foi também a primeira desordem metabdlica a ter um
tratamento bem sucedido, a primeira a ser controlada pela dieta e também a primeira a
ser detectada pelos varios programas de triagem neonatal existentes no mundo (Cleary,
2010).

A FCU é a doenca mais prevalente causada por um EIM, resultante de mutacbes no
gene da fenilalanina hidroxilase (FAH). Até a década de 1960, a maioria das crian¢as
nascidas com FCU sofreram graves deficiéncias mentais, acabando por passar toda a
sua vida em instituicbes; as bases para a detecgdo precoce e posterior tratamento
assentaram em trés descobertas principais (Blau et al, 2010):

o Em 1930, Asbjorn Folling identificou os niveis elevados de FA no sangue

(hiperfenilalaninemia) como a principal causa dos atrasos neuropsicologicos;

o Na década de 1950, Horst Bickel introduziu uma dieta pobre em FA como

tratamento para a FCU;

o Em 1960, Robert Guthrie introduziu um teste de diagndstico adequado para a
triagem de hiperfenilalaninemia, o chamado teste do pezinho, ainda hoje

utilizado.

A prevaléncia da FCU varia amplamente por todo o mundo. Nos Estados Unidos da
América, a prevaléncia é de 1 caso a cada 15.000 nascimentos, sendo que na Europa
este nimero aumenta para 1 caso a cada 10.000 nascimentos. NO nosso pais, a
prevaléncia é de 1 caso a cada 12.163 nascimentos (Blau et al, 2010; Vilarinho et al,
2010).
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1. Via metabdlica envolvida

A tirosina e a fenilalanina estdo intimamente relacionadas, uma vez que a primeira é
produzida pela hidroxilacdo da FA, sendo o primeiro produto da degradacdo da mesma.
Trés quartos da FA ingerida é hidroxilada a tirosina, por ac¢do da FAH numa reac¢do
dependente do cofactor tetra-hidrobiopterina (BH4, do inglés tetrahidrobiopterin).
Como ¢é perceptivel através da Figura 3, esta reaccdo ocorre apenas na direccdo da

formacédo de tirosina (Devlin, 2006).

FAH

EFeniIalaninaj E Tirosina j

BH,

Fenilpiruvato
Fenilacetato
Fenil-lactato

Figura 3 - Degradacéo da fenilalanina em tirosina, por ac¢do da FAH (adaptado de
Cleary, 2010).

Estando a tirosina formada, como mostra a Figura 4, a degradacdo continua por accao
da tirosina aminotransferase formando p-hidroxifenilpiruvato, que seguidamente origina
0 4cido homogentisico numa reac¢do complexa que envolve descarboxilacdo, oxidacao,
migracdo da cadeia lateral de carbono e hidroxilacdo: o &cido ascorbico € necessario
para, pelo menos, uma destas actividades, mas todas sdo catalisadas pela mesma
enzima, a p-hidroxifenilpiruvato oxidase.

Seguidamente, ocorre formacao de maleilacetoacetato que é isomerizado de cis a trans
por uma isomerase, formando fumarilacetoacetato, depois convertido a fumarato (que
pode ser utilizado no ciclo de Krebs) e acetato (que pode ser utilizado como acetil-CoA

para a sintese de lipidos ou energia) (Devlin, 2006).
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Figura 4 - Via principal de degradagéo completa da fenilalanina (adaptado de Vis&o

Bioquimica).

Existe uma via alternativa para a metabolizacdo da FA que é pouco importante quando
em situa¢fes normais, mas que se torna na via mais utilizada quando a principal se
encontra blogueada. Esta via consiste na transaminacdo da fenilalanina a fenilpiruvato
(o fenilpiruvato ¢ uma fenilcetona, molécula esta que originou o nome “fenilcetonuria”)

e seguidamente podem ocorrer duas situacdes (Vilarinho et al, 2006):

o A descarboxilacdo deste metabolito que origina fenilacetato, ou

o reducdo do mesmo produzindo fenil-lactato.
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Como ja foi referido, a FCU é causada pela deficiéncia na enzima FAH, mas também
pode ocorrer por deficiéncias no cofactor BH4 (Knaap e Valk, 2005). Como a primeira
situacdo tem uma prevaléncia muito superior a segunda, neste trabalho apenas se vai

considerar a deficiéncia na enzima FAH.

2. Fisiopatologia

A fenilalanina € um aminoacido essencial, presente na dieta humana. Normalmente é
transformada em tirosina, que é utilizada na sintese proteica sendo o percursor imediato
da melanina, dopamina, norepinefrina e epinefrina. O gene da enzima FAH ¢é alvo de
um grande numero de mutacGes ja relatadas na literatura, mutacdes estas que podem
levar a auséncia total de actividade da enzima ou resultar na presenca de alguma
actividade residual, estando esta situacdo directamente relacionada com a gravidade
clinica da doenca. Porém, o genétipo ndo é o Unico factor determinante do fendtipo,
pelo que existem outros factores a ter em consideracdo na avaliacdo da gravidade da
FCU (Knaap e Valk, 2005):

o O transporte de aminoacidos do sangue para o cérebro é um processo dindmico,
facilitado por nove transportadores de a.a. Um destes é o sistema de transporte
de aminoacidos neutros (STAN-1) que se liga selectivamente aos a.a. neutros
(valina, isoleucina, leucina, metionina, treonina, triptofano, tirosina, histidina e
fenilalanina). A ligacdo do STAN-1 a um aminoéacido neutro ocorre por um
processo competitivo e este transportador excreta um aminoacido por cada a.a.
que entra no cérebro. Em concentracBes fisioldgicas normais de aminoacidos
neutros, o STAN-1 encontra-se quase totalmente saturado. Ele apresenta
afinidades diferentes para cada um dos aminodacidos, sendo a fenilalanina o a.a.
para o qual ele tem maior afinidade e a que se liga mais fortemente. Por este
motivo, as altas concentra¢fes sanguineas de fenilalanina em doentes com FCU
aumentam a absorcdo desta pelo cérebro, reduzindo a absor¢do dos outros a.a.

através de dois mecanismos (Groot et al, 2010):

1. Primeiro, a absorgdo de outros a.a. é reduzida devido a inibigdo competitiva

por parte da FA.
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2. Segundo, a troca a nivel cerebral entre outros aminoacidos e a FA, €

aumentada

A deficiéncia na FAH resulta na acumulacdo de fenilalanina que € assim
transaminada a fenilpiruvato, fenil-lactato e fenilacetato. No entanto, estes
metabolitos em pouco contribuem para os danos cerebrais, estando estes

relacionados com a influéncia toxica da propria FA em si (Knaap e Valk, 2005).

A hiperfenilalaninemia inibe a sintese proteica, 0 que pode estar relacionado
com o transporte de a.a. através da barreira hemato-encefélica pelo que a
hipomielinizacdo presente na quase maioria dos pacientes deverd estar

relacionada com este factor (Knaap e Valk, 2005).

Altos niveis de FA tém efeito duplo sobre o metabolismo da tirosina e do
triptofano: para além do transporte através da barreira hemato-encefélica inibido,
estas altas concentracfes também inibem competitivamente a accdo das enzimas
tirosina e triptofano hidroxilases, enzimas estas de importancia extrema, pois
estdo envolvidas na sintese da dopamina e da epinefrina (obtidas a partir da
tirosina) e na sintese de serotonina (obtida a partir do triptofano). Estes
neurotransmissores encontram-se portanto diminuidos em doentes com FCU nédo
tratada (Knaap e Valk, 2005).

A disfuncdo neuronal reversivel que desaparece com o tratamento, esta
provavelmente relacionada com a disfuncdo dos neurotransmissores, ou seja, se
ndo tratada esta disfuncdo reversivel pode tornar-se num dano irreparavel, o que
se traduz numa reducdo do numero e no crescimento das células neuronais e

sinapses (Knaap e Valk, 2005).
O atraso na mielinizacdo da substancia branca do cérebro leva & ocorréncia de

lesBes na mesma. Este atraso esta também relacionado com a toxicidade da FA

nas células e com a inibigéo da sintese proteica (Knaap e Valk, 2005).
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3. Aenzima FAH

A FAH é uma enzima pertencente a familia das hidroxilases dos aminoacidos
aromaticos tal como a tirosina e triptofano hidroxilases. E uma enzima
homotetramérica, composta por quatro subunidades iguais, sendo regulada pela
fosforilagdo oxidativa destas subunidades. E activada pela FA e inibida pela BH4
(Vilarinho et al, 2006; Li et al, 2010).

Esta enzima codifica para o gene PAH (do inglés, phenylalanine hydroxylase), que esta
localizado no cromossoma 12g22-g24.2 e contém 13 exdes, estando descritas mais de
500 mutacges. A mutacdo mais comum é aquela em que a arginina é substituida pelo
triptofano na posicdo 408 (Arg408Trp) (Williams et al, 2008; GHR, 2011).

4. Aspectos clinicos

As criangas que sofrem de FCU s&o normais no nascimento, mas no curso do primeiro
ano de vida o atraso psicomotor associado a outras manifestacGes clinicas torna-se
evidente, quando estas ndo sdo atempadamente tratadas (Knaap e Valk, 2005). Situacdes
de cheiro caracteristico intenso (devido a excrecdo dos é&cidos fenilacético e
fenilpiravico), espasmos, alteracbes no electroencefalograma, microcefalia e eczema
sdo muito comuns nos fenilcetonuricos (Almeida, 2007).

Apesar de ndo ser regra geral, em muitos casos 0s pacientes apresentam cabelo loiro,
pele clara e olhos azuis. Podem ocorrer convulsées que acabam por tomar a forma
tonico-clonica (convulsdes que se caracterizam por terem duas fases completamente
distintas: a tonica que apresenta movimentos violentos ritmicos e involuntérios e a
clonica, que apresenta reviramento ocular, perda de consciéncia, contrac¢do
generalizada e simétrica de toda a musculatura) e também pode estar presente um
tremor rapido, delicado e irregular nas maos (Knaap e Valk, 2005). No entanto, estes

sintomas estdo ausentes em pacientes cujo diagndstico e tratamento sdo precoces.
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5. Detecgéo

A FCU é uma desordem incluida nos programas de triagem neonatal da maioria dos
paises desenvolvidos. E facilmente detectada através do teste do pezinho (teste de
Guthrie), um método baseado no crescimento bacteriano diferencial de Bacillus subtilis
num meio de cultura especifico em presenca de FA contida em discos de sangue
(Cleary, 2010).

Devido ao seu reduzido custo, ainda hoje este teste é utilizado em alguns paises, porém,
como é um teste semi-quantitativo ndo pode ser efectuado em recém-nascidos sujeitos a
antibioterapia. Em Portugal, foi substituido em meados dos anos 80 por métodos
quantitativos como, por exemplo, 0 método fluorimétrico. Desde 2005 que no nosso
pais o rastreio desta doenca se faz por EM/EM (Vilarinho et al, 2006).

Como ja foi referido, a EM/EM é um método rapido para alcancar a determinacao
quantitativa e confiavel das concentracfes de a.a. em pequenos volumes de sangue ou
plasma. E um método que produz menos falsos positivos e que mede os niveis de
fenilalanina e tirosina, correlacionando-os. A amostra de sangue para este método
deverd ser recolhida entre o segundo e o quinto dia de vida (Blau et al, 2011).

O limite méaximo estabelecido para a fenilcetonuria € de 3 mg/dL e obriga sempre a
repeticdo do doseamento na mesma amostra. Para valores entre 3 e 6 mg/dL efectuam-
se controlos periodicos para vigilancia. Valores superiores a 6 mg/dL obrigam ao inicio
imediato do tratamento adequado (Vilarinho et al, 2006).

Cerca de 2 % de todos os casos em que sdo detectados niveis elevados de FA, sdo
decorrentes de distarbios no cofactor BH,4, pelo que um diagndstico diferencial €, como
em todos os EIMs, obrigatoério. Para isto, devera ser efectuada uma analise ao sangue e
urina no sentido de medir os niveis das pterinas e ainda uma medicdo da actividade
enzimatica da di-hidropterina redutase (Bleu et al, 2011).

Bebés prematuros podem apresentar niveis de FA elevados mas nestes casos, também
outros a.a. se encontram em concentracdes superiores ao habitual, pelo que a hipbtese
de se estar perante uma situacdo de FCU ¢ rejeitada; estes bebés devem ser testados ao

mesmo tempo que os restantes recém-nascidos (Cleary, 2010).
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6. Tratamento

O fundamento no tratamento da FCU é uma dieta pobre em FA, cujo objectivo é a
reducdo ou normalizacdo das concentracdes deste a.a. 0 que impede o desenvolvimento
das alteracdes neuroldgicas e psicoldgicas.

Inicialmente, as pequenas quantidades de FA presentes no leite materno e nas formulas
infantis comerciais sdo consideradas adequadas para o bebé. Em cringas mais velhas, a
ingestdo de proteinas é calculada todos os dias consoante as concentracdes plasmaticas
em FA. Alimentos como ovos, leite, queijo, carne, aves, peixe, feijoes e legumes sédo
muito ricos em proteinas e, portanto, excluidos da dieta. No entanto, um regime
alimentar cujos alimentos referidos anteriormente estdo proibidos ndo seria suficiente
para as normais necessidades de crescimento, pelo que estes pacientes tém de tomar
diariamente suplementos de a.a. essenciais disponiveis no mercado.

Os beneficios de uma dieta pobre em proteinas, tal como a monitorizacdo dos niveis de
FA sdo claros, evitando as desordens bioquimicas e consequentemente levam a uma
melhoria neuroldgica e psicoldgica destes pacientes. Porém, o cumprimento rigoroso da
dieta, a exigéncia de apoio social e o potencial desequilibrio em nutrientes essenciais
sdo riscos com os quais os fenilcetonuricos tém de lidar para toda a vida (Williams et al,
2008).

Durante vérios anos, era habitual cessar a dieta no final da adolescéncia ou inicio da
vida adulta, por se pensar que a FA sO era prejudicial para um cérebro em
desenvolvimento; mais tarde descobriu-se que esta suspensdo pode levar a alguma
deterioracdo cognitiva que origina falta de concentragéo, instabilidade emocional e uma
série de outros factores, pelo que, actualmente, as restricGes alimentares referidas

anteriormente sdo aconselhadas durante toda a vida (Knaap e Valk, 2005).

Para além da dieta hipoproteica e restrita em fenilalanina existem outros tratamentos em

fase de investigagéo:

o Terapia de reposicdo enzimética: a enzima fenilalanina amédnia liase, ndo

presente em mamiferos, converte a FA numa substancia ndo toxica denominada
acido trans-cinamico. A estabilidade desta enzima tem vindo a ser alcancada
pelo processo de peguilagdo (no qual se envolve a enzima com polietilenoglicol,

um polimero biologicamente inerte) e estudos em ratos mostram que 0s niveis
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de FA na presenga desta enzima descem drasticamente. O primeiro ensaio
humano esta em curso nos Estados Unidos da Ameérica (Cleary, 2010).

o Suplementacdo com a.a. neutros: estes aminoacidos tiveram um papel inicial no

tratamento da FCU apenas como combinagdo com a dieta hipoproteica. No
entanto, nem todos os autores os estudam da mesma forma. H& estudos em que a
suplementacdo com a.a. neutros visa a redugdo da concentracdo cerebral de
fenilalanina, outros, cujo objectivo é a reducdo destes mesmos niveis mas ao
nivel plasmatico, existindo ainda investigacdo que tenta relacionar esta
suplementacdo com o aumento dos neurotransmissores cerebrais, e ainda,
estudos cujo objectivo € o aumento da propria concentracdo de a.a. neutros no
cérebro. No entanto, todos eles ainda carecem de mais dados para que possam

ser viabilizados (Spronsen et al, 2010).

o Terapia génica: ao longo das ultimas duas décadas tem vindo a ser feito um
esforgo para tornar a terapia génica num possivel tratamento para a FCU. O foco
tem sido a substituicdo do gene mutante PAH, por adenovirus ou retrovirus, nas
células somaticas do paciente. Esta hipotese tem-se mostrado eficaz em testes
feitos em ratos, mas ainda enfrenta barreiras étnicas e técnicas no que respeita a

sua experimentacdo em humanos (Sarkissian et al, 2009).
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IV. DEFICIENCIA NA ENZIMA 3-METILCROTONIL-CoA
CARBOXILASE

A deficiéncia na enzima 3-metilcrotonil-CoA carboxilase (DMCC) é uma doenca
autossomica recessiva do catabolismo da leucina, sendo uma das doengas mais
frequentes relacionadas com as desordens dos &cidos organicos (Darin et al, 2007;
Arnold et al, 2008). Em Portugal, € a doenca mais comum dos &cidos organicos tendo
uma incidéncia de 1 caso em cada 45.178 nascimentos (Vilarinho et al, 2010).
Tradicionalmente, esta doenca é diagnosticada nos primeiros dias de vida apresentando
sintomas caracteristicos. No entanto, a DMCC também tem sido relatada em individuos
assintomaticos que apresentam evolucdo neurolégica normal (Arnold et al, 2008).

A enzima 3-MCC é uma das quatro enzimas carboxilases mitocondriais biotina-
dependentes presentes no homem, sendo as outras trés a propionil-CoA carboxilase, a
piruvato carboxilase e a acetil-CoA carboxilase (Nguyen et al, 2011).

1. Via metabdlica envolvida

A leucina, juntamente com a valina e a isoleucina, é um dos trés aminoacidos de cadeia
ramificada. A metabolizacdo destes aminoacidos envolve um processo pouco comum
que é iniciado no musculo, sendo por este motivo uma excelente fonte de energia, uma
vez que durante a sua degradacdo sdo formados NADH e FADH,. Apesar destes
amino&cidos originarem produtos finais diferentes, as primeiras etapas no seu
metabolismo sdo idénticas (Devlin, 2006).

A primeira reaccdo da degradacdo comum para estes trés a.a. é efectuada pelas
transaminases dos aminoacidos de cadeia ramificada, originado um a-cetoacido. A
segunda reac¢do deste processo catabolico € catalisada por uma a-cetoacido
desidrogenase que provoca uma descarboxilagdo oxidativa no a-cetoacido que é
transformado em acil-CoA. Este é posteriormente oxidado por uma acil-CoA
desidrogenase e é neste ponto que o processo de degradacdo comum se separa, dando
esta reaccdo origem, no caso da leucina, a 3-metilcrotonil-CoA, com libertacdo de
FADH; (Horton et al, 2006).

Como se pode confirmar na Figura 5, é no passo subsequente que ocorre a desordem: a
deficiéncia na enzima seguinte, a 3-MCC, ndo permite a formagdo de 3-metilglutaconil-

CoA, que posteriormente seria transformado em HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril-
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CoA), que por acgdo de uma liase formaria o produto final: acetil-CoA e acetoacetato,
sendo este Ultimo também convertido em acetil-CoA (Devlin, 2006).

leucina
transaminases dos aminoacidos
de cadeia ramificada
W

acido 2-oxoisocaprbico

2-0xo0 acido desidrogenase

(cadeia ramificada)
W

isovaleril-CoA
isovalenl-CoA desidrogenase

W

3-metilcrotonil-CoA 3-HIV
3-metilcrotonil-CoA carboxilase i

W

3-metilglutaconil-CoA 3-MCG

J-metilglutaconil-CoA hidratase
W

J-hidroxi-3-metilglutaril-CoA

3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase

acetil-CoA + acetoacetato

Figura 5 - Processo de degradacédo da leucina, evidenciando a deficiéncia na 3-MCC
(adaptado de Stadler et al, 2006).

2. Fisiopatologia e aspectos clinicos

A deficiéncia na 3-metilcrotonil-CoA carboxilase tem uma apresentacdo clinica
extremamente variavel, que pode ir desde graves distdrbios neuroldgicos e morte a
pacientes assintomaticos. O mecanismo responsavel por este facto ndo € ainda muito
claro, o que leva a crer que ndo exista nenhuma correlagcdo gendtipo-fenotipo nestes

individuos. No entanto, pacientes com DMCC partilham uma caracteristica comum:
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apresentam uma elevada excrecdo urinaria de acido 3-hidroxi-isovalérico (3-HIV) e 3-
metilcrotonilglicina (3-MCG), geralmente em combinagdo com uma deficiéncia
secundaria em carnitina (Baykal et al, 2005; Darin et al, 2007).

A DMCC é um distarbio fenotipicamente heterogéneo cujos principais sintomas
clinicos sdo deficiéncia no crescimento, atraso psicomotor, hipotonia ou hipertonia e
ainda cardiomiopatia. Uma grave descompensacdo metabdlica apds stress agudo
(geralmente causado por infeccGes ou excesso de proteina na dieta) acompanhada por
acidemia e convulsdes, leva a danos neurolégicos permanentes: imagens do cérebro
normalmente revelam edema cerebral, leucodistrofia e atrofia cerebral principalmente
na area subcortical dos lobos frontal, temporal e parietal. Embora estas sejam
caracteristicas predominantes da DMCC a patogénese relativa a todo o dano cerebral
ndo é ainda totalmente conhecida (Moura et al, 2011).

Nos casos em que existem graves danos no Sistema Nervoso Central, os pacientes
apresentam niveis normais de glicose no sangue e 0s agravamentos dos sinais
neuroldgicos ndo costumam ser relacionados com episddios de hipoglicemia, o que
sugere que os metabolitos que se acumulam sejam potencialmente neurotoxicos e
contributivos para a patogénese da doenga. Por este motivo, recentemente um grupo de
investigadores decidiu avaliar in vitro os efeitos da 3-MCG sob importantes parametros
bioquimicos. Centraram-se apenas neste metabolito, uma vez que estudos anteriores ja
tinham provado que o acido 3-HIV ndo comprometia a funcdo cerebral em roedores, 0
que reforcou a necessidade de estudar os efeitos da 3-MCG (Moura et al, 2011).

Os autores concluiram entdo que in vitro a 3-MCG inibe fortemente (até 45 %) a acgdo
da enzima Na'K*-ATPase presente na membrana plasmatica sinaptica e cuja acgio é
muito importante para a excitabilidade neuronal e para o controlo do volume celular
(Moura et al, 2011).

Esta enzima, normalmente, encontra-se presente no cérebro em altas concentragdes,
consumindo cerca de 40 a 50 % do ATP produzido no tecido cerebral. Este grupo de
investigadores presumiu assim que, pelo menos in vitro, a interrup¢do da producdo de
energia e neurotransmissao contribuem sinergicamente com outros factores para
explicar os danos neuroldgicos encontrados nos pacientes com DMCC (Moura et al,
2011).

29



Erros inatos do metabolismo mais frequentes em Portugal

3. Aenzima3-MCC

A enzima 3-MCC ¢ composta por duas subunidades, MCCa ¢ MCCP, que codificam
para 0s genes MCCA (do inglés, methylcrotonoyl-CoA carboxylase 1 alpha) e MCCB
(do inglés, methylcrotonoyl-CoA carboxylase 2 beta) respectivamente. A subunidade o
promove a ligacdo covalente ao grupo prostético da biotina e contém locais para ligagcdo
de bicarbonato e de ATP, enquanto a subunidade B possui o local de ligagdo ao
substracto metilcrotonil-CoA (Dantas et al, 2005).

O gene MCCA encontra-se localizado no cromossoma 3726-028 e consiste em 19 exdes,
ao passo que o gene MCCB se encontra no cromossoma 5q12-g13 e consiste em 17
exdes. As mutacOes nestes genes sao a origem da deficiéncia nesta enzima e, até a data,
foram descritas na literatura 28 mutacbes referentes a alelos do gene MCCA e 41
relativas a alelos do gene MCCB (Nguyen et al, 2011).

Nas tabelas seguintes, podem-se conhecer algumas destas mutagdes:

Tabela 1 - Algumas mutag0es referentes ao gene MCCA e suas consequéncias
(adaptado de Dantas et al, 2005).

N2 alelos Mudanga ao nivel Ex3o/ Troca de Consequéncia
detectados dos nucleédtidos Intrao aminoacido (a0  (ao nivel do RNA)
de cDNA nivel do RNA)

1 c.400G>A exao 5 p.E134K Missense

1 ¢.559T7>C exao 6 p.S187P Missense

1 €.694C>T exao 7 p.R232W Missense

1 c.872C>T exao 8 p.A291V Missense

4 c.1155A>C exao 11 p.R385S Missense

1 c.1527C>A exdao 13 p.C509X Nonsense

1 ¢.1930G>T exao 17 p.E644X Nonsense

1 c.640_641delGG exdao 7 p.G214IfsX5 Frameshift
1 ¢.1263dupG exao 11 p.Q421AfsX10 Frameshift
1 c.1526_1527delG exdo 13 p.C5095fsX38 Frameshift
1 €.2088dupA exdo 19 p.V697SfsX19 Frameshift
1 c.1682-3A>G intrdo 14 p.N561KfsX10 Splice
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Tabela 2 - Algumas mutag0es relativas ao gene MCCB e suas consequéncias (adaptado
de Dantas et al, 2005).

N¢ alelos Mudanga ao nivel Exdo/ Troca de aminoacido (a0  Consequéncia
detectados  dos nucleédtidos de Intrao nivel do RNA) (ao nivel do
cDNA RNA)
3 c.295G>A exao 4 p.E99Q missense
2 c.463C>T exao 5 p.R155W missense
2 c.464G>A exao 5 p.R155Q missense
2 c.568C>T exao 6 p.H190Y missense
2 c.845A>G exao 9 p.H282R missense
2 €.929C>G exao 10 p.P310R missense
1 c.1123G>T exao 12 p.V375F missense
2 c.1367C>T exao 14 p.A456V missense
2 c.127C>T exao 1 p.Q43X nonsense
1 c.214C>T exdao 3 p.R72X nonsense
2 c.469C>T exao 5 p.Q157X nonsense
1 €.994C>T exao 10 p.R332X nonsense
1 c.416_427del12ins16 exdo 5 p.T139_6143RWVPGEfsX35 frameshift
2 c.517dupT exao 6 p.S173FfsX25 frameshift
2 €.282-1G>C intrdo 3 p.694 S127del splice
2 c.803G>C exao 8 p.R268T splice
2 c.1054G>A exdo 11 p.6352R+p.V334_6358delins  splice/missense
3 c.1574+1G>A intrdo 16 p.FA97 V526>GfsX4 splice
1 C.1690T>C exao 17 p.X564QLE Adicionados 3 a.a.

ao C-terminal

4. Detecgdo

Pacientes com DMCC sdo, actualmente em Portugal, identificados através de triagem
neonatal por EM/EM.

O teste mais utilizado, e mais informativo, € uma andlise aos acidos organicos presentes
na urina, uma vez que 0s pacientes com esta deficiéncia apresentam uma excrecao
aumentada de acido 3-hidroxi-isovalérico e de 3-metilcrotonilglicina, encontrando-se
este ultimo composto aumentado em episddios de stress metabdlico agudo (Pasquali et
al, 2006).

Outro processo utilizado no diagnéstico desta doenca centra-se na detecgdo de um
aumento da concentracdo plasmastica de espécies com cinco carbonos hidroxiladas (C5-
OH) correspondentes a 3-hidroxi-isovaleril-carnitina, pois os derivados de acil-CoA que
se acumulam sdo trans-esterificados para ésteres de acil-carnitina (Dantas et al, 2005;

Pasquali et al, 2006). De notar que um aumento isolado desta acilcarnitina, pode ser
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interpretado apenas como uma deficiéncia em biotinidase, diagndstico este facilmente
excluido através de uma medicao da actividade enzimatica da 3-MCC no soro (Pasquali
et al, 2006).

Os testes confirmatorios destes processos de diagndstico sdo normalmente obtidos
através da demonstracdo da deficiente actividade da 3-MCC, em compara¢do com a
normal actividade de outra carboxilase biotina-dependente, em fibroblastos cultivados
da pele ou em linfécitos isolados. Regral geral, a actividade da 3-MCC avaliada em
fibroblastos cultivados de pacientes com a deficiéncia, € inferior a 2 % da média do

valor de controlo (Baumgartner, 2005).

5. Tratamento

O tratamento da DMCC actualmente assenta em duas areas principais. A primeira, e
como seria de esperar, relaciona-se com uma dieta pobre em proteinas que devera ser
adequadamente implementada a estes pacientes, uma vez que estes ficam sujeitos a
episddios de stress agudo ndo desejaveis quando a alimentacdo ndo é a recomendavel.

A segunda relaciona-se com a deficiéncia em carnitina, que tem vindo a ser relacionada
com as situacGes de cardiomiopatia e morte e também necessita de tratamento. Os niveis
deste aminoacido caem frequentemente durante episodios intercorrentes, principalmente
guando esta € mais necessaria, ou seja, em situacdes cuja necessidade de energia esteja
dependente da oxidagdo de gorduras. Uma vez que individuos sintomaticos demonstram
sensibilidade ao jejum, é recomendado que recebam suplementacdo de carnitina para
manterem as suas reservas repletas (Arnold et al, 2008).

Estas duas opcOes de tratamento normalmente usadas em conjunto sdo, como ja foi
referido, as mais utilizadas para fazer frente a esta deficiéncia. No entanto, os seus
beneficios dependem de caso para caso, como se pode perceber com os dois exemplos
apresentados a seguir:

o Em 2006, Pinto e seus colegas, diagnosticaram DMCC numa crianga de 3 anos.
O tratamento a que foi sujeito incluia uma dieta pobre em proteinas (1 g/kg/dia)
e suplementacdo com L-carnitina (100 mg/kg/dia). Ao fim de dois anos, as
melhoras motoras e psicomotoras eram notaveis, sendo que com dois anos e dez
meses a crianga estava a comecar a andar e a falar. O tratamento manteve-se nos

anos subsequentes (Pinto et al, 2006).
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o Em 2005, Baykal e seus colegas, acompanharam uma crianga cuja DMCC foi
diagnosticada logo a nascenca e cujo tratamento foi semelhante: dieta com
restricdo de proteinas (1 g/kg/dia), suplementacdo com L-carnitina (100
mg/kg/dia), e também eram administradas altas doses de biotina (3 a 60 mg/dia).
Em nenhum momento o recém-nascido apresentou melhoria clinica ou

bioquimica, ndo conseguindo sobreviver ao fim de 33 dias (Baykal et al, 2005).

33



Erros inatos do metabolismo mais frequentes em Portugal

V. CONCLUSAO

Mais de 100 anos passaram desde que Archibald Garrod caracterizou a alcaptondria
como o primeiro erro inato do metabolismo. Foi o inicio de um grande e continuo
processo de investigacdo, ndo so na tentativa de perceber o porqué da ocorréncia destas
desordens metabolicas, mas também no que diz respeito & sua deteccdo, ao seu
tratamento, ao conhecimento necessario a um profissional de saude que lide de perto
com estas situacdes e ao apoio que serd necessario dar a familia do paciente, e ao

proprio, por todas as mudangas que um EIM podera provocar nas suas vidas.

O campo dos EIMs passou ao longo destes anos por uma série de fases, cada uma das
quais diferente nas caracteristicas e nas abordagens intelectuais, mas todas contribuindo
para aquilo que hoje se sabe relativamente a este tema. Apesar da constatacdo de que
existem ainda muitas limitagdes e barreiras para conquistar, ndo deve ser perdido de

vista 0 enorme progresso gue ja foi feito.

Também em Portugal o esforco para perceber e controlar estas desordens tem sido
notavel e, actualmente, é feita uma triagem neonatal de cerca de 25 EIMs relacionados
com o0s aminoacidos, o ciclo da ureia, os acidos organicos e com a B-oxidacdo
mitocondrial dos &cidos gordos. Na impossibilidade de deter a sua ocorréncia, 0
objectivo principal passard pela minimizacdo dos danos que estas patologias causam na
salde dos pacientes por elas afectados.

Este trabalho permitiu a caracterizacdo geral das trés desordens cuja prevaléncia é maior
dentro do nosso territorio. Foram explicadas as vias metabdlicas onde ocorrem as trés
desordens e o erro dai resultante, facto este, responsavel pela ocorréncia destes
distarbios.

No nosso pais, a desordem mais frequente é a DADCM (1:9036 nascimentos), seguida
da FCU (1:12163 nascimentos) e da DMCC (1:45178 nascimentos). A primeira,
relacionada com o metabolismo dos lipidos, ocorre por deficiéncia na enzima acil-CoA
desidrogenase ndo permitindo a transformacao de acil-CoA em trans-A2-enoil-CoA, o

que compromete todo o processo seguinte referente a f-oxidacéo.
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A deficiéncia na fenilalanina hidroxilase provoca a FCU, a segunda desordem mais
frequente. Esta desordem impede a normal via de metabolizagéo da fenilalanina, ndo
permitindo a transformacéo desta em tirosina, facto este que bloqueia as restantes etapas
reaccionais.

Por fim, a DMCC, a terceira mais frequente, afecta 0 metabolismo da leucina e a
deficiéncia da 3-metilcrotonil-CoA carboxilase ndo permite a transformacdo de 3-
metilcrotonil-CoA em 3-metilglutaconil-CoA, originando metabolitos diferentes dos

esperados, 0s quais sao responsaveis por este EIM.
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