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SUMARIO

Os erros inatos do metabolismo consistem numa condi¢do genética em que ocorre uma
mutacdo ao nivel dos genes que codificam enzimas envolvidas num determinado
processo metabdlico; tal mutacdo origina a deficiéncia de uma enzima, o que faz com
que o processo metabolico ndo ocorra. A consequéncia pode passar pela acumulagédo do
substrato duma rea¢do no organismo, pela deficiéncia de produto dessa mesma reacéo,
pela acumulacdo de metabolitos intermedidrios da reacdo, pela falta de feedback
negativo e ainda pela falha nos mecanismos de transporte. Os erros inatos do
metabolismo podem ocorrer na via dos hidratos de carbono, dos aminoacidos, dos
acidos organicos, das purinas e pirimidinas, dos lipidos e acidos biliares. Neste
momento em Portugal, a detecdo de alguns erros inatos de metabolismo esta inserida
num programa de triagem neonatal, programa este que se baseia no diagnostico de 25
doencas utilizando amostras de sangue.

Neste trabalho serdo abordados os erros inatos do metabolismo associados aos
aminoacidos, nomeadamente, os mais frequentes em Portugal: fenilcetondria,
hiperfenilalaninemia, tirosinemia tipo I, tirosinemia tipo 11, homocistindria, deficiéncia
na metionina adenosiltransferase e doenca da urina de xarope de bordo.

Para além de se caracterizar cada uma destas desordens, faz-se uma referéncia a via

metabolica envolvida, assim como ao diagndstico e tratamento de cada uma delas.
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ABSTRACT

Inborn errors of metabolism consist of a genetic condition which a mutation occurs at
the level of genes encoding enzymes involved in a specific metabolic process; the
mutation causes a deficiency in an enzyme, which does not enable the metabolic process
occur. The consequence can pass by the accumulation of the substrate or by the product
deficiency of a certain reaction, by the accumulation of intermediate metabolites of the
reaction, by the lack of negative feedback and even failure in the transport mechanisms.
Inborn errors of metabolism may occur in the path of carbohydrates, amino acids,
organic acids, purines and pyrimidines, lipids and bile acids. At this point in Portugal
the detection of some inborn errors of metabolism is inserted in a neonatal screening
program, which is based on the diagnosis of 25 diseases using blood samples.

In this work the inborn errors of metabolism associated with amino acids are discussed,
including the most frequently in Portugal: phenylketonuria, hyperphenylalaninemia,
tyrosinemia type |1, tyrosinemia type IlI, homocystinuria, methionine adenosyl
transferase deficiency and maple syrup urine disease.

Each of these disorders are characterized and the metabolic pathway involved, as well

as the diagnosis and treatment are referred.

VI
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. INTRODUCAO

1.Estrutura geral de um aminoacido e suas caracteristicas

Os aminoécidos sdo biomoléculas fundamentais por serem precursores de proteinas e
por, devido a sua degradacdo oxidativa, contribuirem para a producdo de energia
metabdlica. Atualmente, cerca de 700 aminodcidos foram ja descobertos nos sistemas
bioldgicos; no entanto, é dada especial importancia a um grupo de 20 deles, pois estdo
envolvidos no processo de sintese de péptidos e proteinas (Quintas, Freire e Halpern,
2008). A estrutura geral de um aminoécido apresenta um grupo amino € um grupo
carboxilo ligados ao carbono o, que é um carbono central, estando a este também ligado
um hidrogénio e a uma cadeia lateral, representada pela letra R, como mostra a figura 1.
A cadeia R ¢é variavel, distinguindo os 20 aminoacidos (Campbell, 2000). Este grupo é
definido através de, pelo menos, um coddo especifico do codigo genético do DNA,

existindo 20 para os quais os coddes de DNA sé&o conhecidos (Devlin, 1997).

|
i'-il-la—-tlz,;—H
R

Figura 1. Estrutura geral de um aminoécido (retirado de Devlin, 1997).

A sintese de aminoacidos € um processo que ocorre em Vvarias etapas: formacdo de
amoniaco, a incorporacdo de NH3 num composto organico — aminacao redutora; a
sintese do esqueleto carbonado dos aminodcidos, ou seja, a formagao dos a-cetoécidos
correspondentes e, por fim, a transferéncia do grupo amino do acido glutamico para os
cetoacidos, designada por transaminacdo (Campos, 1999).

Apesar das plantas e de outros organismo fotossintéticos terem a capacidade de

sintetizar os 20 aminoacidos comuns das proteinas a partir de substancias minerais, 0s
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mamiferos ndo detém essa capacidade, precisando que alguns aminoacidos Ihes sejam
fornecidos pela alimentacéo, sendo esses designados por aminoacidos essenciais (0s que

0 organismo consegue sintetizar serdo 0s ndo essenciais). Estes estdo apresentados na

tabela 1 (Campos, 1999).

Esssenciais Nao essenciais
Argina* Alanina
Histidina Asparagina
Isoleucina Aspartato
Leucina Cisteina
Lisina Glutamato
Metioina Glutamina
Fenilalanina Glicina
Treonina Prolina
Tritofano Serina
Valina Tirosina

Tabela 1- Aminoacidos essenciais e ndo essenciais (adaptado de Voet, Voet e Pratt, 2006).
* Apesar de a Arginina ser sintetizada por mamiferos, a maior parte é degradada em ornitina e ureia, por

isso é necessaria em maiores quantidades do que aquelas que os organismos conseguem produzir.

2. Metabolismo dos aminoacidos

O metabolismo celular deve ser constante e moldado as necessidades da célula, que
dependem do meio ambiente em que se encontram, podendo estas, no entanto, terem de
ser adaptadas as modificacbes que ocorrem no meio extracelular (Quintas, Freire e
Halpern, 2008).

O metabolismo dos aminoacidos ¢ um processo compreendido por um conjunto de
reacfes de sintese e degradacdo, em que estes funcionam como precursores dos
polipéptidos ou sdo degradados para a producdo de energia. Os aminoacidos sofrem

transformacdes distintas no que respeita ao metabolismo dos hidratos de carbono ou dos
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lipidos, uma vez que s6 os primeiros envolvem o elemento azoto (Voet, Voet, Pratt,
2006).

Os &tomos de azoto constituintes dos aminoacidos provém do NHj3, originado a partir do
azoto atmosférico ou da reducdo dos nitratos do solo. No entanto, 0s animais ndo
conseguem nem incorporar 0 azoto atmosférico nem o azoto orgénico e a maioria das
plantas e dos microrganismos utiliza os nitratos como fonte Unica de azoto, retirando-o
diretamente do solo, ja que aqui os nitratos s&o reduzidos a amoniaco. E possivel extrair
os nitratos do solo através da degradacdo das substancias organicas azotadas ou do
azoto provindo das descargas elétricas. O principal produto da fixacdo do azoto é o NH3
que pode ser utilizado em todos os organismos (Campos, 1999; Quintas, Freire e
Halpern, 2008).

Os esqueletos carbonados que se produzem a partir dos aminoacidos degradam-se,
podendo formar varios produtos metabdlicos, tais como acetil-CoA, acetoacetil-CoA, a-
cetoglutarato, succinil-CoA, fumarato e oxaloacetalato. Dependendo das necessidades
do organismo, os aminoacidos tém como destino a sintese de acidos gordos, a producédo
de glicose ou a regeneracdo de energia (Mckee e Mckee, 2003).

O catabolismo dos aminoacidos inicia-se com uma reacdo de transaminagdo, como se
pode visualizar na figura 2, em que se verifica a transferéncia reversivel do grupo amino
do aminodcido para o o-cetoacido, reacdo catalisada pelas aminotransferases (ou
transaminases) que se encontram vulgarmente no musculo, coracdo, figado, cérebro e
rim. Este processo é reversivel permitindo degradar e sintetizar aminoacidos. Seguida
da transaminagédo, da-se a desaminagdo, onde ocorre a remogao do grupo a-amino do
aminoacido (desidrogenacdo do aminoacido) sendo catalisado por aminoacido oxidases
mitocondriais que exibem especificidades diferentes no figado, cérebro, rim e masculo.
Os a-cetodcidos resultantes serdo utilizados em varias vias biossintéticas, ou seja,

permitem interligar a desaminagdo oxidativa com a transaminacdo, intervir no

3
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metabolismo dos aminoacidos e hidratos de carbono e sdo utilizados também na
producdo de energia. O processo mais geral da reacdo de desaminacdo encontra-se
representado na figura 3.No entanto existem processos particulares sofridos por
determinados aminoacidos (serina, treonina e cisteina), em que estes sdo convertidos
diretamente em amoniaco, sendo o produto final o &cido piravico (desanimacdo da
serina e citsteina) ou o acido a-cetobutirico (desanimacdo da treonina). Para este
processo sdo utilizadas as enzimas desidratases (pois a desaminacéao é precedida de uma

desidratacdo). A figura 3 ilustra a reacdo de transaminacdo. (Halpern, 1997; Campos,

1999).
" 4}0011 i
R -f{‘m +R —4\'{"0" -+ R N r R —{ml
NHz2 o 0 NIz
Aminodcidol a-Cetodcida? a-Cetodeidol Aminodcido’

Figura 2. Reacdo de transaminacao (retirado de Campos, 1999).

Desaminagiho oxidante

Aminokeido

Hy+ 17:0n - Hy O FAD
cotalase x n-.m'.-n:rdﬂdm

FADI
, g Imingécido

I—E—-ﬂlli

@-Celodeida

Figura 3. Desaminagéo oxidativa (retirado de Campos, 1999).
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2.1 Sintese da ureia

A maioria dos animais terrestres excreta o azoto do grupo aménia na forma de ureia
(ureotélicos), sendo 0 NH3 convertido em NH,CONH, nas mitocéndrias dos hepatdcitos
através do ciclo da ureia. A formacdo de ureia partir da aménia é processada na
presenca dos aminoacidos ornitina, citrulina e arginina. Na formacéo da ureia ocorre um
processo ciclico no qual a ornitina se combina com um grupo carbamoil, formando a
citrulina. Seguidamente, esta U(ltima reage com o aspartato originando a
argininossuccinato. Este ultimo, € clivado em fumarato e arginina, sendo esta
hidrolisada com libertacdo de ureia e formacdo de ornitina (Lehninger, Nelson e Cox,

1995). Este processo esta representado na figura 4.

H,0
Arginina 0
Fumarato I
H,N—C— NH
Uréia

Argininossuccinato Ornitina
Asparmtok Citrulina /_\Cé:::g

R—NH; R—C — NH

I

CITOSSOL MATRIZ O

MITOCONDRIAL /

o ciclo da ureia .
C02 + NH 4

Figura 4. Ciclo da ureia (retirado de Stryer, 1995).
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3. Erros inatos do metabolismo

A evolucdo da ciéncia ao longo do tempo permitiu um estudo aprofundado em
determinadas areas, nomeadamente, a do genoma humano. Gragas a esta inovacéo, foi
possivel a descoberta da origem de determinadas doencas de foro genético, concluindo-
se que estas tinham como base genes mal codificados. O conhecimento existente sobre
0s erros inatos do metabolismo é um exemplo dos resultados do avancgo cientifico na
area da genética (Chunli e Ronald , 2006).

Os erros inatos do metabolismo (EIM) definem-se como uma condi¢éo genética onde os
genes que codificam enzimas envolvidas em vias metabdlicas estdo mutados (Regaleiro,
2007). Tal situacdo, leva a uma deficiéncia na atividade de uma enzima responsavel por
um determinado passo no processo metabdlico. Os processos afetados podem acontecer
nas vias metabdlicas dos hidratos de carbono, aminoacidos, acidos organicos, purinas e
pirimidinas, lipidos e &cidos biliares.

Individualmente, a incidéncia dos erros inatos do metabolismo é rara, havendo 30 EIM
para cada 100000 nascimentos, mas quando considerada coletivamente é muito
frequente (Constantinou et alii, 2004).

Os erros inatos do metabolismo sdo a principal causa genética de morte a nascenca e na
infancia. Podem ser autossomicos ou ligados ao cromossoma X e 0 gene mutado pode
ser dominante ou recessivo. Caso 0 gene mutado seja dominante, todo o individuo que o
possua ¢ afetado pela doenca, concluindo-se que tem, pelo menos, um parente
igualmente padecente da doenga; estes sdo individuos homozigoticos. Contudo, se o
gene deficiente é recessivo, estard silencioso e a doenca néo se ird manifestar, a menos
que o codigo genético paterno e materno contenha o gene mutado; trata-se de individuos

heterozigoticos. (Marin-Valencia et alii, 2010; Gaw et alii, 2004).

Basicamente, qualquer EIM resulta de (Gaw et alii, 2004):
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o Acumulacéo do substrato;

o Deficiéncia em produto;

o Variedade de metabolitos intermediarios;
o Falta de feedback negativo;

o Falha nos mecanismos de transporte;

Normalmente, o substrato € transportado para a célula com a ajuda de um transportador,
sendo este convertido em produto. No entanto, havendo deficiéncia de um transportador
de uma enzima ou de um cofator, ndo existe transporte para a célula nem conversdo de
substrato em produto, ocorrendo a acumulagdo do primeiro, 0 que provoca efeitos a
nivel sisttmico. Normalmente, o substrato é convertido em produto, mas como se ird
verificar uma acumulagéo de produto obtida em caso de perda da inibi¢do do feedback,
ocorrera também acumulacdo de metabolitos intermediarios. Caso se verifique uma
deficiéncia na enzima ou no cofator, 0 metabolismo desencadeia-se através de uma via
alternativa, produzindo metabolitos toxicos que exercerdo efeitos a nivel sistémico.

Todos estes pontos estdo resumidos na figura 5 (Rao et alii, 2009).

Penda da inibigio do leed back

altcrnativas

*
Metabolitos téxicos

feitos sistémicosy =

Figura 5. Diagrama representativo das causas e consequéncias das desordens metabdlicas
(adaptado de Rao et alii, 2009).
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3.1 Classificagéo dos erros inatos do metabolismo

Os erros inatos do metabolismo séo divididos em duas categorias. A categoria 1, que
representa todas as alteragdes que afetam um Unico sistema orgénico ou um 0rgéo,
como por exemplo, o sistema imunologico ou os tubulos renais e a categoria 2 que
engloba as doengas originadas por um defeito na via metabdlica. Esta Ultima categoria é

ainda dividida em trés grupos:

Grupo |- Distlrbios de sintese ou catabolismo de moléculas complexas: podem ser
doencas lisossomais, tais como as mucopolissacaridoses ou as esfingolipidoses. Os
sintomas gerais deste grupo de distirbio caracterizam-se por fécies grosseiro,
dismorfias, visceromegalias ou neurodegeneracdo, de acordo com a localizacdo da

acumulagéo.

Grupo 1I- Engloba doengas como aminoacidopatias, defeitos nos acidos organicos e do
ciclo da ureia e a intolerancia aos agucares. Os sintomas aparecem entre intervalos, tém
uma relacdo evidente com o aporte alimentar e levam geralmente a intoxicacdo aguda e

recorrente ou crénica e progressiva.

Grupo 1lI- Este grupo engloba as doencas provenientes da alteracdo de producédo e
consumo energéticos, provenientes do distirbio do figado, miocardio, musculo e
cérebro. Os sintomas clinicos associados sdo hipoglicemia, hipotonia generalizada,
miopatia, insuficiéncia cardiaca, atraso no crescimento ou morte subita. Entre as
doengas mais conhecidas deste grupo estdo as glicogenoses, hiperlacticemias
congeénitas, doencas mitocondriais da cadeia respiratoria e defeitos na oxidacdo dos

acidos gordos (El Husny e Fernandes-Caldato, 2006).
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3.2 Diagnostico

Os primeiros sinais e sintomas dos EIM sdo muito gerais, podendo facilmente serem
confundidos com disturbios ou doencas de diferente origem (Marin-Valencia et alli,
2010). Podem incluir episodios de descompensacao metabolica, sintomas neuroldgicos,
atraso no desenvolvimento do organismo, problemas na aprendizagem ou a nivel

comportamental (Stacy et alii, 2012). A tabela 2 explica, de uma forma geral, um caso

de EIM.

Sintomas/sinais indicativos de forte
possibilidade de EIM

Sintomas indicativos de EIM

Bebé doente durante mais tempo que o

normal, podendo a patologia prolongar-se Vomitos/ nauseas recorrentes e persistentes
durante semanas

Historial familiar com morte ou doenga,
Bebé ou recém-nascido com convulsoes especialmente entre irmaos

e/ou hipotonia, especiacialmente se nao
trataveis Dificuldade em estabilizar o peso

Recém-nascido/ crian¢a com odor anormal Apneia e dificuldade em respirar
Ictericia ou hepatomegalia
Consanguinidade parental

Sépsia (particularmente E. coli)

Letargia

Coma

Tabela 2. Sintomatologia indicativa de EIM (Adaptado de Rao, et alii, 2009).

Quando se estuda um caso de erro inato do metabolismo, devem ser focados alguns

aspetos considerados determinantes na avaliacdo da doenca, tais como:
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Historial familiar - Devem verificar-se os familiares em que tenha sido diagnosticada a

doenca. Verificar se os progenitores do recém-nascido tém ambos o gene defeituoso que
origina a patologia, investigando também casos de nados mortos, abortos espontaneos e

patologias recorrentes nas Ultimas duas geracdes familiares.

Avaliacdo fisica- Dermatites, alopécia, dismorfias faciais séo caracteristicas de um EIM.

Testes de diagndstico essenciais- Hemograma completo, determinacdo de glucose,

amonia, lactato, proporcdo de lactato/piruvato, &cidos organicos, aminoacidos,
substancias redutoras, cetonas e analise do nivel de eletrélitos sao testes a elaborar num

processo de diagnostico de um EIM.

Testes de controlo avancados- Devem realizar-se andlises aos acidos gordos de cadeia

longa, separacdo e especificacdo dos mucopolissacarideos, quantificacdo dos

aminoacidos, acidos organicos, hidratos de carbono ou outros metabolitos.

Testes definitivos de diagndstico- Que incluem detecdo da enzima deficiente no sangue,

plasma, leucdcitos e eritrocitos, sendo necessarios também imunoensaios e analise do

DNA para verificar a mutagdo no genoma (Rao et alii, 2009). P 215

O facto dos sintomas associados poderem ser relacionados com outro tipo de patologia,
a baixa incidéncia destes distarbios, que leva por isso a falta de experiéncia dos
profissionais de salde neste este tipo de casos, e tambem a necessidade de testes
especiais confirmatorios da doenca tornam o diagnéstico dos EIM desafiante (Rao et

alii, 2009).
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3.2.1 Programa de triagem neonatal

Com vista a reduzir as consequéncias inerentes aos EIM, foi necessario implementar
uma nova medida de saude puablica. Tal medida tem como objetivo reduzir e prevenir
mais casos clinicos de erros inatos de metabolismo e seus sintomas associados e
também atenuar as taxa de morbilidade e mortalidade. Nos anos 70 foi implementado
em Portugal o programa de triagem neonatal, permitindo um diagnostico eficaz e
econdémico (Couce et alii, 2011; Constantinou, et alii, 2004).

O programa de triagem neonatal define-se como a aplicacdo sistematica de um teste ou
inquérito para identificar os individuos em risco de um transtorno especifico para
justificar a investigacdo ou acdo preventiva direta, entre pessoas que ndo procuraram
atendimento médico por conta dos sintomas dessa doenca (Leonard e Desateux 2010).
As convencionais técnicas de detecdo utilizadas, tais como ensaios especificos
enzimaticos e cromatografia gasosa/espetrometria de massa sdo sensiveis, no entanto
necessitam de demasiado tempo, envolvendo também mais trabalho na preparacao das
amostras. Além disso, ndo sdo de detecdo geral, ou seja, detetam poucas patologias a
partir de uma s6 amostra. A espetrometria de massa tandem € uma técnica
revolucionaria que se tem revelado muito eficaz, sensivel e especifica, sendo a utilizada
na maioria dos paises. Utilizando amostras de sangue, é possivel detetar 30 compostos
em dois ou trés minutos, incluindo aminoacidos e acilcarnitinas. Assim, é possivel
detetar varios erros inatos do metabolismo intermediario tais como aminoacidopatias,
galactosemias, acidurias organicas e desordens associadas a oxidacéo dos acidos gordos
(Couce et alii, 2011; Constantinou, et alii, 2004).

A espetrometria de massa tandem é entdo uma poderosa ferramenta que permite
explorar as alteragdes nos padrdes de metabolitos encontrados nos fluidos bioldgicos e

conhecer o mecanismo bioquimico associado a doenca. O diagnostico é feito em fluidos
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bioldgicos, tais como sangue ou urina, sendo, no entanto, o0 primeiro a amostra adotada
na maioria dos paises, visto a colheita de urina ser mais dificil. A colheita da amostra é
baseada no método de Guthrie, em que o sangue das amostras € seco em papel de filtro
(Constantinou, et alii, 2004).

Caso os resultados das analises sejam anormais e propicios a presencga de uma desordem
metabolica, os pacientes passam entdo para a fase mais avancada do diagndstico,
partindo para testes mais especificos; caso estejam fora da linha dos valores de
referéncia, mas ndo suficientemente claros acerca da presenca de uma desordem, uma
segunda amostra seré colhida e uma segunda anélise sera efetuada (Couce et alii, 2011).
Apesar de tudo, a espetrometria de massa tandem tem as suas desvantagens,
nomeadamente, o custo do equipamento associado, que é elevado. Além disso, é
necessario pessoal especializado que saiba interpretar os dados produzidos pela técnica.
Adicionalmente, muitos dos metabolitos detetados com nivel elevado podem
corresponder a desordens diferentes, portanto é necessario uma grande capacidade da

interpretacdo dos resultados (Jones e Bennet, 2002).

3.2.2 Testes de confirmacao

A Ultima fase do diagnostico dos EIM é constituida pelos testes de confirmacéo, em que
sdo feitas analises adicionais, tais como quantificacdo de aminoacidos, determinacao da
atividade da enzima que se suspeita que seja deficiente ou entdo a analise a0 genoma

para identificar a mutagdo (Amancio, Salco e Coelho, 2007).
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3.3 Perspetiva histérica

Foi na primeira década do séc. XX que Archibald Garrod descobriu o primeiro EIM, a
alcaptondria. Inicialmente, o diagndstico era feito de grosso modo, sendo baseado em
acentuadas anormalidades, por exemplo, no caso da alcaptonuria, a presenca da urina
com tom escuro. De uma forma geral, individuos severamente doentes, com
caracteristicas dismorficas ou aberracdes mentais, e com historial familiar de doenca
eram sugestivos de casos de EIM (Benett e Jones, 2002).

Com a identificacdo das enzimas especificas e dos processos metabolicos, foi possivel
concluir que a doenca provém de desordens hereditarias. Ao mesmo tempo que Garrod
desenvolvia e oficializava esta teoria, um mecanismo assente na genética estava a ser
descoberto e elucidado, tendo Beadle e Tatum dado a conhecer ao mundo cientifico o
conceito “em gene, uma enzima”. Esta teoria defendia que uma unidade hereditaria
chamada gene era responsavel pela presenca e a0 mesmo tempo pela atividade de uma
determinada enzima. A partir daqui, o diagndstico era direcionado através dos genes que
estavam alterados e que produziam enzimas deficientes. Foi em 1960 que Guthrie
desenvolveu o primeiro método de diagnostico, relativo a fenilcetoniria, medindo a
fenilalanina em amostras de sangue em papel de filtro, através de um ensaio de inibicao
enzimatica (Benett e Jones, 2002). Em 1909 foi publicado o primeiro livro de Garrod
intitulado “Erros Inatos do Metabolismo” descrevendo 0 albinismo, a cistindria, a

pentosuria e a alcaptondria (Bari¢, Fumi¢ e Hoffmann, 2001).

3.4 Tratamento

O tratamento relativo aos EIM tem sido alvo de grandes avancos nas ultimas décadas

devido ao progresso no esclarecimento relativo a fisiopatologia envolvida nestas
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desordens, o que permitiu a descoberta de relevantes formas de tratamento que atenuam
a doenca e os sintomas associados (Alfadhel et alii, 2013).

A dieta constitui o tratamento geral dos EIM, tendo contudo as suas limitagcdes (como
sera visto adiante). Outras opcOes de tratamento tém sido testadas e utilizadas, tais como
remocdo do substrato quando este se encontra em concentracdes toxicas no organismo,
suplementacdo com coenzimas, terapia de substituicdo enzimatica, reposicao do produto
que resultaria da via metabdlica afetada, através de terapias farmacologicas e, por fim,
transplante de medula, figado ou rim. Antes de aplicar determinado tratamento, é
necessario analisar minuciosamente 0 mecanismo que originou a patologia e a partir dai

avaliar qual o tratamento mais conveniente (Campeau, Scriver e Mitchell, 2008).

1. DISTURBIOS NO METABOLISMO DOS AMINOACIDOS

Cada processo metabolico envolve uma série de etapas cataliticas em sequéncia, sendo
essas etapas mediadas por enzimas, que sao por sua vez, codificadas por genes. Como é
sabido, o organismo difere de ser humano para ser humano, por isso, é um facto a
variacdo na atividade enzimatica de cada um. No entanto, dentro da diversidade de cada
um, ha uma pequena variante que é causadora de doenca. Os distirbios metabolicos

estdo classificados de forma diferente:

e Efeitos patoldgicos do bloqueio da via: auséncia do produto final, acumulacédo
do substrato;

o Diferentes classes funcionais de proteinas (exemplo: recetores de hormonas);

o Cofatores associados (exemplo: metais, vitaminas);

e Vias afetadas (exemplo: glicdlise, ciclo de acido citrico) (Jorde et alii, 2004).
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4. Os distarbios no metabolismo dos amino&cidos em Portugal

Com a introducdo da espetrometria de massa, nos ultimos anos, verificou-se uma
consideravel revolugdo nos programas de triagem neonatal em Portugal. Com a
introducdo deste meétodo de diagnostico, foi possivel detetar 25 desordens de
metabolismo num Unico teste, enquanto que antes eram detetadas apenas duas. Assim,
verifica-se, um aumento na taxa de detecdo das desordens metabolicas a nascenca
(Vilarinho et alii, 2010).

A seguir, apresentam-se os mais frequentes distlrbios de aminoacidos detetados em
Portugal, sendo eles: fenilcetondria, hiperfenilalaninemia, doenca da urina do xarope de
bordo (leucinose), tirosinemia tipo I, tirosinemia tipo 11, homocistinaria e defeciéncia de
metionina adenosiltransferase.

Os principais aspetos destas desordens irdo ser desenvolvidos ao longo deste trabalho, a
excecdo da fenilcetondria, visto ja ter sido descrita por numa dissertagdo apresentada
anteriormente. No entanto, sera abordada duma forma geral por estar relacionada com

hiperfenilalaninemia.

4.1. Hiperfenilalaninemia

A hiperfenilalaninemia(HPA) é uma doenca autossomica recessiva originada pela
deficiéncia na enzima fenilalanina hidroxilase ou do cofator tetra-hidrobiopterina
(BH4). Quando tal acontece, ndo existe hidroxilacdo da fenilalanina (Phe) a tirosina,
levando & acumulagdo da primeira no plasma e dos seus metabolitos nos fluidos
bioldgicos e tecidos, como se pode perceber pela observacéo da via metabolica na figura

6.
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A origem da doenga inicia-se na mutagdo no gene que codifica a enzima fenilalanina
oxidase (PAH) no cromossoma 12 (12g22qg24). Através da analise do genoma mais de
600 mutagdes foram ja identificadas, a maior parte delas sdo missense e numa condicéo

heterozigotica (Trunzo et alii, 2013; Zimmermann et alii, 2012).

4.1.1 Fenilalanina

A fenilalanina é um aminoéacido essencial, sendo portanto obtido a partir da dieta e
ingestdo calorica, volume de proteina enddgena, catabolismo e incorporacdo em
proteinas. Apds absorcdo, € convertido noutro aminoacido, a tirosina através da enzima

fenilalanina hidroxilase e do cofator tetra-hidriobiopterina (BH4) (Blau et alii, 2009).

4.1.2. Tetra — hidrobiopetrina (BH4)

A BH4 é um cofactor importante envolvido na sintese da tirosina, L-DOPA, 5-
hidroxiltriptofano (5-HTP), 6xido nitrico e glicerol. A BH4 é sintetizada a partir da
guanosina trifosfato, pelas enzimas guanosina trifosfato ciclo-hidrolase 1, 6-
piruvoiltetra-hidropterina sintase e sepiapterina redutase. Depois de reagir com o0
aminoacido aromaético hidroxilase sofre oxidacdo a pterina-4a-carbinolamina e,
seguidamente, é regenerada pelas enzimas pterina-4a-carbinolamina desidratase e di-
hidropteridina redutase a BH4. A deficiéncia no cofactor deve-se as enzimas envolvidas
no processo de sintese ou regeneragdo e causa, para além de HPA, sinais e sintomas a
nivel neuroldgico visto que esta envolvido na sintese de serotonina e L-DOPA (Niu,

2011).
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4.1.3 Via metabélica da fenilalanina

O metabolismo da fenilalanina comeca com a sua hidroxilacdo a tirosina, processo
catalisado pela fenilalanina hidroxilase, requerendo esta reacdo o cofator BH4 que
funciona como redutor. Seguidamente, a tirosina sofre uma reacdo de transaminacéo
formando p-didroxifenilpiruvato, um a-cetoacido, reacdo esta catalisada pela enzima
tirosina aminotransferase. Posteriormente, o p-hidroxifenilpirovato reage com O,
formando &cido homogentisico, sendo este processo catalisado pela enzima p-
hidroxifenilpiruvato oxidase. Este Gltimo composto formado é clivado pelo O, na
presenca da enzima homogentisato oxidase, € convertido a maleilacetoacetato. Este
sofre isomerizacgdo de cis para trans e é convertido em fumarilacetoacetato pela enzima
maleilacetato isomerase. Finalmente, o fumarilacetoacetato é clivado formando
fumarato e acetoacetato numa reacdo de hidrélise catalisada pela enzima
fumarilacetoacetato hidrolase, como ilustra na figura 6 (Stryer, 1995; Devlin, 1997

Jorde et alii, 2004).
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Fenilalamina
hisdroxilase
Fenilalaning == Tirosina

Tirosina aminolransiicrase

p-hidroxifenilpirevato

pehidroxifemlpiruvato oxidase

Acido homogentisico

Homogentisato oxklase

Maleilacetoacetato

Malkeilacetato isomerase

Fumarilacetoacetato

Fumarlscetoacetalo hidrolase

Fumarato 4 acetoacetato

Figura 6. Via principal do metabolismo da fenilalanina (adaptado de Jorde et alii, 2004).

4.1.4 FenilcetonUria e HPA

A HPA inclui a fenilcetoniria (PKU), sendo o EIM mais comum entre a populacao
caucasiana, com uma incidéncia de 1 em cada 10000 individuos (Rivera et alii, 2011).

A mutagdo do gene que codifica a enzima fenilalanina hidroxilase (PAH) origina um
espetro de fendtipos que se definem de acordo com a concentracdo de Phe no
organismo, apresentada na tabela 3, originando tipos de hiperfenilalaninemias
diferentes: PKU classica (1), PKU moderada (11) e HPA suave (ll1l) (Trunzo et alii,

2013; Zimmermann, et alii, 2012).
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Tipo HPA Niveis Phe no sangue (mg/dl)
PKU classica (I) >20
PKU moderada (II) 10a20
HPA suave (III) 2al0

Tabela 3- Tipos de HPA e concentragdes correspondentes (adaptado de Trunzo et alii, 2013).

4.1.5 Aspetos clinicos

A fenilcetonuria ndo tratada leva a sintomas graves, tais como atraso intelectual, eczema
cutdneo, autismo, convulsdes, deficiéncia motora, problemas ao nivel do
desenvolvimento, comportamento aberrante e defeitos neuropsicologicos (Blau,

Spronsen e Levy, 2010).

4.1.6 Diagnostico

O diagndstico da HPA é feito através de programas de triagem neonatal. Caso o
resultado seja positivo, o teste tera de ser confirmado, visto que o diagndstico € feito no
recém-nascido e quando se trata dos prematuros, especialmente, ha a possibilidade da
enzima estar ainda imatura e ndo manifestar a sua atividade, originando niveis elevados
de fenilalanina no sangue. Também deve haver cuidado na andlise dos resultados nos
recém-nascidos doentes, em casos de nutricdo parentérica ou quando ocorreu uma
transfusdo de sangue (Trunzo et alli, 2013).

Robert Guthrie desenvolveu o primeiro teste de diagndstico para HPA, que se revelou
muito eficaz. O teste consistia num ensaio de inibicdo bacteriana que se baseava no
facto das Bacillus subtilis necessitarem da fenilalanina para o seu crescimento. As

amostras de sangue sdo obtidas no hospital ou no consultério médico e depois enviadas
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para os laboratérios. Este € um método muito Util para a triagem em massa (Blau et alii,
2011).

Como ja referido anteriormente, a espetrometria em massa tandem é o método mais
eficaz para o diagndstico, ja que permite determinar concentracdes de aminoacidos com
elevado grau de confianga, em pequenos volumes de sangue ou plasma. Além disso,
este método produz poucos falsos positivos, pois mede os niveis de Phe e tirosina (Tyr)
e a propor¢do Phe/Tyr, diminuindo a utilizacdo de outros recursos, para além de
permitir detetar outros EIM. O rastreio deve ser feito nos primeiros dias de vida, de
modo a serem tomadas medidas em caso positivo. Geralmente, as amostras de sangue
sdo recolhidas do segundo ao quinto dia de vida do recém-nascido, no entanto, a

triagem pode acontecer até aos sete dias de vida (Blau et alii, 2011).

a) Diagnostico diferencial

Para um correto e eficaz diagnostico existem analises importantes que tém de ser
efetuadas: analise & neopterina, biopterina na urina e medicdo da di-hidropterina
redutase (DHPR) no sangue. O teste de pesquisa de BH4 e a medicdo de
neurotransmissores, pterinas e folatos no liquido encefalorraquidiano fornecem
informacdes acerca da severidade da doenca (Blau et alii, 2011; Spaapen e Rubio-

Gozalbo, 2002).

b) Teste de pesquisa do cofator BH4

O teste de pesquisa do cofator BH4 tem como finalidade distinguir a causa de HPA, ou
seja, se se deve a deficiéncia na enzima PAH ou no cofactor BH4. Quando a origem se
deve & mutacdo no gene, a resposta a BH4 é pobre, no entanto, quando o problema ¢ a
nivel do cofator ha uma boa resposta ao teste de pesquisa. Este teste é feito para
diferenciar o tipo de tratamento a ser aplicado (Pérez-Duefias et alii, 2004).
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Este método consiste na administracdo por via oral de 20 mg/kg de cofator BH4. Os
niveis de Phe no sangue sdo medidos antes da administracdo oral de BH4 e 2, 4, 6, 8, 12
e 24 horas depois. Um resultado positivo para BH4 consiste numa diminuicédo de 30 %
na concentracdo de Phe. O teste deve ser feito logo que o bebé seja admitido no hospital

com suspeita de desordem metabdlica (Feillet et alii, 2008).

4.1.7 Tratamento

Primeiramente, 0 mais importante é a rapidez com que se inicia o tratamento, que deve
acontecer logo que se detete a presenca da HPA. O tratamento convencional para a HPA
consiste numa dieta vegetariana com baixa ingestdo de Phe, suplementada com uma
formula “Phe-free”, contendo aminoacidos essenciais € ndo essenciais que compensam
a falta de proteina, ndo necessitando assim de ingerir alimentos altamente proteicos, tais
como, laticinios, carne e peixe. Estes suplementos oferecem maior tolerabilidade e séo
mais convenientes para os pacientes. No entanto, apesar destas medidas terem como
objetivo eliminar os sintomas associados a HPA, tém efeitos secundarios associados a
dieta restritiva, tais como atraso no crescimento, desenvolvimento precoce, osteopenia/
osteoporose, entre outros. Além disso, a adesdo a dieta tem tendéncia a diminuir
conforme a faixa etaria, sendo dificil de manter, principalmente, na puberdade. A dieta
deve comecar até as duas semanas ap0s 0 nascimento, sendo que o objetivo do
tratamento é atingir uma concentragdo de Phe entre 120 - 360 umol/L nos primeiros 10-
12 anos de vida, apesar de estes padrdes variarem entre paises. Quanto a concentragdo
no adulto ainda ndo esta estipulada, sendo que se verifica que é necessario retomar a
dieta de acordo com o seu comportamento (caso apresente sintomas) (Blau et alii, 2009;

Bueno et alii, 2012).
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Nas ultimas décadas tém sido desenvolvidos novos métodos de tratamento, tais como
terapia com BH4, suplementacdo com aminodacidos, terapia génica ou ainda tratamento
com enzimas de substituicdo (Bueno et alii, 2012).

Kure et alii, verificaram in vivo que a concentracdo de Phe desce com a suplementacao
com BH4; tal foi confirmado através do teste de pesquisa deste cofator, concluindo-se
assim que um terco dos individuos doentes testados poderiam ser tratados desta forma.
O tratamento tem sido utilizado ao longo dos anos, mantendo os niveis de Phe estaveis,
podendo ser realizado como monoterapia ou em combinacdo com dieta (Aguado et alii,
2007).

Através do teste de pesquisa de BH4, é possivel diagnosticar os diferentes tipos de HPA
e, de acordo com isso, indicar o tratamento correto adequado. Desta forma, para a PKU
classica () deve ser seguida uma dieta restrita em Phe, uma vez que ndo responde ao
BH4. Para a PKU moderada (1) recomenda-se uma terapia de substituicdo com BH4,
enquanto que para HPA suave nenhum dos tratamentos referidos acima é aplicado

(Lucke et alii, 2003).

4.2 Tirosinemia tipo |

A tirosinemia tipo | (HT1) é uma doenca autossomica hereditéaria caracterizada pela
deficiéncia da enzima fumarilacetoacetase (FAH), que catalisa o Gltimo passo da via
metabdlica da degradacdo da tirosina, levando a acumulacdo de succinilacetona (SA),
fumarilacetoacetato e maleilacetoacetato (Imtiaz et alii, 2011).

Estima-se que a incidéncia deste distirbio no mundo esteja compreendida entre 1 para
50000000 e 1 para 120000 nados vivos. A mutacdo relativa ao gene FAH esta
localizada no cromossoma 15g25.1 que codifica 419 proteinas pertencentes aos

hepatdcitos (Imtiaz et alii, 2011; Runick e Ebach, 2004).
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A HT1 é uma doenga bastante severa, causando problemas a nivel hepético, renal e

neuroldgico (Demers et alii, 2003).

4.2.1 Aspetos clinicos

O disturbio ocorre sob duas formas, aguda e cronica, classificadas de acordo com a
gravidade da doenca e/ou idade. A forma aguda caracteriza-se por falha hepéatica nos
primeiros meses de vida, levando a morte caso ndo seja tratada. A funcdo hepatica é
disfuncional originando hepatomegalias, ictericia, ascite e sangramento gastrointestinal.
Quanto a forma cronica, desencadeia disfuncao renal tubular, doenca hepética cronica e
ainda raquitismo hipofosfatémico. Apesar de terem diferentes consequéncias, ambas
proporcionam risco de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular, lesdo hepatica,
fibrose, colapso do parénquima com fibrose extensa, que se manifesta por vezes a
nascenca, e cirrose hepatica, mas com regeneracdo acentuada do figado (Imtiaz et alii,

2011; Demers et alii, 2003).

4.2.2 Tirosina

A tirosina é um aminoacido semi-essencial obtido a partir da hidrolise das proteinas da
dieta ou das proteinas contidas nos tecidos ou ainda da hidroxilagdo da fenilalanina.
Este aminoacido pode ser incorporado nas proteinas ou degradado em fumarato, que ird
participar no ciclo de Krebs, ou em acetoacetato, uma cetona. A tirosina é metabolizada
nos hepatocitos e no tubulo proximal do rim, envolvendo uma série de enzimas. A
deficiéncia em qualquer uma das enzimas envolvidas no catabolismo da tirosina origina
a acumulacdo deste aminoacido nos tecidos, liquido encefalorraquidiano, sangue e

urina.
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As desordens associadas a tirosina envolvem trés enzimas, sendo classificadas como
tirosinemia tipo | (deficiéncia na fumarilacetoacetao hidrolase), tipo Il (deficiéncia na
tirosina aminotransferase) e a tipo Ill (deficiéncia na enzima 4-hidroxifenilpiruvato

dioxigenase) (Sgaravatti et alii, 2008).

4.2.3 Via metabélica envolvida

O metabolismo da tirosina envolve cinco enzimas com expressao unicamente no figado
e no rim. A tirosina é metabolizada a fumarato e acetoacetato que entram no ciclo de
Krebs para produzir energia (Mak et alii, 2013).

Na tirosinemia tipo I, visto que ha deficiéncia na enzima fumarilacetoacetase hidrolase,
ocorre uma acumulacdo de fumarilacetoacetato e maleilacetoacetato, sendo estes
metabolitos toxicos. Estes serdo reduzidos a succinilacetoacetato e depois
descarboxilados a succinilacetona. Elevadas concentracGes deste Gltimo composto no
plasma e urina sdo patogénicas. A HT1 esta associada a uma deficiéncia parcial na
enzima 4-hidroxifenilpiruvato, -lactato e -acetato. Os pacientes tém sintomas
semelhantes aos da porfiria intermitente aguda devido ao efeito inibitorio da
succinilacetona na enzima delta-aminolevulinica desidratase, levando a acumulacéo de
delta-aminolevulinato como se pode verificar pela figura 7. O fumarilacetoacetato inibe
a adenosil metionina sintase, 0 que conduz aos elevados niveis de metionina em
pacientes com HT1 (Mak et alii, 2013).

Contudo, a tirosinemia ndo leva a direta acumulagdo de tirosina no organismo. O que
acontece € a acumulacdo de  fumarilacetoacetato, = maleilacetoacetato,
succinilacetoacetato e succinilacetona, levando a toxicidade a nivel renal e hepético

(Rashed et alii, 2005).

24



Desordens no metabolismo dos aminoécidos

O metabolismo da tirosina esta associado ao metabolismo da fenilalanina, portanto a sua

descricdo encontra-se no 4.1.3 na pagina 17.

Tirosina

Tirosina aminotransferase

4-hidroxifenilacetato 4-hidroxifenilpiruvato

4-hidroxifenillactato
4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase

Homogentisato

1,2-homogentisato dioxigenase

/ 4-maleilacetoacetato
Succinilacetoacetato {

1 Maleilacetoacetato isomerase

o2 '/l 4- fumarilacetoacetato
Sucinilacetona * Fumarilacetoacetato hidrolase
Inibigio Fumarato + Acetoacetato
Delta-aminolevulinato Porfobilinogénio
Delta-aminolevidinico dehidratase ){ Defeito na tirosinemia tipo |

Figura 7. Via metabdlica da tirosina, evidenciando o defeito que ocorre na tirosinemia tipo |
(retirado de Mak et alii, 2013).

4.2.4 Diagndstico

Os pacientes que sofrem desta desordem metabdlica, apresentam valores anormais de
determinados parametros, nomeadamente, tirosina, transaminases hepéticas, metionina,
acido s-aminolevulinico, 4-hidroxifenilpiruvato, estes parametros poderiam sugerir um
diagnostico de HT1. Contudo, estas alteracOes estdo também presentes noutro tipo de
doencas hepaticas, ndo sendo portanto marcadores especificos de HT1 (Al-Dirbashi et
alii, 2006).

Dos metabolitos resultantes do metabolismo da tirosina, a succinilacetona (SA) é o que

serve de marcador especifico para a detecdo da tirosinemia tipo I. Concentracoes altas
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deste metabolito nos fluidos bioldgicos sugerem HT1. No entanto, o diagndstico
definitivo da tirosinemia tipo | sé é confirmado através de elevados niveis de SA e/ou
do seu precursor, succinilacetoacetato (SAA) (Rashed et alli, 2005).

Sendo assim, o programa de triagem neonatal basico ndo é suficiente para detetar
tirosinemia tipo 1, sendo necessario uma andlise complementar para a detecdo de
SA/SAA (Al-Dirbashi et alii, 2010; Metz et alii, 2012).

Vérios métodos de diagnostico foram testados, baseando-se nas elevadas concentragoes

de SA e SAA em fluidos bioldgicos, tanto na urina como no sangue, tais como:

Método de diluicdo isotdpica em cromatografia liquida-espectrometria de massa tandem

(LC- ME/ME). Este método utiliza amostras de urina, revelando-se especifico e

sensivel, permitindo detetar niveis baixos de SA. Pode ser considerado como um
método de diagndstico definitivo e também é valido para monitorizar os niveis de SA
apos terapéutica com 2-(2-nitro-4-trifluorometilbenzoil-1,3-ciclo-hexanodiona (NTBC)

(Rashed et alli, 2005).

Determinacdo de SA por cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC) e

derivatizacdo fluorescente. Método reprodutivel e preciso utilizando amostras de urina

(Al-Dirbashi et alii, 2006).

Determinacdo de SA por eletroforese capilar com amostras de urina, método que se

revela rapido, simples e barato (Cansever e Erim, 2005).

Método de espetrometria de tandem atémica derivatizado que tem a capacidade de

detetar amino&cidos, acilcarnitinas e SA em amostras de sangue, usando um unico
processo de extracdo. Este método revela-se eficaz, porque permite reduzir os custos do
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trabalho e o trabalho manual. A determinagdo simultanea de succilacetona, aminoacidos
e acilcarnitinas usando amostras de sangue é um avanco no diagnostico da HT1,
reduzindo os falsos negativos e falsos positivos e ndo necessitando de um teste de
confirmacéo (Al-Dirbashi et alii, 2006; Dhillon et alii, 2011).

Assim, 0 método de espetrometria de massa tandem derivatizado, apesar de se revelar o
mais caro em termos de programas de triagem neonatal, tem a vantagem de maximizar o
uso dos seus instrumentos, diminuindo o tempo de teste analitico em 85% (Zytkovicz et

alii, 2013).

4.2.5 Tratamento

Em 1950 surgiram as primeiras terapias para a HT1 revelando-se, no entanto,
ineficazes. Seguidamente surgiu o transplante de figado e, nas ultimas décadas, novas
terapias foram desenvolvidas, tais como, dieta restrita em proteinas e suplementos de
formulacBes com baixas concentracdes em tirosina, fenilalanina, metionina e nitisinona.
Em 1992 foi introduzida uma nova terapéutica que se tem revelado eficaz na maioria
dos pacientes, reduzindo consideravelmente a mortalidade e morbilidade, a terapia com

o farmaco NTBC (Imitiaz et alii 2011; Runick e Ebach 2004; Allard et alii, 2004)

4.2.5.1 2-(2-nitro-4-trifluormetilbenzoil-1,3-ciclo-hexanadiona (NTBC)

A administracdo de NTBC constitui a terapéutica padrdo h4 mais de dez anos. Antes da
descoberta desta terapia, a Unica que se revelava eficaz era o transplante hepatico.

Esta molécula pertence a um grupo de compostos usados como herbicidas, mas o NTBC
€ 0 unico utilizado na terapia de HT1. As suas formas comerciais sdo Nitisinon ou

Orfadin®, servindo também para o tratamento da alcaptonuria, uma doenga causada

27



Desordens no metabolismo dos aminoécidos

pela deficiéncia na enzima homogentisato 1,2-dioxigenase (Sander et alii, 2011;
Herebian et alii, 2009).

Este farmaco é um potente inibidor da 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase, reduzindo
assim a quantidade de metabolitos consequentes da via catabolica da tirosina. Assim, 0s
metabolitos toxicos resultantes da deficiéncia da FAH estdo em quantidade bastante
reduzida. Esta terapia € associada a uma dieta pobre em alimentos proteicos, com vista a
reduzir a quantidade de tirosina presente no organismo. Inicialmente é administrada
numa propor¢do 1-2 mg/kg dividida em trés doses diarias, sendo ajustada de acordo
com o perfil bioquimico do paciente.

O objetivo da terapéutica € diminuir a producdo de metabolitos toxicos que prejudicam
a funcdo hepatica, fazendo com que esta melhore nos doentes diagnosticados com
tirosinemia tipo |.

Os testes de monitorizacdo para avaliar a eficicia da terapéutica sdo efetuados pela
medicdo de SA excretada na urina, ou pela medicdo de tirosina e SA em amostras de

sangue (Sander et alii, 2011; Herebian et alii, 2009).

4.3 Tirosinemia tipo 11

A tirosinemia tipo Il ou sindrome de Richner-Hanhart € um EIM originado pela
deficiéncia na enzima hepética citosélica tirosina aminotransferase (TAT), enzima
participante no metabolismo da tirosina (Tsai et alii, 2006). E uma doenca autossémica
recessiva que resulta numa mutacao ao nivel do gene TAT, que codifica a enzima com
atividade reduzida ou inexistente. A principal consequéncia é a acumulagdo de tirosina
no organismo (Legarda et alii, 2011).

Entre os tipos de tirosinemia (I, Il e 1l1), o tipo Il é o que origina maior concentracdo

toxica de tirosina, sendo que os niveis caracteristicos desta desordem variam entre 370 e
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3420 uM, elevadissimos quando comparados com 0s niveis normais (<90 pM). Além
dos niveis elevados de tirosina, os seus metabolitos sdo também acumulados,
nomeadamente, o &cido 4-hidroxifenilpiruvico, o acido 4-hidroxifeniléctico e o &cido 4-
hidrofenilacético (Sgaravatti et alii, 2008). E um EIM raro, sendo a sua incidéncia

menor que 1:250000 (Bouyacoub et alii, 2013).
4.3.1 Tirosina aminotransferase (TAT)

E uma enzima interveniente no metabolismo da tirosina, promovendo 0 processo
cetogenico e gluconeogénico, quando ndo ha glucose disponivel no sangue e o
organismo necessita de energia. No metabolismo, esta é responsavel pela reacdo de
transaminacdo da tirosina que é convertida 4-hidroxifenilpiruvato com a transformacao
do a-cetoglutarato a glutamato, como ilustra a figura 8 (Peragon et alii, 2009; Peragon,
Higuera e Lupiafez, 2010).

A enzima é codificada pelo gene TAT que se situa no cromossoma 16922, codificando

este gene enzimas de 454 aminacidos (Macsai et alii, 2001).

Fenilalanina «—— Proteinas

Proteinas
Tirosina — Melanina
Neurotransmissores
Tirosina aminotransferase
p- OH-fenilacetato

p-OH-fenilpiruvato/

p-OH-fenilactato

Fumarato + acetoacetato

Figura 8. Interrupg¢do da via metabdlica da tirosina associada & desordem tipo Il (adaptado de
Scott, 2006).
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4.3.2 Aspetos clinicos

Esta desordem afeta essencialmente os olhos, a pele e o sistema nervoso central
(Sgaravatti et alii, 2008). Os sintomas associados a pele e aos olhos devem-se a
acumulacdo de particulas de cristais de tirosina que resultam na formacdo de um
processo inflamatorio (Macsai et alii, 2001).

A nivel ocular verifica-se epifora, fotofobia ou blefaroespasmo. Aspeto opaco da
coérnea, presenca de lesdes pseudodendriticas bilaterais, Ulceras dendriticas, placas
corneais ou conjuntivais sdo sinais relevantes indicativos da patologia. Os sintomas
podem ser remissivos e podem ocorrer recidivas. Estes sintomas podem ser
independentes das outras manifestacfes clinicas (sistema nervoso ou pele), por isso
muitas vezes 0s pacientes sdo tratados para as queratites provocadas pelo virus de
herpes simplex, mas como as terapias ndo sdo eficazes no tratamento das lesbes
bilaterais, surge entdo a possibilidade dum caso de tirosinemia tipo Il (Macsai et alii,
2001).

As manifestacOes a nivel cutdneo ocorrem ap06s 0 primeiro ano de vida, mas também se
podem iniciar no primeiro més, consistindo em dor progressiva, sem prurido, e placas
hiperqueratoésicas nas palmas da méos e dos pés e muitas vezes associadas a hiperidrose
(Charfeddine et alii, 2006).

A nivel do sistema nervoso central, as manifesta¢cdes variam, incluindo atraso mental,
microcefalia com diminuicdo da inteligéncia, nistagmos, tremores, ataxia, deficiéncia a
nivel da fala, convulsdes, entre outros. A nivel neurotoxologico, ocorrem astrocitomas e
problemas na mieniliza¢do. A evolucdo dos sintomas a nivel do sistema nervoso central,
central, pode ocorrer devido ao facto de ndo ter havido um tratamento precoce do

disturbio (Sgaravatti et alii, 2008; Culic et alii, 2011).
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4.3.3 Diagnostico

O diagnostico baseia-se na presenca dos sintomas e na medicdo dos parametros
bioquimicos, nomeadamente, os niveis altos de tirosina no plasma e acidos fenolicos na
urina e também numa analise gendmica (Legarda et alii, 2011).

A tirosinemia tipo Il pode ser detetada no programa de triagem neonatal, no entanto, o
teste ndo é muito frequente porque a doenca é rara, mas caso ndo seja diagnosticada
pode acarretar consequéncias graves (Tsai et alii, 2006).

Os pacientes podem apresentar sintomas a nivel oftdlmico, cabendo ao oftalmologista
analisar a probabilidade da presenca de tirosinemia tipo Il e aconselhar um diagnéstico
0 mais rapido possivel (Macsai et alii, 2001).

E dificil para os oftalmologistas e dermatologistas confirmar de imediato uma
tirosinemia tipo Il, porque as lesdes podem indicar variadas patologias. Por exemplo, as
lesbes a nivel oftalmico podem indicar queratites virais, tal como referido
anteriormente. Além disso, o diagndstico da tirosinemia ndo é definitivo até ao
aparecimento de lesdes a nivel cutaneo.

De um modo geral, o diagnostico para a tirosinemia tipo 11 baseia-se em elevados niveis
de tirosina no sangue e elevados niveis de &cido 4-hidroxifendlico na urina, sendo
também muito importante ter em conta os niveis dos metabolitos da tirosina. Para o
auxilio do diagnostico € igualmente importante a analise molecular do genoma para
detetar a mutacéo a nivel do gene TAT. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € um
dos métodos que pode ser utilizado para analise molecular (Bouyacoub et alii, 2013).
Um diagnostico positivo para a tirosinemia tipo 1l é caracterizado por niveis normais
doutros amino&cidos, como a metionina e a fenilalanina. Ha uma maior excre¢do na
urina de p-hidroxifenilpiruvato, p-hidroxifenilactato e p-hidroxifenilacetato, assim

como de pequenas quantidades de N-acetiltirosina e 4-tiramina (Scott, 2006).
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4.3.4 Tratamento

O melhor tratamento comeca com uma detecdo precoce da doenca. Geralmente
compreende uma dieta restrita em proteinas, nomeadamente tirosina e fenilalanina, em
associacdo com suplementos formulados com aminoacidos. Com este procedimento ha
uma regressao considerdvel dos sintomas associados a desordem, tanto a nivel
oftalmico, como cutaneo e ao nivel do sistema nervoso central. Com a dieta e a
suplementacdo com férmulas de aminoacidos, os niveis de tirosina no plasma baixam
para valores inferiores a 600 uM (Culic et alii, 2011; Scott, 2006).

A administracdo oral de retin6ides melhora os problemas cutaneos, mas esta terapia ndo
interfere na descida dos niveis de tirosina no plasma. A administracdo de treonina

melhora as lesGes a nivel ocular (Macsai et alli, 2001).

4.4. Deficiéncia na metionina adenosiltransferase

A hipermetioninemia € um erro inato do metabolismo caracterizado pela deficiéncia na
enzima metionina adenosiltransferase (MAT). A doenca foi descoberta em 1974 (Couce
et alii, 2013). A hipermetioninemia é estabelecida quando os niveis de metionina de
plasma se encontram em valores considerados anormais, entre 48 e 56 pmol/L. Muitas
vezes, o distlrbio é descoberto quando se faz o diagnostico para a homocistiniria
(Hirabayashi et alii, 2013).

Existem trés formas de disturbio: deficiéncia na MAT-I, MAT-Il e MAT IlI. MAT | e
I11 sdo codificadas pelo mesmo gene MATIA, correspondendo as formas tetraméricas e
diméricas duma unica subunidade al, respetivamente. Este gene é expresso apenas em
células hepaticas maduras. O MAT2A, gene que codifica a forma MAT II, é expresso

em todos os tecidos.
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A hipermetioninemia pode dever-se a fatores genéticos, a nivel de mutagdes ocorridas
no genes ou de fatores ndo genéticos, tais como doenca hepatica, dieta abundante em

metionina, baixo peso a nascenca ou prematuridade (Furujo et alii, 2012).

4.4.1 Via metabdlica envolvida

O metabolismo da metionina e da homocisteina, representado na figura 9, co-ativa a
transferéncia do grupo metilo da seguinte forma: inicia com a entrada de um grupo
contendo um carbono central derivado da oxidagdo da serina; este carbono liga-se ao
tetra-hidrofolato sendo reduzido a 5,10-metilenotetra-hidrofolato e depois a 5-
metiltetra-hidrofolato. Este ultimo transfere o seu grupo metilo para a homocisteina
formando a metionina. O Gltimo passo para a formacdo da metionina requer a enzima
metionina sintase, dependente da cobalamina. A oxidacdo da betaina pela enzima
betaina-homocisteina metiltransferase origina o segundo grupo metilo. Seguidamente, a
metionina é ativada a S-adenosilmetionina, reacdo catalisada pelas MAT I/I1l. Através
da transmetilacdo é formada a adenosil-homocisteina, a qual é de seguida quebrada,
regenerando a homocisteina, que volta a entrar no ciclo. A homocisteina é condensada
com a serina para formar a cistationina, reacdo catalisada pela cistationina p-sintase e
dependente de piridoxal fosfato.

O metabolismo alternativo ocorre quando as concentra¢bes da metionina no plasma
atingem 300 uM, resultando numa reacdo de transaminacdo que forma 4-metiltio-3-

oxobutirato e sulfito de dimetilo (Furujo et alii, 2012).
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4.4.2 Metionina adenosiltransferase

A MAT é uma enzima que catalisa um passo importante na via metabdlica da
metionina. Esta envolvida na transferéncia do grupo adenosilo do ATP para a metionina
para formar S-adenosilmetionina (SAM) e tripolifosfato, sendo seguidamente

hidrolisado (Chamberlin et alii, 2000).

Glicina

Glicina N-metiltransfrase
S-adenosilmetionina

Sarcosina

Proteina Metionina adenosil transferase

Metionina S-adenosil-homocisteina
Dimetilglicina
Betaina

Tetra-hidrofolato Homocisteina

lCistaIioniﬂa P-sintase

S-adenosil-homocisteina hidrolase

S-metiltetra-hidrofolato
Cistationina
Homocistina l

Cisteina

Sulfato

Figura 9. Metabolismo da metionina, S-adenosilmetionina, homocisteina, cistationina e compostos

relacionados (retirado de Hirabayashi et alii, 2013).

4.4.3 S-adenosilmetionina

A S-adenosilmetionina (SAM) é uma molécula distribuida nos tecidos e fluidos
biologicos do organismo. E sintetizada naturalmente pelo organismo durante o
metabolismo da metionina a cisteina, taurina, glutationa e outros compostos poliamina
na presenca da metionina adenosiltransferase e ATP. A atividade enzimatica ocorre
maioritariamente no figado, que utiliza mais de 70 % da metionina da dieta, apesar da

sintese da S-adenosilmetionina ocorrer em todas as células. Esta sintese esta ligada ao
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metabolismo do folato e da cobalamina, sendo a principal fun¢do da SAM doar o grupo
metilo a varias moléculas, tais como catecolaminas, fosfolipidos membranares, acidos

gordos, acidos nucleicos, porfirinas, carnitina, colina e creatinina (Strous et alii, 2009).

4.4.4 Aspetos clinicos

Na maior parte dos casos, ndo existem sintomas clinicos associados a doenca, podendo
considerar que esta é relativamente benigna. Contudo, para casos sintomaticos ocorrem
problemas a nivel do sistema nervoso central, como a sua desmielinizacdo e outros
problemas a nivel neuroldgico. Estes sintomas sdo detetados no inicio da infancia ou
posteriormente. A respiracdo, o suor e a urina podem ter o odor modificado devido ao
metabolismo alternativo da metionina que se inicia em concentragdes superiores a 300-
350 uM no plasma, formando sulfito de dimetilo. Nos casos severos da doenca, a
homocisteina estd também a niveis elevados. Em estudos ja efetuados foram detetados,
para além de problemas neurol6gicos associados a desmielinizagdo do sistema nervoso
central e deficiéncia intelectual, danos hepaticos (Furujo et alii, 2012; Hirabayashi et

alii, 2013;Couce et alii, 2013).

4.4.5 Diagnostico

O diagndstico é feito nos primeiros dias de vida (Couce et alii, 2013). Comeca pela
detecdo de niveis altos de metionina no plasma, que pode ser feita espetrometria de
massa tandem. Um diagndstico sugestivo de deficiéncia em MAT I/111 apresenta niveis
altos de metionina no plasma e ndo muito altos de homocisteina (Furujo et alii, 2012).

Niveis altos de metionina podem ser sugestivos de mais do que uma patologia, como ja

referido anteriormente. Para se excluirem outras causas de hipermetioninemia as
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condicBes genéticas a testar sdo homocistindria, devido & deficiéncia na enzima
cistationina-pB-sintase, deficiéncia na enzima glicina-N-metiltransferase, deficiéncia na
enzima S-adenosil-homocisteina hidrolase, deficiéncia em citrulina e deficiéncia na
enzima fumarilacetoacetato hidrolase. Os metodos cromatograficos sdo 6timos para
detetar metionia e seus aminoacidos. Um caso severo de deficiéncia de MAT apresenta
para além de niveis elevados de metionina, niveis elevados de homocisteina, com
valores acima dos 59 uM, logo pode ser confundido com um diagnéstico de
homocistindria, sendo necessario analisar cuidadosamente os resultados.

Uma ressonancia magnética ao cérebro avalia o grau de severidade da desmielinizacéo e
também a resposta ao tratamento nos casos em que existe sintomatologia associada

(Furujo et alii, 2012).

4.4.6 Tratamento

Quando é efetuado o diagndstico no recém-nascido e é detetado o EIM, mas esta
presente numa forma assintomatica, ndo ha necessidade da aplicacdo de tratamento,
sendo, no entanto, necessario supervisionar constantemente os niveis de metionina e
intervir sempre que necessario. No caso de formas severas da doenca com sintomas a
nivel neurol6gico devido a deficiéncia na MAT, é necessario implementar tratamento,
tendo como hipdteses a administracdo de S-adenosilmetionina dissulfato tosilato numa
dose de 400 a 800 mg duas vezes ao dia, restaurando uma mielinizagdo normal (Furujo
et alii, 2012).

Desde que os problemas neurotoxicos se verifiguem apenas com 0 aumento da
concentra¢do de metionina, uma dieta restrita neste aminoacido pode também ser uma
estratégia para a terapéutica. No entanto, visto que ndo h& ingestdo de metionina,

também ndo ocorre sintese de SAM, o que pode prejudicar outros processos
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metabdlicos. Além disso, ha casos com uma evolucdo favoravel dos sintomas sem

recursor a restricao dietética (Furujo et alii, 2012).

4.4.6.1 Suplemetacdo com S-adenosilmetionina (SAM)

Como visto anteriormente, a suplementacdo com SAM melhora os sintomas associados
a desordem, nomeadamente a desmielinizacdo a nivel do sistema nervoso central. No
entanto, este composto na forma exdgena revela-se relativamente instavel, sendo
portanto necessario corrigir esta desvantagem. Para tal, foram desenvolvidas
formulagGes com vista a estabilizar o composto. Estas contém sais estaveis de S-
adenosilmetionina, como tisolato e dissulfato (STD) ou 1,4-butanodissulfonato (Yang et

alii, 2009).

4.5 Homocistinuria

A homocistinaria (HCU) , é um erro inato de metabolismo, descoberto por Field et alii
em 1962 com uma incidéncia de 1 caso a cada 300000 nascimentos, aproximadamente
(Yung-Hsiu et alii, 2012). E uma doenca autossoémica recessiva, existindo trés tipos, de

acordo com a deficiéncia da enzima.

e Tipo I- Deficiéncia na cistationina fB-sintase (CBS) e do cofactor piridoxina
(Vitamina Bg);

e Tipo II- Deficiéncia da enzima tetra-hidrofolato metiltransferase;

e Tipo IllI- Deficiéncia na enzima tetra-hidrofolato redutase (Yamada et alii,

2005).
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O tipo mais comum da doenga € o I, que causa acumulacdo de concentracdes toxicas de
homocisteina, que é excretada na urina, e homocisteina total (homocisteina e seus
derivados dissulfito) e de L-metionina no sangue (Yamasaki-Yashiki, Tachibana e
Asano, 2012).

A elevacdo das concentragdes de homocisteina sdo normalmente acompanhadas pelo

aumento das concentracdes de metionina (Skovby et alii, 2010)

4.5.1 Homocisteina (Hcy)

A homocisteina é um aminoacido ndo essencial produzido a partir da desmetilacdo da
metionina. A Hcy pode voltar a ser metilada a metionina, reacdo catalisada pela enzima
metionina sintase e o cofator vitamina B12, sendo o 5-metiltetra-hidrofolato o dador do
grupo metilo. A Hcy pode também ser convertida em cisteina, reacdo catalisada pelas
enzimas cistationina B-sintase e cistationinase, necessitando estas do cofator vitamina
B6. Outra forma de remover a Hcy é converté-la em S-adenosil-homocisteina (SAH),
sendo esta reacdo catalisada pela enzima SAH-hidrolase e favorecida com o0 aumento da
formagéo de SAH se houver aumento das concentracfes de Hcy, como se pode verificar
na figura 10 (Obeid e Herrmann, 2009).

A concentracdo de homocisteina no plasma normalmente varia entre 5 ¢ 15 puM.
Concentragbes superiores sdo consideradas anormais, levando a suspeitar de
deficiéncias nas enzimas intervenientes no processo metabolico da homocisteina ou nos
cofatores (vitaminas Bg e B12 e folatos). Algumas doencas, como por exemplo, falha
renal crénica, anemia, hipotiroidismo, diabetes, entre outras, também podem ser causa
de elevadas concentra¢fes de homocisteina no plasma, assim como alguma medicacéo

(fenitoina, carbamazepina), fatores fisiologicos (idade ou sexo) ou estilo de vida (fumo,

38



Desordens no metabolismo dos aminoécidos

alcool, café). O disturbio é considerado moderado se as concentracdes estiverem entre

15 e 30 uM, intermédio entre 30 e 100 uM e grave se >100 uM (Ducros et alii, 2002).
4.5.2 Cistationina p-sintase

E uma enzima dependente de piridoxal fosfato que intervém na transulfuracéo, processo
que consiste na condensacdo da homocisteina e serina para originar a cistationina, que é
convertida posteriormente em cisteina pela enzima cistationina y-liase. No entanto,

quando ocorrem mutagdes no gene que codifica esta enzima, ela torna-se deficiente néo

ocorrendo o processo de transulfuracdo (Casique et alii, 2013; Maclean et alii, 2012).

Tetra-hidrofolato metionina
(THF) \
S-adenosilmetionia
S-adenosil homacisteina

N;s.N,, metileno- vitamina B, —— Metilcobalamina X

THF redutase K
\ N5 -metileno-THF

Figura 10. Via metabdlica da homocisteina (retirado de Yamada et alii, 2005).

homocisteina
1 cistationina sintetase
x vitamina B6

|

cistationina

4.5.3 Aspetos clinicos

Sao varios os sintomas associados a doenca, atingindo principalmente o olho, o

esqueleto, o sistema vascular e o sistema nervoso central. A nivel oftalmico, as
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principais patologias envolvidas sdo a miopia grave e a ectopia do cristalino. Além
destas, podem ocorrer osteoporose, esclerose ou habito marfandide, podendo a doenca
também levar a arterioesclerose prematura, tromboembolismo, atraso mental,
convulsdes e disturbios psiquiatricos (Yung-Hsiu et alii, 2012).

Os sintomas associados ao sistema nervoso central sdo caracteristicos da HCU tipo IlI,
ou seja, a deficiéncia na enzima tetra-hidrofolato redutase, devido a altas concentracdes

de metionina e de homocisteina ( Yamada et alii, 2005).

4.5.4 Diagnostico

O diagnoéstico do programa de triagem neonatal é efetuado através da medicdo dos
niveis de homocisteina ou metionina (L-Met) no sangue. Varios métodos de detecao
foram ja utilizados, tais como imunoensaios, cromatografia liquida de alta resolugéo,
espetrofotometria de massa tandem, ensaio enzimatico em microplacas (Yamasaki-
Yashiki, Tashibano e Asano, 2012).

Os niveis de L-Met podem ser determinados diretamente, sem precisar de derivatizacao.
No entanto, no caso da Hcy é necessario um processo mais complexo, que pode incluir
reducdo quimica, derivatizacdo e desproteinizacdo, uma vez que a homocisteina existe
em diferentes formas (livre, dissulfidica ou ligada a proteinas). O método enziméatico em
microplacas tem sido o0 mais usado, visto ser simples e barato, carecendo no entanto de
precisdo. A HPLC é um bom método para o diagnéstico da HCU, todavia tera de ser
associado a uma derivatizacdo para melhor seletividade e sensibilidade. A
espetrofotometria de massa tandem é o melhor método, visto ser o0 mais rentavel, mas
acarreta elevados custos na quantificacdo de L-Met. Como os valores de metionina e
galactose s@o elevados em recém-nascidos com galactosemia, esta pode ser confundida

com a HCU, se se utilizar a L-Met como marcador, sendo por isso necessario
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desenvolver um método de diagnéstico especifico para homocistinuria (Lee et alii,

2012).

4.5.5 Tratamento

O tratamento geral da homocistinaria consiste numa dieta restrita em metionina e em
suplementacdo com vitamina B6 (piridoxina). No caso de doentes que nao respondem a
terapia com B6, a administracdo de betaina é uma solucgdo (Casique et alii, 2013).

A betaina funciona como um doador do grupo metilo na reacdo de metilacdo da
homocisteina a metionina, reacao essa que ocorre quase exclusivamente no figado e que
é catalisada pela betaina e homocisteina S-metiltransferase.

O tratamento utilizado costuma ser eficaz, apresentado, no entanto, algumas
desvantagens. A dieta restrita em metionina € dificil de ser mantida, especialmente nos
individuos que ja tinham experimentado uma alimentacdo normal e a quem sO depois
foi diagnosticada a doenca. Com o uso de betaina, foram ja registados casos de edema
cerebral. Devido a relativa raridade deste EIM, os custos associados a manipulacdo da
betaina sdo elevados. De modo a reduzir a restricao dietética de betaina e 0s seus custos

elevados, uma nova formulacéo esta a ser estudada (Maclean et alii, 2012).

4.6 Doenca da urina de xarope de bordo

A doenca da urina de xarope de bordo (MSUD) ou leucinose é uma doenca autossémica
hereditaria originada pelo defeito na atividade de um complexo enzimatico, o a-
cetodcido desidrogenase de cadeia ramificada (BCKD). Este facto tem como
consequéncia a acumulacdo de aminoacidos de cadeia ramificado como a leucina (leu),

a isoleucina (ile) e a valina (val) e os correspondentes a-cetoacidos de cadeia ramificada
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nas células e fluidos bioldgicos, levando a neurotoxicidade e doencga progressiva
neurodegenerativa (Yang et alii, 2012).

Em 1954, Menkes, Hurst e Graig detetaram cetoacidose com progressiva deterioragdo
neuroldgica e um odor suspeito (semelhante a xarope de acer) em quatro pacientes
recém-nascidos. Estima-se que a incidéncia mundial da doenca é superior a 1:185000
recém-nascido (Puckett et alii, 2010; Quental et alii, 2010).

A doenca pode ser dividida em quarto formas dependendo do nivel de atividade do
complexo enzimatico BCKD. A forma classica caracteriza-se por ter menos de 2% da
atividade enzimatica normal, a intermediaria tem entre 3% a 8%, a forma intermitente
com atividade enzimatica entre 8% e 15% do normal e, por fim, a forma associada ao
tratamento com tiamina (administrando elevadas doses de tiamina, a atividade
enzimatica atinge niveis perto da normalidade, atenuando assim os sintomas associados
a doenca).

A forma classica é a mais severa, manifestando-se logo nas primeiras semana de vida
através de crises metabdlicas, podendo levar a morte, caso ndo seja tratada. A maioria
dos pacientes padece desta forma (Sener, 2007; Puckett et alii, 2010; Quental et alii,

2010; Yang et alii, 2012).

4.6.1 Aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) - leucina, isoleucina e valina

Os amino&cidos de cadeia ramificada, nomeadamente, leucina, isoleucina e valina
desempenham variadas fungdes no organismo. S8 componentes das proteinas, muito
importantes na funcgdo celular, exercendo a leucina a maior influéncia. Esta regula a
sintese de proteinas no musculo esquelético e no tecido adiposo, além do catabolismo
deste aminoacido nas células B-pancreaticas estimular a libertacdo de insulina, o que

origina 0 aumento da glucose no sangue. Os BCAA atravessam a barreira
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hematoencefalica mais facilmente que outros aminoéacidos, sendo a principal fonte de
azoto na formacdo do neurotransmissor glutamato no tecido cerebral. A sua
concentracdo na célula é regulada através da dieta, autofagia das proteinas celulares e
degradacéo. Para além disto, o catabolismo é controlado pela atividade do complexo a-
cetoacido desidrogenase de cadeia ramificada, que se encontra na mitocdndria de todas

as células (Nellis et alii, 2003).

4.6.2 Complexo enzimatico a-cetoacido desidrogenase de cadeia ramificada

(BCKD)

A MSUD é predominantemente causada por mutacfes nos genes BCKDHA, BCKDHB
e DBT, que codificam, respetivamente, as subunidades E1, E2 e E3 do complexo
BCKD. Este complexo enzimatico é organizado a volta duma unidade cubica com 24
subunidades de di-hidrolipoil transacilase (E2), que é completada por mdltiplas cdpias
de o-cetoacido descarboxilase de cadeia ramificada (E1), di-hidroxilipoamida
desidrogenase (E3), BCKD cinase e BCKD fosfatase. O componente E1 necessita do
cofator tiamina pirofosfato. As mutagdes podem ocorrer em qualquer um dos genes que
codificam as subunidades do complexo, originado assim os varios tipos de disturbio:
tipo la com origem na mutagdo da subunidade Ela, tipo IIb relacionado com a
subunidade E1p, tipo I com a subunidade E2 e tipo Ill com a subunidade E3. Esta
ultima subunidade é também partilhada pelos complexos piruvato e a-cetoglutarato
desidrogenase, o que implica que mutagdes no gene que codifica esta unidade, alteram a

funcgéo de outras enzimas (Yang et alii, 2012).
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4.6.3 Via metabdlica relativo ao distturbio

Ocorrendo mutagdo ao nivel do complexo enzimatico, este perde a sua atividade. Tal
vai fazer com que ndo haja oxidacdo dos &cidos a-cetoisocaproico, a-ceto-p-
metilvalérico e o-cetoisovalérico, levando a acumulacdo dos seus metabolitos, dos
hidroxiderivados, tais como éacido o-hidroxisocaproico (HIC), a-hidroxi-B-metil-n-
valérico (HMV) e acido o-hidroxisovalérico (HIV) e 0s seus precursores, que Sao

respetivamente leucina, isoleucina e valina (Vasques, Brinco e Wajner, 2005).

4.6.4 Aspetos clinicos

Com a acumulacdo dos metabolitos a niveis toxicos, surgem varias complicacdes
subsequentes. A forma classica manifesta-se nos primeiros dias de vida, apresentando
sintomas como falta de apetite, letargia, tom de pele anormal, convuls@es e cetoacidose.
Caso ndo se inicie um tratamento a base de destoxificacdo e/ou adaptacdo duma formula
livre de BCAA, o paciente pode ficar com danos cerebrais irreversiveis.

As formas intermitente e intermediaria apresentam outros sintomas. A intermediaria
caracteriza-se sobretudo por atraso no desenvolvimento, sendo os niveis elevados de
BCAA persistentes. Na forma intermitente, o crescimento e desenvolvimento sdo
normais, mas quando a doenca se manifesta € sob a forma de ataxia e cetoacidose,
sendo que as alteracfes bioguimicas se verificam apenas nestes episddios (Puckett et

alii, 2010)
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4.6.5 Diagnostico

O diagnostico para este disturbio baseia-se na medicdo dos niveis de leucina no plasma,
constituindo niveis anormais quando os valores sao maiores que 140 uM (Nellis et alii,
2003). O primeiro método de diagndstico foi o ensaio de inibicdo bacteriana para
medicéo da leucina. Com a evolucado da ciéncia, em 1995, foi estipulado o método de
espetrometria de massa tandem, permitindo este detetar os niveis de leucina e valina a
partir de amostras de sangue. Como ja referido anteriormente, o0 método é sensivel e
especifico, ndo permitindo, no entanto, diferenciar os aminoacidos isobaricos entre si e
da hidroxiprolina.

O uso de espetrometria de massa no programa de triagem neonatal é bom para
identificar doentes que sofrem da forma classica da doenca da urina de xarope de bordo,
permitindo assim iniciar o tratamento o mais precocemente possivel. Todavia, este

método nado deteta as outras formas da doenca (Puckett et alii, 2010).

4.6.6 Tratamento

ConcentracGes muito elevadas de BCAA e dos correspondentes a-cetoacidos de cadeia
ramificada (BCKA) necessitam de medidas urgentes para baixar drasticamente os niveis
de leucina no plasma, que consistem em transfusdes de sangue repetidas, hemodialise e
hemofiltracdo. No entanto, estes métodos sdo perigosos e caros, além disso de
necessitarem de maiores cuidados e da hospitalizagéo do paciente (Heldt et alii, 2005).

Normalmente o tratamento base consiste numa dieta restrita, a semelhanca do que se
tem vindo a constatar para outras desordens. Neste caso, 0s aminoacidos a retirar da
dieta séo leucina, valina e isoleucina. No entanto, o problema geral da restricdo dietética

é ndo ser corretamente seguida, causando crises metabdlicas e deterioracdo neuroldgica.
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Por vezes, mesmo com a dieta adequada verificam-se casos de descompensacao
metabolica (Nellis et alii, 2003; Skvorak et alii, 2013).

Uma alternativa a dieta € o transplante de figado ortotdpico, sendo este contudo um
método invasivo, caro e que requer imunossupressores. Além disso, os Orgdos para
transplante tém um tempo de vida mais curto e também é necesséario o figado ser
compativel com o organismo em questdo, pois caso contrario ocorrera a rejeicdo do
novo 6rgdo. Em alternativa ao transplante ortotopico, ha o transplante de hepatdcitos,

método que se revela mais barato e menos complicado (Skvorak et alii, 2013).
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IIl. CONCLUSAO

O estudo do genoma permitiu a descoberta da origem de indmeras doencas e
caracteristicas do ser humano, abrindo uma nova area de estudo. Gragas a Garrod,
Beadle e Tatum foi descoberto que a origem de muitas doencas provinha de mutacoes
nos genes codificadores de enzimas, sendo estas designadas por erros inatos do
metabolismo.

A suspeita dum erro inato de metabolismo comeca quando ha alteracdes do equilibrio
bioquimico duma crianca, por vezes perfeitamente normal a nascenca, evoluindo
posteriormente o processo para uma analise minuciosa de confirmacdo. Os erros inatos
de metabolismo tém associados sintomas e consequéncias graves, que incluem
problemas a nivel do sistema nervoso central, sistema respiratorio, digestivo, entre
outros. Estes sintomas podem surgir precocemente (dias apds o nascimento) ou mais
tardiamente (na infancia). Assim que se detete um erro inato de metabolismo, é muito
importante seguir um tratamento adequado, de modo a minimizar ou eliminar o0s
sintomas (sempre que possivel). Portanto torna-se crucial a sua rapida detecdo e o inicio
do tratamento com a maior brevidade possivel.

Em Portugal, os erros inatos do metabolismo estdo inseridos num programa de triagem
neonatal, chamado vulgarmente “teste do pezinho”. Atualmente, a espectrometria de
massa tandem é o método de anélise mais utilizado, tanto em Portugal como noutros
paises, visto ser rapido, sensivel, requerer pouca mao-de-obra, permitir detetar varias
doencgas simultaneamente e, alem disso, produzir poucos falsos positivos.

Os erros inatos de metabolismo compreendem variadas vias, sendo que neste trabalho
de dissertacdo foram abordados os disturbios no metabolismo dos aminoéacidos,
nomeadamente as desordens mais frequentes em Portugal, concluindo-se que, & excegdo

da tirosinemia tipo 1, sdo também os mais frequentes no mundo.

47



Desordens no metabolismo dos aminoécidos

Relativamente as doencas abordadas, algumas envolvem uma via alternativa, levando a
acumulacao de metabolitos toxicos e sdo classificadas como grave, moderada ou ligeira,
de acordo com as concentracfes de metabolitos toxicos ou de acordo com a enzima
deficiente na via metabdlica de cada aminoacido, originando entdo os sintomas
associados a cada uma. A consequéncia mais frequente entre estas doencas sdo 0s
problemas a nivel do sistema nervoso central, nomeadamente, 0 atraso no
desenvolvimento.

Algumas doencas sdo detetadas pelo programa de triagem neonatal, no entanto, outras
sdo mais especificas, necessitando da detecdo de determinados metabolitos, o que exige
um diagndstico complementar.

O tratamento destas desordens assenta, geralmente, numa dieta restrita no aminoécido
em cuja via metabdlica ha deficiéncia enzimatica e numa suplementacdo de proteina.
No entanto, a dieta restritiva tem efeitos secundarios associados a falta de proteina.
Contudo, existem alternativas, designadamente, terapia farmacoldgica, terapia de
substituicdo enzimatica, transplante, entre outros.

Tem-se verificado uma evolucdo constante e favoravel em todos os aspetos, no que diz
respeito aos erros inatos do metabolismo, nomeadamente a nivel do esclarecimento do
mecanismo patoldgico, da dete¢do atempada da desordem e do tratamento associado, 0
que tem vindo a permitir melhorar a qualidade de vida de todos aqueles que padecem de

um erro inato de metabolismo.
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