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RESUMO

Afenilcetondria representa o erro do metabolismo dos aminoécidos mais comum na populacdo caucasiana, atingindo
1/10.000 nascimentos. Esta doencga, de transmissdo autossoémica recessiva, resulta da deficiéncia em fenilalanina
hidroxilase ou de erros no metabolismo da tetrahidrobiopterina.

\

O diagnostico precoce é extremamente importante, pois dele depende o tratamento que consiste na restricdo
alimentar de fenilalanina e proteinas naturais. Quando néo tratada pode resultar em complicacdes neurolégicas ir-
reversiveis.

PALAVRAS-CHAVE: fenilalanina; fenilalanina hidroxilase; fenilcetonuria; diagnéstico; tratamento.

ABSTRACT
Phenylketonuria represents the most common defect of aminoacid metabolism in Caucasian population, with a
prevalence of 1/10.000 births. This disease, with autossomic recessive transmission, results from phenylalanine
hydroxylase deficiency or defects on tetrahydrobiopterin metabolism.

The early diagnosis is extremely important, since it will influence treatment, which consists of phenylalanine and
natural proteins intake restriction. If not treated, it may lead to irreversible neurological complications.

KEY-WORDS: phenylalanine; phenylalanine hydroxylase; phenylketonuria; diagnosis; treatment.
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1.INTRODUCAO

A fenilcetonuria (PKU) é uma desordem do metabolismo dos aminoacidos causada, na maioria dos
casos, pela deficiente actividade da enzima hepatica, fenilalanina hidroxilase (PAH) (National Institutes
of Health Consensus Development Panel, 2001; Rupp A et al, 2001). Nestas condicdes, a fenilalanina é
incapaz de se converter em tirosina, sendo o seu excesso convertido, através de vias metabdlicas secun-
ddrias, em fenilpiruvato que se acumula no sangue e noutros tecidos, levando a danos irreversiveis no
sistema nervoso central (Zschocke J, 2003).

A doenga constitui uma forma de hiperfenilalaninemia (HPA) persistente (Guldberg P et al, 1998; Natio-
nal Institutes of Health Consensus Development Panel, 2001).

O seu tratamento é dificil de implementar e consiste numa dieta com restricao de fenilalanina durante
toda a vida. Quando ndo tratada, a PKU apresenta-se como uma doenga lentamente progressiva, com
graves efeitos ao nivel do desenvolvimento cognitivo (Matalon KM, 2001).

Uma pequena percentagem dos casos de PKU é originada por defeitos no metabolismo da tetrahidro-
biopterina (BH4) (Zurflu MR et al., 2008).

2. MARCOS IMPORTANTES NA HISTORIA DA FENILCETONURIA

Em 1934 Asbjorn Folling recebeu no seu laboratério amostras de urina de dois irmaos com atraso mental
e um odor corporal estranho, conseguindo relacionar o atraso mental caracteristico da doenca, com um
erro congénito do metabolismo. Designou a condicdo de “oligofrenia fenilpirdvica’, devido a substancia
encontrada nas amostras de urina, o 4cido fenilpirivico. Anos mais tarde foi renomeada fenilcetondria
(Centerwall SA e Centerwall WR, 2000; Scriver CR, 2007).

Em 1935 foi determinado o tipo de heranca autossémica recessiva, e cerca de 20 anos mais tarde, de-
monstrou-se que a actividade hepdtica da PAH estava deficiente em doentes fenilcetondricos (Scriver
CR, 2007).

Ainda na década de 50, constatou-se que uma alimentagdo com restricao de fenilalanina promovia
uma marcada reducdo na concentracdo plasmatica de fenilalanina e melhorias a nivel comportamental
(Centerwall SA e Centerwall WR, 2000; Levy HL, 1999).

Guthrie desenvolveu em 1961 um teste laboratorial simples de rastreio do nivel de fenilalanina plasmati-
ca, o teste de inibicdo bacteriana de Guthrie (Matalon KM, 2001). Nos anos 70, os programas de triagem
neonatal da fenilcetonuria eram rotina na maioria dos paises desenvolvidos (Levy HL, 1999). Por essa al-
tura, foram identificados individuos com desordens na sintese ou regeneracdo da tetrahidrobiopterina,
uma condicdo estranha chamada HPA maligna (Centerwall SA e Centerwall WR, 2000).

Nos anos 80, o gene codificante da PAH foi localizado no cromossoma 12. Na década de 90, foram da-
dos avangos na compreensao molecular da fenilcetonuria possibilitando o desenvolvimento de novas
terapéuticas (Matalon KM, 2001).



3.METABOLISMO DA FENILALANINA

A fenilalanina é um aminodcido aromético essencial, metabolizado principalmente, no figado. A fenila-
lanina que ndo é necesséria para o anabolismo proteico, é hidroxilada a tirosina, pela fenilalanina hidro-
xilase. Esta, tem uma estrutura quaternaria, possuindo quatro cadeias polipeptidicas, cada uma ligada a
um dtomo de ferro, que liga oxigénio, de modo a formar tirosina (Murray RK et al., 1996).

Para a conversao de fenilalanina a tirosina, a enzima requer a presenca do cofactor tetrahidrobiopterina.
Quando a tirosina se forma, a BH4 € oxidada a dihidropteridina quinoide (GBH.) que, por sua vez, ¢ redu-
zida pela dihidropteridina redutase (DHPR), sendo a fenilalanina hidroxilase activada novamente (Figura
1). Pelo facto de 70 a 90% da fenilalanina ser, normalmente, convertida em tirosina, esta passa a ser um
aminodcido essencial em individuos com PKU (Zschocke J, 2003).

NADP* NADP+H*
>E<
Tetrahydro- Dihydro-
biopterin biopterin

A
BOL

L-Phenylalanine L-Tyrosine

~
N CN-CH-CH,
OH | |
OH-OH
Tetrahydrobiopterin

Figura 1. Hidroxilagao da fenilalanina, na qual estdo envolvidas duas reacgoes enziméticas: | - redugéo de O, a H O e de fenilalanina a
tirosina; Il - reducao de dihidrobiopterina pelo NADPH. (Adaptada de Murray RK et al., (1996).

Esta reaccao encontra-se deficiente ou ausente nos fenilcetonuricos. Consequentemente, a concentra-
¢do plasmatica de fenilalanina aumenta, activando vias de degradagéo alternativas que levam a forma-
¢do dos produtos acido fenilpiravico, cido fenilactico e 4cido fenilacético que passam a ser detectados
na urina (Zschocke J, 2003).
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4. FENILCETONURIA ORIGINADA POR DEFICIENCIA
EM FENILALANINA HIDROXILASE

4.1. ASPECTOS CLINICOS

Os fenilcetonuricos apresentam-se clinicamente normais a nascenca, comec¢ando a manifestar atrasos
no desenvolvimento por volta dos 6 meses de idade, juntamente com espasmos, hipotonia e erup¢oes
da pele. Apresentam diminui¢do na pigmentacéo, microcefalia e epilepsia. A excrecdo de fenilcetonas
fornece a urina um odor caracteristico (Matalon KM 2001).

Os doentes néo tratados ou 0s que abandonam o tratamento, apresentam danos a nivel mental, com-
portamental, neurolégico e fisico. O atraso psicomotor €, habitualmente, profundo, e a maioria apresen-
ta um coeficiente de inteligéncia (Ql) baixo, agressividade e ansiedade (Walter JH et al, 2006). Na fase de
adolescéncia, estes doentes revelam comportamentos autistas e hiperactividade (Matalon KM, 2001).

4.2. ASPECTOS GENETICOS

Desde o inicio do rastreio neonatal da fenilcetonuria até ao final de 2006, Portugal apresentava um
total de 248 casos de fenilcetonuria (Programa Nacional de Diagndstico Precoce, 2006). Esta desordem
é transmitida de forma autossémica recessiva (National Institutes of Health Consensus Development
Panel, 2001).

Estdo identificadas e descritas mais de 500 mutagées diferentes, causadoras de defeitos com diferentes
graus de gravidade na actividade da PAH (www.pahdb.mcgill.ca; Matalon KM, 2001). O seu gene esta
localizado entre as bandas 2 e 4 da regi&o 2 no braco longo do cromossoma 12 (12g22-g24.1) (Hendriksz
CJ e Walter JH, 2004).

Algumas mutagdes causam a completa destruicao da funcdo da fenilalanina hidroxilase, outras estao
associadas com actividade residual da enzima (Guldberg P et al, 1998).

A maioria dos fenilcetonuricos é heterozigético contendo duas mutagdes diferentes, o que contribui
para a heterogeneidade bioquimica e clinica da doenca (National Institutes of Health Consensus Deve-
lopment Panel, 2001).

Em Portugal, as mutagdes mais frequentes s&o: IVS10-11G>A, uma mutagdo “splice junction” caracteris-
tica dos paises mediterranicos, e as mutagdes ‘missense”R261Q e V388M, ambas associadas a fendtipos
moderados (Desviat LR et al,, 1995; Zschocke J, 2003; www.pahdb.mcgill.ca).

4.3. DIAGNOSTICO DA FENILCETONURIA

Em Portugal, o rastreio neonatal da fenilcetonuria é efectuado a todos os recém-nascidos através do tes-
te de inibicdo bacteriana de Guthrie (teste do pezinho), realizado entre 0 3° e 0 6° dia de vida (Vilarinho
L et al, 2006). E um teste relativamente rapido e pouco dispendioso. No entanto, é semi-quantitativo,
detectando apenas a presenca, € ndo a exacta concentracao de fenilalanina; ndo pode ser usado em
recém-nascidos sujeitos a antibioterapia (Vilarinho L et al, 2006), e verificam-se alguns falso-positivos,
devido ao uso do inibidor B -2-tiofenilalanina (National Institutes of Health Consensus Development
Panel, 2001; Vallian S e Moeini H, 2006).



Dependendo da concentracdo de fenilalanina plasmética, durante uma dieta normal, a deficiéncia em
fenilalanina hidroxilase pode ser classificada em hiperfenilalaninemia nao-fenilcetondrica (fenilalanina
entre 3-6 mg/dl), fenilcetonuria moderada ou suave (fenilalanina entre 6-20 mg/dl), e fenilcetonuria clas-
sica se a fenilalanina for superior a 20 mg/dl (Vallian S e Moeini H, 2006; Zschocke J, 2003; Zurflu MR et al.,
2008). A razdo fenilalanina/tirosina encontrada é, normalmente, superior a 3 (Walter JH et al,, 2006).

O crescente uso e aplicacdo da espectroscopia de massa em “tandem” na triagem neonatal parece ser
altamente justificado, j& que este método permite o diagndéstico da fenilcetonuria com um baixo nu-
mero de falsos-positivos e elevada precisdo e exactiddo. Este método possibilita, ainda, obter os niveis
de tirosina, interpretar os niveis de fenilalanina, e identificar outras desordens metabdlicas numa Unica
amostra (Matalon KM, 2001; National Institutes of Health Consensus Development Panel, 2001).

44. TRATAMENTO
44.. PRINCIPIOS GERAIS

O tratamento baseia-se na reducdo dos niveis plasméaticos de fenilalanina, de forma a evitar os efeitos
neuropatoldgicos da doenca (Matalon KM, 2001). Para isso é adoptada uma dieta hipoproteica e po-
bre em fenilalanina, suplementada com substitutos proteicos e tirosina (Santos LL et al., 2006). O leite
materno e as formulas comerciais infantis fornecem quantidades adequadas de fenilalanina essencial
(Matalon KM, 2001).

A dieta deve ser iniciada logo ap6s a confirmagédo da doenca, devendo os niveis plasmaticos de fenilala-
nina ser mantidos entre 2 e 6 mg/dl (Matalon KM, 2001; Sociedade Portuguesa de Doengas Metabdlicas
(SPDM), 2007).

Criangas fenilcetonuricas com controlo rigoroso da dieta desde as primeiras semanas de vida, apre-
sentam um grau de inteligéncia e fungdes neuroldgicas normais, boa capacidade de leitura e fala, ndo
exibindo desajustes emocionais nem de conduta (Mira NVM e Marquez UML, 2000).

As mulheres fenilcetonuricas devem ter especial atencdo a dieta durante a idade reprodutiva e gravidez,
de modo a prevenir a sindrome da fenilcetonuria materna.

Devem ser efectuadas periodicamente andlises hematoldgicas, bioquimicas e de crescimento ésseo,
e monitorizar regularmente os niveis plasmaticos de fenilalanina (Sociedade Portuguesa de Doengas
Metabdlicas (SPDM), 2007).

A adesdo ao exigente tratamento diminui a medida que os doentes envelhecem, ocorrendo frequentes
abandonos na adolescéncia (Santos LL et al., 2006).
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4.5. ABORDAGENS TERAPEUTICAS ALTERNATIVAS
4.5). TERAPIA GENICA

Tem sido estudada uma estratégia de terapia génica para o tratamento de fenilcetonuria que envolve
a introducao de material genético estranho na célula, de modo a recuperar a fungao do gene mutado,
podendo o gene normal ser introduzido nas células afectadas através de, por exemplo, adenovirus ou
retrovirus. As células que recebem o gene irdo conter, tanto o gene mutado, como o exdgeno (Murray
RKet al, 1996).

Estudos demonstram que vectores derivados de um retrovirus recombinante permitem a transfeccao
eficiente de hepatdcitos com o cDNA codificante de fenilalanina hidroxilase, in vitro (Santos LL et al,
2006).

Vectores derivados de um adenovirus recombinante expressando o cDNA, foram colocados na circula-
¢do portal de ratinhos com deficiéncia em PAH, permitindo a recuperagdo de grande parte da activida-
de da enzima, normalizando os niveis plasmaticos de fenilalanina. A producao de anticorpos contra o
vector por parte do doente tem sido um grande obstaculo a esta estratégia, mas a utilizacdo deste tipo
de vectores induz minima resposta imune e conduz a efeitos terapéuticos mais prolongados (Matalon
KM, 2001).

4.5.2. SUPLEMENTOS DE AMINOACIDOS NEUTROS

Os elevados niveis de fenilalanina observados em fenilcetonuricos, reduzem o transporte de outros
aminodacidos neutros para o cérebro. Alguns destes, como a tirosina e o triptofano, séo percursores de
neurotransmissores, tendo sido sugerido que a sintese deficiente de neurotransmissores, ¢ um factor
que contribui para a disfungao cognitiva observada na PKU (Matalon R et al,, 2003).

Foi entdo introduzida uma nova estratégia terapéutica que tem tido boa aceitacdo. Baseia-se na inges-
tdo proteica moderada, combinada com suplementos de aminodcidos neutros isentos de fenilalanina
(Matalon R et al.,, 2003).

4.53. TERAPIA ENZIMATICA COM FENILALANINA AMONIA LIASE

Outros estudos no tratamento da PKU envolvem a administragéo oral de fenilalanina amonia liase, enzi-
ma que degrada a fenilalanina no lUmen intestinal, evitando a sua absorcao. No entanto, a sua purifica-
¢do convencional tem elevados custos, ndo proporciona uma redugéo significativa das concentragées
plasmaticas de fenilalanina, e ndo origina a produgao de tirosina. A inactivagao enzimatica pelas enzimas
digestivas é evitada recorrendo-se a imobilizagdo enzimatica em microcapsulas semi-permedveis (Blau
N e Scriver CR, 2004; Levy HL, 1999; Matalon KM, 2001; Santos LL et al,, 2006).

4.54. SUPLEMENTOS DE TETRAHIDROBIOPTERINA

Uma alternativa real a dieta com restricdo de fenilalanina foi assinalada em diversos estudos pela ob-
servacdo de fenilcetonuricos cujos niveis de fenilalanina plasmatica diminuiram apds a administracéo
oral de suplementos de tetrahidrobiopterina (BH4), especialmente nas formas mais brandas da doenca



(Matalon KM, 2001; Santos LL et al, 2006). Alguns argumentos tém sido propostos para explicar a res-
posta a BH4: o aumento da afinidade de ligagao da PAH mutante para a BH4; a proteccéo do tetramero
activo contra degradagao; o aumento da biossintese de BH4; e a regula¢do da expressao génica da PAH
(Santos LL et al,, 2006).

A maior desvantagem do uso do cofactor no tratamento da PKU é o seu elevado custo (Levy HL, 1999).

4.6. COMPLICAGCOES NA FASE ADULTA
4.6.1. COMPLICAGOES NEUROLOGICAS

Uma hipdtese explicativa do mecanismo que origina o atraso mental resultante de HPA é a de que, a
elevada quantidade de fenilalanina cerebral reduz a concentracédo de aminoécidos intraneurais, dificul-
tando o seu transporte para o cérebro, e inibe competitivamente a hidroxilacdo da tirosina e do tripto-
fano. Por conseguinte, a sintese proteica diminui, afectando a proliferacdo dendritica e a mielinizagao.
A "reciclagem” de mielina aumenta e a sintese de neurotransmissores € inibida (Krause W et al,, 1985;
National Institutes of Health Consensus Development Panel, 2001; Pietz J et al., 1999).

Alguns adolescentes e adultos fenilcetonuricos com fraco controlo alimentar durante a infancia desen-
volveram doenca neurolégica apds atenuagao da restricao dietética, tendo melhorado com o retorno
ao tratamento (Walter JH et al., 2006).

4.6.2. DEFICIENCIAS NUTRICIONAIS

Os doentes que cumprem a dieta com restricdo de fenilalanina e que ndo tomam os devidos suple-
mentos nutricionais, podem ter deficiéncia em vitaminas e minerais. No entanto, ndo se conhece o seu
significado clinico (Walter JH et al., 2006).

Estudos parecem atestar que criancas hiperfenilalaninémicas apresentam niveis deficientes de acidos
gordos poliinsaturados de cadeia longa, nomeadamente, dcido docosahexanoico (DHA) e 4cido araqui-
dénico, o que pode contribuir para o fraco desenvolvimento dos doentes. Ao fim de 12 meses de trata-
mento com suplementos alimentares destes acidos gordos verificou-se um aumento dos niveis de DHA
nos lipidos circulantes, desconhecendo-se se os efeitos bioquimicos e/ou funcionais da dieta persistem
para além desse periodo (Agostoni C et al,, 2003).

5. DESORDENS DO METABOLISMO DA TETRAHIDROBIOPTERINA
ASSOCIADAS COM HIPERFENILALANINEMIA

5.1. METABOLISMO DA TETRAHIDROBIOPTERINA

A tetrahidrobiopterina (BH4) é o cofactor necessério na hidroxilacdo da fenilalanina a tirosina; da tirosina
a L-dopa, que subsequentemente origina dopamina; e na hidroxilacdo do triptofano a 5-hidroxitripto-
fano, essencial na sintese de serotonina (Hendriksz CJ e Walter JH, 2004; Restrepo S et al., 1999). Conse-
quentemente, a auséncia ou deficiéncia de BH4 compromete a sintese de neurotransmissores (Restrepo
Setal, 1999).
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A BH4 é sintetizada a partir de guanosina trifosfato (GTP) pela accdo de trés enzimas: guanosinatrifosfato
ciclohidrolase | (GTPCH 1), 6-piruvoil tetrahidrobiopterina sintase (PTPS) e sepiapterina redutase (SR) (Fi-
gura 2) (Erlandsen H et al., 2004; www.bh4.org).

A monoxigenacdo dos aminoacidos aromaticos é concomitante com a oxigenagao de BH4 a pterina-
4a-carbinolamina. Esta é desidratada a dihidropteridina quindide (gBH2) e 4gua, pela enzima pterina
carbinolamina-4-desidratase (PCD) (Erlandsen H et al,, 2004; www.bh4.org).

Guanosina trifosfato (GTP) HIDROXILASES DOS
1 rpen v\ AMINOACIDOS
AROMATICOS E FUNCAO
DTSR < Dihidroneopterina trifosfato GFRP DA TETRAHIDROBIOPTEINA
—— PTPS

6- Piruvoil-tetrahidropterina

SR

v
Tetrahidrobiopterina

Tirosina Triptofano

L-DOPA 5-OH-Triptofano Arg
%
%, PAH
TH TPH NOS
PCD
g-Dihidrobiopterina <—|— Pterina- Tirosina Dopamina Serotonina Cit
4a-carbinolamina +
l NO-

HVA SH1AR

Figura 2. Esquema representativo da sintese de BH4. (Adaptada de Blau, N [2005]).

Na ultima fase da regeneracdo da BH4, gBH2 é reduzida a BH4 pela dihidropteridina redutase (DHPR),
dependente de NADH (Erlandsen H et al,, 2004).

5.2. DESORDENS DO METABOLISMO DA TETRAHIDROBIOPTERINA

As desordens no metabolismo da BH4 também podem ser causa, embora pouco comum, de fenilce-
tonuria, devendo ser analisadas como diagnoéstico diferencial de hiperfenilalaninemias. Promovem a
progressiva deterioracdo da fungao neuroldgica, ndo podendo esta ser evitada com a dieta restritiva
em fenilalanina (Restrepo S et al, 1999). Estas desordens podem ocorrer na biossintese do cofactor ou
na sua regeneracao e sdo designadas, actualmente, de acordo com a deficiéncia enzimética subjacente
(Hendriksz CJ e Walter JH, 2004).

O diagndstico baseia-se na baixa razdo biopterina:neopterina na urina; em concentragdes baixas ou nor-
mais de biopterina e neopterina na urina; na medicdo dos niveis séricos de biopterina; na determinacao
da actividade da DHPR no sangue, e de neurotransmissores no liquido cefaloraquidiano (Hendriksz CJ e
Walter JH, 2004; Restrepo S et al., 1999).



O seu tratamento inclui a administracao de BH4, de L-dopa, L-5-hidroxitriptofano e carbidopa, que irdo
permitir a entrada de BH4 no sistema nervoso central e a correccdo da biossintese dos neurotransmisso-
res (Matalon KM, 2001; Restrepo S et al., 1999).

6. CONCLUSAO

Mais de 70 anos passaram desde que Folling descobriu a fenilcetonuria. A sua identificagdo como causa
de atraso mental, o desenvolvimento de uma terapia efectiva e segura, e a introducao de programas de
rastreio neonatal da fenilcetondria, que possibilitam o diagndstico precoce, foram grandes avangos para
a area da saude.

Novas estratégias terapéuticas tém sido desenvolvidas, sendo possivel que nos proximos anos, os doen-
tes passem a ser tratados com uma dieta menos restritiva e exigente, combinada com suplementos de
aminoacidos isentos de fenilalanina com mais sabor, mais aminoacidos neutros e mais BH4. Além disso,
alterar a terapia a medida que a idade avanca é uma possibilidade atractiva.
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