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RESUMO

O sucesso do rastreio neonatal da fenilcetonuria nas décadas de 70/80, veio permitir a
partir da década de 90, com o recurso a espectrometria de massa em tandem (MS/MS), a
pesquisa de um grande numero de doengas hereditarias do metabolismo (DHM). A
possibilidade de obter um diagndstico pré-sintomatico para estas doencas, que dispdem
de tratamento, é potencialmente gratificante, havendo uma tendéncia para alargar cada
vez mais o painel das doengas rastreaveis. Assim em Portugal, o Programa Nacional de
Diagnostico Precoce (PNDP) passou a incluir 24 patologias a partir de 2004.
Presentemente, o beneficio do rastreio é inequivoco para um grupo restrito de doencas,
em que se inclui a fenilcetonuria e o défice da desidrogenase dos acidos gordos de
cadeia média (MCAD), e ndo consensual para as restantes, com diferentes painéis de

rastreio nos varios paises.

Neste trabalho, proposemo-nos avaliar o contributo de um diagndstico pré-sintomatico na
saude das criangas rastreadas e a importancia deste diagnédstico na vida das respectivas
familias. Este estudo incluiu 253 doentes com DHM, sendo alvo de especial relevancia 93
que sao afectados pelas patologias recentemente incluidas no painel de rastreio
metabdlico neonatal alargado em Portugal. Estes 93 doentes pertencem a dois grupos,
os diagnosticados na fase sintomatica com base na apresentagéo clinica (n=45) e os

rastreados pelo PNDP, na sua maioria em fase pré-sintomatica (n=48).

Foram comparados em paralelo os doentes com a mesma DHM em termos de
morbilidade e mortalidade. A fenilcetonuria € a unica DHM em que ja existem registos
consistentes do seguimento a longo prazo e cujo sucesso serviu de ponto de partida para
o rastreio das restantes doencas. Na avaliacao do beneficio para o doente foram
especialmente consideradas quatro patologias: leucinose, argininemia, aciduria 3-hidroxi-
3-metilglutarica (3HMG) e défice de MCAD, por serem as mais relevantes na nossa
experiéncia. Concluimos que o diagndstico precoce contribuiu para a redugdo da
morbilidade e da mortalidade aguda e cronica associadas a estas DHM sendo o ganho

para a crianga mais efectivo na leucinose, argininemia e défice de MCAD.

No impacto para a familia, destaca-se a importancia do diagnéstico dos demais membros
afectados, muitas das vezes ainda assintomaticos ou com sintomas minor, mas também
nalgumas situagdes com quadros incapacitantes e arrastados ao longo dos anos sem
diagnostico etiologico. Nestes casos, o aconselhamento genético e o diagnostico pré-

natal sdo uma mais-valia inquestionavel.

O rastreio neonatal permite o diagnéstico de todas as variantes da patologia, desde os

casos mais graves aos mais ligeiros, assim como um real conhecimento epidemioldgico



das DHM. Estes dados suportam a decisao de incluir no painel portugués, doengas muito
raras noutros paises europeus e que, pelo contrario, sao particularmente frequentes entre

nos, nomeadamente a argininemia e a 3HMG.

Uma reflexdo sobre o trabalho desenvolvido, permite-nos concluir que a comunicagao do
resultado andémalo a familia por parte de um clinico experiente no diagnéstico e
tratamento destas patologias, o acompanhamento multidisciplinar, o aconselhamento e
estudo familiar quer a nivel bioquimico quer genético e a possibilidade de diagndstico
pré-natal, fazem desta intervencao integrada na area da pediatria, uma mais-valia para os

doentes do foro metabdlico.



ABSTRACT

After the success of neonatal screening for phenylketonuria in the 70s/80s and, with the
application in the 90's, of the tandem mass spectrometry (MS/MS), it became possible to
search for a large number of inherited metabolic diseases (IMD). The possibility of having
a early diagnosis for these treatable disorders is potentially rewarding, which lead to a
tendency to extend the panel of screening disorders. Hence, since 2004, in Portugal, the
Programa Nacional de Diagnéstico Precoce (National Neonatal Screening Program)
includes 24 IMD. Currently, the benefit is unequivocal for a limited group of diseases —
including phenylketonuria and medium chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency
(MCAD), but the remaining disorders are still subject of discussion, which explains the
existence of heterogeneous screening panels in different countries.

In this study, we proposed ourselves to assess the contribution of the neonatal screening
for the health of children with pre-symptomatic diagnosis and to evaluate the impact of this
diagnosis in the life of their families. This study included 253 metabolic patients, with
particular attention to the 93 patients affected with the diseases recently included in the
Portuguese expanded neonatal metabolic screening panel. These 93 patients were
divided into two groups: those who have been diagnosed in a symptomatic stage (n=45)
and those that have been detected by the neonatal screening program, most of them in
pre-symptomatic stage (n=48).

Within the same IMD, patients of the two groups have been compared for morbidity and
mortality. Phenylketonuria is the only IMD with solid records of long-term follow-up and
whose successful treatment was used as a starting point for the screening of the
remaining diseases. Concerning the evaluation of the benéefit for the patient, four diseases
were specifically assessed: MSUD, hyperargininemia, 3-hydroxy-3-methylglutaric aciduria
(3HMG) and MCAD deficiency - because they are the most assumed relevant IMD
according to our experience. We have verified that the early diagnosis contributed to a
reduction of the mortality and morbidity associated with acute and chronic presentations of
these IMD. The gain has been most significant for children with MSUD, hyperargininemia
and MCAD deficiency.

Regarding the impact in the family, we highlight the importance of diagnosing affected
relatives, often still asymptomatic or presenting minor symptoms, but also, in a few cases,
with long time disabling symptoms without adequated diagnosis. In these cases, genetic
counseling and prenatal diagnosis are unquestionably valuable. Expanded neonatal
screening allows for the diagnosis in most of the diseases in its whole spectrum - from

severe to mild — and also for the knowledge of the real epidemiology of the IMD.



These data support the decision of inclusion, in the Portuguese panel, of very rare
diseases in other European countries, which are particularly frequent among us - such as

hyperargininemia and 3HMG.

Some reflection on the work already developed allowed us to conclude that the
communication of abnormal results to the family by an expert clinician in the diagnosis
and treatment of these disorders, the multidisciplinary follow up, the counseling and
familial study (both biochemical and genetic) and the possibility of prenatal diagnosis,
make this integrated intervention in the area of Pediatrics an advantage for metabolic

patients.
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Introducdo

1.1 - Doencas Hereditarias do Metabolismo — Generalidades

As Doencas Hereditarias do Metabolismo (DHM) sédo entidades de natureza genética em
que a metabolizacdo de um determinado composto se encontra alterada. Na sua origem
esta uma deficiéncia enzimatica especifica, que afecta uma determinada via metabdlica,
levando a acumulacdo de substratos (muitas vezes toxicos) e a producdo diminuida ou
nula de um produto biologicamente importante (Sriver et al., 2001). O défice enzimatico é a
consequéncia fenotipica da existéncia de mutagdes num ou varios genes codificantes para
0 passo metabdlico em causa. O diagndstico laboratorial de uma doenga metabdlica pode
portanto ser efectuado a varios niveis, nomeadamente por analise bioquimica de

substratos e metabolitos, enzimatica e/ou molecular (Blau et al., 2003).

No inicio do século XX, Archibald Garrod contribuiu de modo decisivo para a génese do
conceito de DHM. Nos seus estudos sobre a Alcaptonuria, constatou que todos os doentes
excretavam grande quantidade de acido homogentisico na urina e que a transmissao da
patologia podia ser explicada recorrendo as leis de Mendel (Garrod A, 1908). Mais tarde,
postulou que certas doengas surgem devido a auséncia de uma enzima que catalisa um
passo especifico de uma via metabdlica, introduzindo assim novos conceitos como via
metabdlica, bloqueio metabdlico e erro inato do metabolismo (EIM). A partir destas
definicbes foram feitas varias classificagcdes para os EIM, sendo a mais utilizada a que os
divide em trés grupos principais, dois deles envolvendo o metabolismo intermediario:
doencas por “Intoxicacao” e por “defeito energético”, e um terceiro grupo que se refere aos
defeitos enzimaticos da sintese ou degradacado das moléculas complexas que ocorrem em

distintos organelos celulares (Saudubray et al., 2006).

A identificagdo, quatro décadas mais tarde, do primeiro défice enzimatico, com transmissao
recessiva, como causa de doenga humana (Gibson, 1948), veio provar a veracidade dos
conceitos formulados por Garrod, até entdo subvalorizados. Esta descoberta e o
desenvolvimento de metodologias como a cromatografia em papel, cromatografia gasosa e
a electroforese em papel e gel, foram importantes avangos possibilitando o diagndstico
bioquimico de novas doencas. No entanto, na década de 70, os EIM eram ainda
considerados um grupo de patologias extremamente raras. S6 apés um periodo de rapido
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico é que surgiu uma maior consciencializagdo da sua
existéncia e da importancia do seu diagndstico, que associada a um maior conhecimento
por parte dos clinicos, permitiu o reconhecimento de um grande numero de doengas do
foro metabdlico, transformando este grupo de patologias num dos mais importantes dentro

da actual medicina (Sanjurjo et al., 2001).
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Introducdo

Consideradas individualmente, as DHM s&o doencas raras, mas globalmente constituem
um grupo grande e heterogéneo, responsavel por uma morbilidade e mortalidade
significativas, sobretudo na populagdo pediatrica (Joubert et al., 2007). Estado
identificados mais de 600 EIM e o seu numero aumenta continuamente (Pampols R.,
2010), sendo a incidéncia estimada na populacao geral entre 1/800 e 1/1000 nados vivos
(Leonard e Morris, 2006).

Dentro das DHM, as formas potencialmente trataveis, assumem maior relevo pela
indicacdo de inicio urgente de uma terapéutica adequada, que evite as sequelas
neurologicas e fisicas, por vezes muito graves ou mesmo fatais, que ocorrem num
numero significativo de doentes. Por conseguinte, a deteccdo precoce de todas as
patologias metabdlicas trataveis é fundamental para uma evolugcao favoravel (Leonard et
al., 2002; Pandor et al., 2004).

Apds o éxito do tratamento pré-sintomatico da fenilcetondria (PKU), novas terapéuticas
tém vindo a ser testadas para as demais DHM, umas com sucesso efectivo, salvando a
vida a centenas de doentes, outras com caracter mais experimental e actualmente ainda

pouco promissoras (Leonard JV, 2006).

Hoje s&o cada vez em maor numero os doentes com patologia metabdlica que atingem a
idade adulta, colocando novos desafios no que respeita a continuidade dos cuidados e a

salvaguarda da sua qualidade de vida.

1.2 - Rastreio Neonatal Sistematico

1.2.1 - Conceito

O rastreio sistematico neonatal € um programa de saude publica de prevencao
secundaria, que tem como objectivo detectar, em estado pré-sintomatico, doencgas para
as quais existe tratamento, reduzindo assim a sua morbilidade e mortalidade. E um dos
maiores programas de medicina preventiva nos paises ocidentais, obedece a valores
civicos e principios éticos que garantem um acesso universal e equitativo a todos os
recém-nascidos (RN), e a participacao informada dos pais. Este Programa deve ter o
apoio politico e governamental que assegure a sua sustentabilidade e a adequada
vigilancia, o tratamento e o seguimento dos individuos afectados (Laberge C., 1994;

Penchaszadeh et al., 2000; American Academy of Pediatrics, 2000).
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1.2.2 - Historia do Rastreio

Os avangos cientificos e tecnoldgicos da segunda metade do século XX, facilitaram o

diagnéstico e o conhecimento mais profundo deste tipo de doengas.

Destacam-se alguns marcos historicos que constituiram as bases necessarias para o

posterior desenvolvimento dos actuais programas de rastreio:

e Em 1934, Folling descreveu a fenilcetonuria e identificou o marcador
biogquimico da doencga, o aminoacido fenilalanina (Folling I, 1934).

e Em 1953, Bickel afirmou que o tratamento dietético da fenilcetonuria baseado
na restricdo em fenilalanina podia evitar o atraso mental, se fosse iniciado
antes do aparecimento dos primeiros sintomas (Bickel et al., 1953).

e Em 1963, Guthrie utilizou uma amostra de sangue capilar impregnado em
papel de filtro, para determinar a concentragcdo sanguinea de fenilalanina pelo
método da inibigdo bacteriana (Guthrie e Susi, 1963), criando assim as bases
metodoldégicas e conceptuais actualmente vigentes, e que permitem o
diagnostico precoce de varias anomalias hereditérias. Efectivamente, a
amostra de sangue seco recolhida em papel de filtro de composic¢ao, textura,
espessura e porosidade padronizadas (cartdo de Guthrie), apresenta grandes
vantagens nao s6 do ponto de vista de conservagao e transporte da amostra,
mas também, com inumeras possibilidades numa perspectiva analitica. Permite
assim efectuar analises com técnicas diversas, incluindo espectrométricas,
cromatograficas, imunoldgicas, enzimaticas e de genética molecular (Bruist
NR., 1993).

¢ No ano seguinte, surgiram as primeiras publicacdes referentes aos rastreios de
fenilcetonduria, utilizando o cartdo de Guthrie, efectuadas no Canada e Estados
Unidos (Partington e Anderson, 1964; Irwin et al., 1964), com posterior
alargamento a diversos paises.

e Em 1968, Wilson e Jungner, definiram um conjunto de condigbes a aplicar as
doencas metabdlicas susceptiveis de beneficio com o rastreio sistematico.
Estas recomendagbes, serviram de base a Organizagao Mundial de Saude
(OMS) para definir os 10 critérios, em 1975:

1.causarem dano mental e fisico grave ou risco de vida no periodo
neonatal (PNN);
2.terem possibilidade de diagnéstico clinico efectivo no periodo neonatal;

3.terem tratamento eficaz e acessivel;
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4. melhoria do prognéstico clinico com o tratamento;

5.terem uma incidéncia relativamente elevada;

6.disporem de um método analitico rapido, fiavel e de custo reduzido;
7.conhecimento suficiente da histdéria natural da doenca;

8.garantia de acessibilidade ao tratamento;

9.avaliacao do custo/beneficio;

10.garantia de continuidade de cuidados.

O rastreio da fenilcetonuria é hoje efectuado em praticamente todos os paises
desenvolvidos. Progressivamente, e com base no sucesso desta experiéncia, o rastreio
foi alargado a outras doencas congénitas ou hereditarias que obedeciam aos critérios da
OMS. Entre estas, a mais consensual e generalizada é o hipotiroidismo congénito, que foi

introduzido no rastreio por Dussault no Canada em 1973 (Dussalt e Large, 1973).

1.2.3 - Cronologia do Rastreio Neonatal em Portugal

Em Portugal, o Programa Nacional de Rastreio Neonatal Sistematico, também designado
como Programa Nacional de Diagndstico Precoce (PNDP) iniciou-se em 1979, por
iniciativa do Instituto de Genética Médica (IGM) - Porto, incidindo inicialmente apenas
sobre a fenilcetonuria (Magalhaes et al., 1984). Os primeiros meses foram destinados ao
estudo da receptividade das maes a esta nova tecnologia e a escolha do tipo de
organizacao mais aconselhavel para o nosso Pais. Em 1981, foi introduzido o rastreio
para o hipotiroidismo congénito e foi criado em Lisboa o segundo Centro Regional de
Rastreios, no sentido de alargar a area de influéncia do rastreio a todo o sul do Pais.
Porém, em 1983 esse Centro foi encerrado, passando todas as fichas a ser enviadas
para o Laboratério Nacional de Rastreios sediado no IGM, e comecando assim a
organizagao a estruturar-se em moldes semelhantes aos actuais. A taxa de cobertura a
nivel nacional era entdo de cerca de 70%, atingindo os 85% em 1986 (Magalhaes et al.,
1986).

Em 1985, os produtos dietéticos hipoproteicos passaram a ser comparticipados pelo
Estado, facilitando o acesso aos mesmos e a sua diversificacao (DR 9 - Il Série de 25 de
Junho de 1985).

Em 1987, a Faculdade de Farmacia de Lisboa comecou a proceder ao estudo das
biopteridinas (analises importantes para identificar as formas de fenilcetonuria que nao
respondem favoravelmente as medidas dietéticas como prevencédo de lesdes

neuroldgicas), melhorando assim o diagnéstico e permitindo reajustes atempados de
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tratamento nos casos, raros, de défice de co-factor da fenilalanina hidroxilase, a
tetrahidrobiopterina (BH4).

Em 1992 foi atingido o milhdo de criangas rastreadas nascidas em Portugal, e deram-se
0s primeiros passos para a criagdo da Associacao Portuguesa de Fenilcetonuria
(APOFEN), que mais tarde foi alargada a outras doencas do metabolismo das proteinas

que também requerem uma dieta restrita em proteina e determinados aminoacidos.

Nos anos seguintes, baixaram-se os valores de chamada inicialmente estabelecidos para
as duas doencgas sistematicamente rastreadas, a fenilcetondria e o hipotiroidismo
congeénito, encurtou-se o tempo médio de inicio de tratamento e melhorou-se a taxa de

cobertura que progressivamente se aproximou dos 100% dos RN.

Entretanto, varios estudos piloto foram efectuados para outras entidades, nomeadamente
para a hiperplasia congénita das supra-renais, défice em biotinidase e fibrose quistica
(Vaz Osodrio et al., 1999).

1.3 - Alargamento do Rastreio a Novas Patologias

1.3.1 - Novas tecnologias e novas possibilidades

A partir do final da década de 90, com a aplicagdo da espectrometria de massa em
tandem (MS/MS) ao rastreio neonatal, tornou-se possivel o rastreio de um grande
numero de DHM, sem necessidade de aumentar o volume de sangue colhido ao RN
(Green e Pollitt., 1999; Zytkovicz et al., 2001; Wilcken et al., 2003).

Efectivamente, a MS/MS é uma metodologia, altamente sensivel, que permite a
identificacdo de moléculas através do seu peso molecular, podendo também ser utilizada
para quantificacado, recorrendo a padronizacao interna ou externa. As técnicas baseadas
na espectrometria de massa, aplicadas ao diagnéstico de DHM, comecaram a ser
desenvolvidas no inicio dos anos setenta (Griffiths et al., 2001), embora estivessem
associadas a aplicagbes cromatograficas complexas e morosas. O desenvolvimento de
novas técnicas de ionizagcdo, como o bombardeamento rapido de atomos e
posteriormente o electrospray (ESI), traduziu-se num grande avancgo para a utilizagdo da
espectrometria, em aplicacbes biomédicas, permitindo a analise directa de moléculas de
origem bioldgica. A aplicagdo desta técnica ao rastreio neonatal de doencas metabdlicas
foi desenvolvida na década de noventa (Millington et al., 1990, Rached et al., 1995;
Chace et al.,, 1999) e baseia-se na determinacdo da concentragcdo de aminoacidos e

acilcarnitinas por ESI-MS/MS, permitindo rastrear mais de 30 DHM entre as quais,
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doengas do ciclo da ureia, do metabolismo dos aminoacidos, dos acidos organicos e da

B-oxidag&do mitocondrial dos acidos gordos.

A disponibilidade destas novas tecnologias veio evidenciar que nem todas as doencas
passiveis de serem rastreadas, obedecem aos critérios inicialmente estabelecidos por
Wilson e Jungner. Houve entdo necessidade de adaptar os antigos critérios, com o
objectivo de os manter globalmente aceites (Wilcken et al., 2003; Pollitt RJ, 2007). Por
exemplo, os factores custo do rastreio e a elevada incidéncia deixaram de ser
considerados, uma vez que no diagndstico simultaneo por MS/MS, os gastos envolvendo
as diferentes DHM sao comuns e relativamente independentes do nimero de patologias
rastreadas. No entanto, respeitando os principios éticos e organizacionais de que o
rastreio ndo é apenas um painel de doengas, mas que deve integrar além do rastreio,
educacao, diagnostico, seguimento, tratamento e avaliacdo (Therrell et al., 2001), as
restantes recomendacdes inicialmente estabelecidas continuam a ser observadas e

adaptadas a actualidade.

O tempo presente é de transicdo, o painel das doencas rastreadas com a utilizacdo de
MS/MS néao é consensual e como tal ndo € uniforme nos varios paises. Por exemplo, nos
Estados Unidos, pais pioneiro no rastreio por MS/MS, o American College of Medical
Genetics recomendava, em 2006, um painel de rastreio neonatal cobrindo 29 doencas
(sendo 22 EIM). Este painel, viria a ser rapidamente questionado e contestado por varios
autores (Botkin et al., 2006, Tarini et al., 2006, Vallance et al., 2008). Também, na Uniao
Europeia existe uma heterogeneidade consideravel nos programas de rastreio neonatal.
Em 2007, 13 paises europeus nao tinham ainda iniciado o rastreio neonatal alargado e
nos 9 paises que utilizam MS/MS o numero de doencgas rastreadas variava entre 2 e 23
(Bodamer et al., 2007) (Figura 1.1). E no entanto consensual, em todos estes paises, que
0 sucesso destes programas passa por um seguimento clinico a longo prazo e que so
este pode fornece evidéncia suficiente sobre os doentes que tém ganhos efectivos com o

rastreio neonatal (Howell e Engelson., 2007; James e Levy, 2006).
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1.3.2 - Rastreio alargado em Portugal

Em Portugal, o rastreio neonatal alargado é coordenado pelo Presidente do INSA, pela
Comissao Executiva do Diagnéstico Precoce e apoiado pelo Ministério da Saude (DR n°7
de 12-01-2010).

O rastreio piloto de doengas metabdlicas por MS/MS, em Portugal, arrancou em 2004 nas
Regides Norte e Centro, com alargamento posterior a Regido Sul, passando a ter

cobertura nacional a partir de Junho de 2006 (Vilarinho et al., 2010).

Este estudo incluiu, para além da fenilcetonuria, o rastreio adicional de 13 doencas
metabdlicas (Vaz Osorio R, 2004), a partir do sangue colhido para o cartdo de Guthrie
(vulgo ficha de diagnéstico precoce):
e Aminoacidopatias [3]: leucinose, citrulinemia e aciduria argininossuccinica.
e Acidurias organicas [5]: metilmaldnica, propionica, isovalérica, 3-hidroxi-3-
metilglutarica e glutarica tipo I.
e Doencgas da B-oxidagdo mitocondrial dos acidos gordos [5]: défice em carnitina
palmitoil transferase | e I, défice das desidrogenases dos acidos gordos de cadeia
média (MCAD), longa (LCHAD) e muito longa (VLCAD).
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A fenilcetonuria, cujo rastreio foi inicialmente efectuado pelo teste microbiolégico de
Guthrie (Magalhaes et al., 84), e depois pelo método enziméatico da Quantase®, passou

também a ser rastreada por MS/MS, sendo assim 14 os EIM pesquisados em simultaneo

em cada RN.

Para conseguir um resultado atempado e informagao individual, relativa ao RN, que
auxiliasse na interpretacdo de resultados, houve necessidade de introduzir algumas
alteragbes metodoldgicas importantes. Assim, a colheita de sangue foi antecipada,
passando a ser efectuada entre o 3° e 6° dia de vida, e foi criado um novo tipo de cartao
de colheita, que permite o registo de dados complementares, como o tipo de aleitamento
e medicagdo em curso, € que possui um codigo de barras, que permite aos pais aceder

informaticamente ao resultado do rastreio (Figura 1.2 A e B).
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Figura 1.2 A - Ficha utilizada para colheita de sangue ao RN antes do alargamento do rastreio.
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Figura 1.2 B - Ficha utilizada para colheita de sangue ao RN apdés o alargamento do rastreio
(com codigo de barras).

O facto de Portugal ter um Laboratério Nacional de Rastreio garante, a acessibilidade e
equidade de diagnéstico a todas as criangas nascidas no nosso territorio. A taxa de
cobertura e a adesdo de 100% a realizacao do teste de rastreio (o qual ndo tem caracter
de obrigatoriedade), demonstram que a educacao dos profissionais e a informacao da
populagdo foram também conseguidas. A criagcdo de centros de tratamento (Despacho
25822 DR Il Série de 15-12-2005), integrando profissionais de salde com experiéncia em
doencas metabdlicas, inseridos em unidades hospitalares multidisciplinares com
capacidade de atendimento permanente tem como objectivo que a informagéo aos pais, a
confirmagao do diagnéstico, o tratamento e o seguimento destes doentes sejam os mais

adequados.

A centralizagdo, no Centro de Genética Médica - Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge dos produtos hipoproteicos necessarios ao tratamento das DHM proteico,
acessiveis a todos os doentes do pais, melhorou muito o cumprimento da dieta, a

qualidade de vida e a saude dos doentes.

O painel de DHM rastreadas foi entdo alargado para 24 (Tabela 1.1), seguindo o principio
base de que a doenca a rastrear deve sempre ser passivel de tratamento especifico, o
qual deve ser iniciado precocemente, para evitar a morte que muitas vezes acompanha o
primeiro episddio de descompensagao ou as sequelas tardias irreversiveis (Fernandes et
al., 2006).
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Tabela 1.1 - Painel de doencgas rastreadas em Portugal e incidéncia calculada a partir do
numero de casos positivos no rastreio de 316.272 RN (adaptado de Vilarinho et al., 2010).

Doencas MIM Frequéncia
estimada
Aminoacidopatias 1:5.856
Fenilcetonuria 261600 1:12.163
Hiperfenilalaninemia 261640 1:26.354
Leucinose 248600 1:105.141
Tirosinemia tipo | 276700 1:79.061
Tirosinemia tipo II/111 276600/276710 | 1:316.243
Homocistinuria classica 236200 1:316.243
Hipermetioninémia (MATI/III) 250850 1:45.178
Doencas do Ciclo da Ureia 1:79.061
Citrulinemia tipo | 215700 1:158.122
Aciduria argininosuccinica 207900 1:316.243
Hiperargininemia 207800 1:316.243
Acidurias organicas 1:13.177
3-Metilcrotonilglicindria 210200 1:45.178
Aciduria Isovalérica 243500 1:105.141
Défice em Holocarboxilase sintetase 253270 1:158.122
Aciduria Propidnica 232000 1:316.243
Aciduria Metilmaldnica (por défice da metil-malonil-CoA 251000 1:316.243
mutase)
Aciduria Glutérica tipo | 231670 1:52.707
gc)ndurla Metilmaldnica (défice do metabolismo da Cbl C, 251100/251110 | 1:316.243
Aciduria 3-Hidroxi-3-metilglutarica 246450 1:1 05.141
Défices da B-oxidagdo mitocondrial dos acidos :
1:6.325
gordos
Deﬁc_:e da desidrogenase dos acidos gordos de cadeia 201450 1:9.036
média
E)(ra]gc;e da desidrogenase dos hidroxiacidos de cadeia 143450 1-105.141
Défice multiplo das desidrogenases dos acidos grdos 231680 1:105.141
Défice do transportador da Carnitina 212140 1:105.141
Deflce da desidrogenase dos acidos gordos de cadeia 201475 1:105.141
muito longa
Défice da carnitina palmitoil-transferase | 225120 1:316.243
Défice da carnitina palmitoil-transferase Il 255110 1:158.122
Total 1:2.396

1.3.3 - Rastrear ou nao rastrear?

A possibilidade de obter um diagndstico pré-sintomatico para as doencas metabdlicas
que actualmente dispdem de tratamento, é estimulante e gratificante, havendo tendéncia
para alargar o painel base, e incluir novas patologias. E no entanto importante, que esta
expansao seja rigorosamente monitorizada, avaliando os beneficios (diminuicdo da

morbilidade, mortalidade e melhoria da qualidade de vida) e inevitavelmente os custos
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associados (Wilcken B., 2006; Pandor et al., 2004; Wilcken B., 2008; Liebl et al., 2003).
Actualmemente, as doengas identificaveis por MS/MS podem ser agrupadas em
diferentes categorias, segundo o grau de evidéncia de beneficios (Dhondt JL, 2010).
Assim, para a PKU, primeira doenga metabdlica rastreada, é neste momento consensual
e inquestionavel a vantagem clinica e econdmica do rastreio (Leonard e Dezateux.,
2002); sucede o0 mesmo com a homocistindria classica, para a qual a longa experiéncia
da Irlanda mostra resultados validos e plenamente aceites (Yap e Naughten., 1998).
Considerando o novo grupo de DHM detectadas precocemente por MS/MS, ha também
beneficios claros para o défice de MCAD (Hass et al., 2007; van der Hilsst et al., 2007).
As restantes doencas sdo ainda alvo de discussdo, nomeadamente aquelas em que o
inicio precoce de uma terapéutica correcta, ndo impede que os doentes sofram
descompensagdes graves e ainda as formas de apresentagao clinica extremamente
precoce, com inicio no primeiro ou segundo dia de vida, ja sintomaticas a data do rastreio
(Pandor et al., 2004; Liebl et al., 2003; Waisbren et al., 2002; Nennstiel-Ratzel et al.,
2005). O beneficio a longo prazo é também questionavel, uma vez que ha DHM em que o
inicio precoce do tratamento pode nao ser suficiente para evitar manifestacdes tardias

como a neuropatia e retinopatia na LCHAD (Spiekerkoetter et al., 2009).

1.3.4 - Breve descri¢do das patologias incluidas no rastreio metabadlico

Tal como ja foi referido em 3.1, podemos dividir as patologias incluidas no rastreio
alargado em trés grandes grupos: aminoacidopatias, acidurias organicas e defeitos da -

oxidagao mitocondrial dos acidos gordos.

Os dois primeiros englobam DHM dos aminoacidos em passos metabdlicos distintos e
sob o ponto de vista fisiopatologico sdo “doencas tipo intoxicagéo”, isto &, patologias que
se caracterizam por sinais e sintomas de intoxicacdo aguda e progressiva, apos um
intervalo livre, por acumulagéo de metabolitos toxicos a montante do bloqueio enzimatico.
Ha uma relagao evidente com a ingestdo do alimento que funciona como téxico e com as
intercorréncias agudas, especialmente as infecciosas, devido ao catabolismo proteico
associado. Podem manifestar-se de forma aguda no PNN, horas ou dias apés o
nascimento, ou mais tardiamente em qualquer idade como doenga crénica e progressiva
ou, de forma aguda, com descompensacdes, caracterizadas por uma elevada
mortalidade e morbilidade. O tratamento a longo prazo consiste essencialmente na
remocao do produto téxico da dieta, o que na pratica se traduz numa alimentagéo restrita

em proteinas (Saudubray et al., 2006).
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O ultimo grupo, compreende os defeitos da B-oxidagao mitocondrial dos acidos gordos,
que sao doencas causadas por um “défice energético” e devem-se, pelo menos
parcialmente, a um defeito na produgdo ou utilizagdo de energia. Os 6érgaos mais
afectados sdo, por isso, os mais dependentes de energia como: figado, miocardio,
cérebro e musculo. As manifestagbes clinicas surgem, muitas vezes de forma subita e
fatal, ou crénica, com quadros de miopatia, cardiomiopatia e faléncia hepatica. O
tratamento consiste na recolocagao energética por bloqueio da lipdlise, evitando periodos
de jejum e no aumento do aporte em hidratos de carbono sobretudo em periodos

nocturnos ou de catabolismo (Shekhawat et al 2005).

De seguida serao considerados cada um destes grupos individualmente.

1.3.4.1 - Aminoacidopatias

A anadlise de aminoacidos por MS/MS constitui a abordagem mais eficaz para
identificacdo de aminoacidopatias no rastreio neonatal, pois permite detectar as
alteragdes bioquimicas muito precocemente com praticamente 100% de sensibilidade e
especificidade (Chace et al., 2003; Zytkovicz et al., 2001). Assim, é possivel antecipar a
data de colheita de sangue, a qual pode ser efectuada a partir das 48 horas de vida, facto
extremamente importante para algumas das doengas em que o risco de
descompensacéao nos primeiros dias de vida € elevado, como € o0 caso da leucinose e da

citrulinemia.

Contrariamente aos metodos prévios de rastreio da PKU, que forneciam exclusivamente
informacao acerca da concentracdo de fenilalanina no sangue, com MS/MS obtém-se
informagédo em simultdneo sobre a quantidade de fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr),
metionina (Met), citrulina (Cit), arginina (Arg), ornitina (Orn) e o somatdrio da leucina
(Leu) e seus isdmeros — isoleucina (lle) e alo-isoleucina - (XLeu), podendo também ser
doseados a valina (Val) e a prolina (Pro). O doseamento conjunto permite o calculo da
razao entre aminodacidos, importante para doengas como a fenilcetonuria (razdo Phe/
Tyr), reduzindo o numero de falsos positivos e falsos negativos. A avaliagcao global de
todo o perfil de aminoacidos contribui para o diagnéstico diferencial com outras situagdes
que originam alteragdes metabdlicas secundarias, como a faléncia hepatica, a utilizagao
de nutricao parentérica ou o uso de certos farmacos. Em algumas patologias, o rastreio
tera que decorrer em dois passos, como na tirosinemia tipo I, em que um valor elevado
de Tyr no rastreio inicial implica o doseamento do composto marcador - succinilacetona -

numa segunda fase (Allard et al., 2004).
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Na tabela 1.2 (anexo lll) estdo descriminadas as aminoacidopatias que fazem parte do

actual painel de rastreio, os marcadores bioquimicos iniciais e os testes de confirmacao.

Seguidamente, é descrito o quadro clinico e bioquimico associado a estas doencgas

quando nao sao tratadas atempadamente e o tratamento indicado para cada uma delas:

Fenilcetonduria - défice em fenilalanina hidroxilase (Figura 1.3).

Clinica: quando nao detecetada precocemente causa atraso psicomotor, epilepsia,
microcefalia, eczema e alteragbes de comportamento com hiperactividade e
agressividade. Este quadro clinico instala-se de forma progressiva e crénica a partir dos

primeiros 6 meses de vida (Donlon e Levy, 2008).

Bioguimica: o marcador utilizado para o diagnéstico e monitorizacao terapéutica a longo

prazo é a Phe plasmatica e respectiva razao Phe/Tyr.

Tratamento: consiste numa dieta hipoproteica restrita em Phe (Bickel et al., 1953) e
suplementada nos restantes aminoacidos. O tratamento com BH4, tem indicagcdo em
doentes com mutagdes que reconhecidamente responderem a este cofactor enzimatico,
aumentando a tolerancia a Phe e permitindo liberalizar um pouco mais a dieta (Kure S,
1999).

Hiperfenilalaninemia moderada ou benigna - défices parciais em fenilalanina

hidroxilase.
Clinica: pode manifestar-se com défice de atengao e alteragcdes do sono.

Bioguimica: caracterizada por niveis de Phe aumentados, mas em menor grau que na

forma classica de PKU atras descrita (Costello et al., 1994).
Tratamento: quando necessario, é sobreponivel ao da PKU.

Hiperfenilalaninemia maligna - alteragées no metabolismo do cofactor BH4 (Figura 1.3)

com aumentos persistentes de Phe que n&o respondem ao tratamento dietético.

Clinica: caracterizada por uma deterioracdo neuroldgica progressiva, com atraso de

desenvolvimento, epilepsia e distonia.

Bioguimica: o diagnéstico diferencial com as formas classicas de PKU, por défice em
fenilalanina hidroxilase, faz-se pelo doseamento das biopterinas urinarias e da enzima

dihidropterina redutase no sangue (Pronzone et al., 1993).
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Tratamento: as formas que respondem a BH4 nao necessitam de tratamento dietético. O
uso de neurotransmissores (L-Dopa e 5-OH-triptofano) pode estar indicado nalgumas
situagdes (Martinez e Garcia, 2010).

Guanosina trifosfato

Dehidroneopterina trifosfato ——  Neopterina

Fenilacetato <—  Fenilpiruvato <+— Fenillactato
6-Piruvil-tetrahidropterina

Bl FenilaLnina
—rd ——l
2
q-BH, «—— PH,C <

Tirosina

| | l TAT*

Biopterina Primapterina

4-0OH-Fenilacetatc «<—  4-OH-Fenilpiruvato
l 4-OH-PPD

Homogentisato

/Maleilacetoacetato

N Fumarilacetoacetato

Succinilacetoacetato

Fumarilacetoacetase®

S

Fumarato Acetoacetato

Succinilacetona

Figura 1.3 - Metabolismo da fenilalanina, tirosina e pterinas.

Abreviaturas- g-BH2 dehidrobiopterina, DHPR dehidropterina redutase, PAH fenilalanina
hidroxilase, PH4C pterina 4-carbinolamina, TAT tirosina aminotransferase, 4-OH-PPD 4-
hidroxifenilpiruvato desidrogenase.

Tirosinemias - O rastreio permite diagndstico das tirosinemias tipos I, Il e lll (Figura 1.3).
Tirosinemia tipo | - défice em fumarilacetoacetase.

Clinica: pode manifestar-se de forma aguda, com rapida deterioragdo da fungao hepatica

e renal, ou de forma crénica com tubulopatia renal, cirrose e carcinoma hepatocelular.

Bioguimica: elevagao da tirosina, mas sobretudo de maleil e fumaril/acetoacetato e do

composto marcador — succinilacetona.
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Tratamento: dieta restrita em fenilalanina e tirosina e utilizacdo do NTBC, farmaco que
bloqueia a degradacdo da tirosina diminuindo a acumulagdao de compostos toxicos

fundamentalmente de succinilacetona. O transplante hepatico foi Unico tratamento

7

possivel durante varios anos, mas actualmente é efectuado s6 nos casos que

desenvolvem hepatocarcinoma (Dias et al., 2010).
Tirosinemia Il - défice em tirosina aminotransferase.

Clinica: caracteriza-se por queratite com Uulceras “herpetiformes” na cornea,

hiperqueratose palmoplantar e atraso mental.

Bioguimica: elevacéao da tirosina.

Tratamento: restricdo na ingestao de tirosina (Chakrapani e Holme, 2006).
Tirosinemia lll - défice em 4-hidroxi-fenilpiruvato desidrogenase.

Clinica: caracteriza-se por atraso cognitivo, défice de atengao, epilepsia e ataxia.
Bioguimica: elevacéao da tirosina

Tratamento: restricdo na ingestao de tirosina (Chakrapani e Holme, 2006).

Leucinose - défice em 2-cetoacido-desidrogenase dos aminoacidos ramificados: Leu, Val e
lle (Figura 1.4).

Clinica: pode surgir no periodo neonatal com recusa alimentar, letargia progressiva e
evolugdo para coma, ap6s um intervalo livre de sintomas, ou manifestar-se mais
tardiamente: quer por episédios de descompensagdo aguda intermitente com ataxia,
convulsdes e letargia, quer de forma cronica e progressiva com hipotonia, ma evolugao

estatoponderal e atraso de desenvolvimento psicomotor (Wendel e Ogier de Baulny, 2006).

Bioguimica: os aminoacidos ramificados estdo elevados no plasma, assim como a alo-

isoleucina cuja presenca € patognomonica.
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| |
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MM-CohA mutase™®

Succinil-CoA

Figura 1.4 - Metabolismo dos aminoacidos ramificados.

Abreviaturas- BCKDH 2-cetoacido-desidrogenase dos aminoacidos ramificados, 3-HMG-CoA
liase 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase, IV-CoADHase isovaleril-CoA desidrogenase, 3-MCC 3-
metilcrotonil-CoA carboxilase, MM-CoA mutase metilmalonil-CoA mutase

Tratamento: na fase aguda, o objectivo principal passa pela normalizagdo o mais rapido
possivel dos niveis de aminoacidos (AA) ramificados, em especial da Leu que é o
aminoacido mais neurotéxico. Em situagbes mais graves € necessario utilizar técnicas de
depuracdo exégena, como a dialise peritoneal, hemodialise ou hemodiafiltracdo. Nos casos
de menor gravidade pode conseguir-se uma reducdo adequada da Leu, induzindo o
anabolismo e a sintese proteica, pela administracao entérica continua de uma férmula com
elevado teor caldrico, isenta em proteinas naturais e suplementada com uma mistura de AA
essenciais (falamos neste caso em depuracdo enddgena). A longo prazo, o tratamento
consiste numa alimentacéao restrita nos AA ramificados, optimizada de forma a permitir um
normal crescimento, e na prevencao e evicgao das descompensacdes durante situacdes de
stress metabdlico. Um numero restrito de casos responde a terapéutica com tiamina, que é o

cofactor enzimatico (Rocha et al., 2007; Kner et al., 2011).
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Homocistinulria - défice em cistationina p- sintetase (Figura 1.5).

Clinica: caracterizada pelo envolvimento dos 6rgaos alvo, nomeadamente olho (luxagédo do
cristalino), esqueleto (dolicoestenomegalia e aracnodactilia), sistema vascular
(tromboembolismo) e sistema nervoso central (atraso cognitivo e acidentes vasculares

cerebrais) (Couce e Fraga, 2006).

Bioguimica: elevagcdo da homocistina/lhomocisteina e Met plasmaticas e diminuicdo da

cistina (Cys).

Tratamento: deve ser sempre testada a resposta terapéutica a piridoxina, que é o cofactor
enzimatico (Kluijtmas et al., 1999). A esta terapéutica associa-se a vitamina B12 e o acido
félico. Nas formas que nao respondem ou que respondem parcialmente, sdo iniciados uma
dieta hipoproteica restrita em metionina e suplementos de L-cistina. O citrato de betaina, é
outro farmaco utilizado, pois promove a remetilagdo da homocistina em Met e é util nas

situagdes de mais dificil controlo (Devun et al., 2004).
Hipermetioninemia - défice em metionina adenosiltransferase (MAT I/Ill) (Figura 1.5).

Clinica: o atraso, as alteragdes neurolégicas e a epilepsia sdo observadas apenas em alguns
doentes e nao tém relacao directa com os niveis de metionina. As alteragdes da mielinizacao

sao devidas a diminuicdo em S-adenosilmetionina.

Tratamento: passa por uma dieta restrita em Met, a qual esta indicada para valores de Met

superiores a 300 uymol/L (Chien et al., 2005).

Serina . ¢
Tetrahidrofolato Metionina )
Glicina \
S-adenosil
Dimetilglicina metionina
5-10 metileno
tetrahidrofolato
Betaina «— Colina s-adenosil

5 metil- homaocisteina

tetrahidrofolato

Homocisteina

Serina
Piridoxina m‘

Cistationina

!

Cisteina

|

50,

Adenosina

Figura 1.5 - Metabolismo dos aminoacidos sulfurados.

Abreviaturas - (1) cistationina-B-sintetase, (2) metionina adenosiltransferase
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Doencas do ciclo da ureia - O ciclo da ureia permite ao organismo transformar o excesso
de nitrogénio em ureia e sintetizar arginina. Das seis doencas classicas do ciclo da ureia é
efectuado o rastreio apenas de trés, citrulinimeia tipo |, aciduria argininosuccinica e
argininemia (Figura 1.6). O marcador bioquimico comum a estas patologias é a elevacao da
amonia plasmatica. O tratamento é também semelhante em todas elas e aqui descrito

conjuntamente.
Citrulinemia | - défice em argininossuccinato sintetase.

Clinica: pode manifestar-se no periodo neonatal, apds intervalo livre. Com recusa alimentar,
letargia progressiva, faléncia hepatica e evolugdo para coma, ou, mais tardiamente, com
episodios de descompensacdo aguda com vomitos, letargia/ irritabilidade, ataxia e coma
(Bachmann C, 2003).

Bioguimica: o marcador especifico é a elevacao da Cit plasmatica.
Aciddaria argininosuccinica - défice em argininossuccinato liase.
Clinica: tem apresentagao igual a descrita para a citrulinemia.

Bioguimica: o aumento do acido argininossuccinico urinario € o marcador especifico desta

patologia.
CP5S1
2ATP+HCO3 + NH3" -_— (Carbamoil fosfato + 2ADP+Pi
ARGINASE
. Acido
Ureia .
aspdrtico

Acido argininossuccinico

Acido fumérico

Figura 1.6 - Metabolismo do ciclo da ureia.

Abreviaturas - ASL argininosuccinato liase, ASS argininosuccinato sintetase, CPS1
carbamilfosfato sintetase, NH3 amonia, OTC ornitina carbamiltransferase
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Argininemia - défice em arginase |.

Clinica: raramente tem uma apresentacdo semelhante a descrita para as outras doencas do
ciclo da ureia e apresenta-se tipicamente com um quadro de paraparésia espastica
progressiva e atraso mental, sendo o envolvimento hepatico menos grave (Bachmann C,
2003).

Bioguimica: o marcador de diagndstico € a elevagao da Arg plasmatica.

Tratamento: consiste numa alimentagdo restrita em proteinas, associada a administracdo de
aminoacidos essenciais e suplementos de L-arginina (excepto na argininemia) e na utilizagéo de
farmacos quelantes da amonia, benzoato e fenilbutirato de sédio, que criam vias alternativas de
excrecdo do nitrogénio (Maestri et al.,, 1991). Nas formas graves de apresentacdo neonatal é

necessario recorrer frequentemente a técnicas de depuracéo exdgena.

1.3.4.2 — Acidurias organicas

As acidurias organicas caracterizam-se pela acumulagdo no sangue e urina, de
compostos derivados do metabolismo intermediario, que tém pH marcadamente acido.
Estes acidos sofrem conjugacao in vivo com carnitina, seja para metabolizacao posterior,
seja para facilitar a sua excregdo (por via urinaria), originando as respectivas

acilcarnitinas.

O rastreio das acidurias orgénicas por MS/MS é feito através do doseamento das
acilcarnitinas dos diferentes acidos, apds a sua conversao laboratorial em butiril-ésteres
(Rashed et al., 1995).

Atendendo a que a designacdo quimica de muitas das acilcarnitinas € extremamente
complexa e pouco pratica, existe uma nomenclatura simplificada, consensualmente
aceite, e elaborada essencialmente em funcdo do numero de atomos de carbono

existente no seu esqueleto acidico.

Em algumas patologias, como é o caso da aciduria glutarica tipo I, o rastreio baseia-se na
quantificagdo de uma s6 acilcarnitina, mas na maioria das situagdes utilizam-se varias
acilcarnitinas e os ratios entre elas. Assim, por exemplo, a elevacado de propionilcarnitina
(C3) que é de esperar nas acidemias metilmalonica e propidnica, pode passar
despercebida nas formas menos graves de apresentacao tardia, e ser totalmente normal
nos défices de cobalamina. Nestas situagdes, € util a determinacdo dos quocientes entre
a C3 e a acetilcarnitina (C2): [C3/C2] e entre C3 e palmitoilcarnitina (C16): [C3/C16]

(Lindner et al., 2008). Além disso, algumas acilcarnitinas s&o utilizadas como marcadores
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comuns a varias DHM, como é o caso da 3-hidroxi-isovalerilcarnitina (C50H) para a 3-
metilcrotonilglicinuria, aciduria 3-hidroxi-3-metilglutérica e défice em holocarboxilase

sintetase.

Na tabela 1.3 (anexo IV) descrevem-se as acidurias organicas que fazem parte do actual
painel de rastreio em Portugal, os marcadores bioquimicos utilizados na abordagem
inicial (acilcarnitinas) e os testes de confirmagao do diagndstico utilizados, sendo muitas
vezes efectuado o estudo molecular da criangca e dos progenitores mediante

consentimento informado.

A sintomatologia e alteragbes bioquimicas esperadas neste grupo de patologias sédo as

seguintes:

Acidarias metilmaldnica - défice em metilmalonil-CoA mutase e Aciduria propibnica -

défice em propionil-CoA carboxilase.

Ambas as acidurias resultam de um bloqueio enzimatico no catabolismo dos aminoacidos

ramificados (Figura 1.4).

Clinica: manifestam-se no periodo neonatal com recusa alimentar, letargia progressiva e
evolugao para coma, apds um intervalo livre de sintomas, podendo manifestar-se também
mais tardiamente, quer por episodios de descompensacao aguda intermitente, quer de forma
cronica e progressiva com hipotonia, ma evolugdo estaturoponderal e atraso de

desenvolvimento psicomotor (Horster et al., 2009).

Bioguimica: é frequente a cetoacidose e a elevagcao da amodnia nas apresentagdes agudas.
Os marcadores especificos sdo o aumento do acido metilmalénico (AMM) e propiénico (AP)
na urina para as acidurias metilmaldnica e propionica respectivamente, para além de outros

compostos nomeadamente a propionilglicina e o acido metilcitrico.

Terapéutica: na fase aguda tem como objectivo uma rapida eliminagdo dos metabolitos
téxicos. A excregao urinaria do AMM é bastante efectiva, sendo importante um aporte hidrico
elevado para forgcar a eliminacao renal desta substancia. J& a excrecao de AP é menos
importante, dada provavelmente a sua estrutura e caracteristicas préprias, obrigando a
recorrer, com maior frequéncia a técnicas de depuragao exdégena. Tal como ja foi referido
anteriormente para a leucinose, recorre-se a promog¢ao do anabolismo, associando um
aporte caldrico elevado e administracdo de uma mistura de AA essenciais, isenta de Val, lle,
Met e treonina, especifica destas acidurias. A nivel farmacolégico sdo importantes a
carnitina, que ajuda na excregao dos téxicos e previne o défice secundario nesta substancia,
0s quelantes de amodnia se houver niveis secundariamente aumentados e ainda a prova de
resposta farmacoldgica ao cofactor enzimatico (vitamina B12 na aciduria metilmaldnica e

biotina na aciduria propionica). A longo prazo, mantém-se a restricdo proteica e a carnitina,
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sendo de realgar também o uso de metronidazol, que reduz a producao bacteriana de AP a

nivel intestinal (Sanjurjo et al., 2010).

Além da aciduria metilmalénica por défice da apoenzima, sdo rastreadas também as
variantes C e D (Cbl C e Cbl D), que se devem a alteragbes da activagdo enddgena da
vitamina B12. Nestas variantes esta alterada a sintese da adenosilcobalamina (cofactor da
metilmalonil -CoA mutase) e da metilcobalamina (cofactor da metionina sintetase), ocorrendo
um aumento simultdneo do AMM e da homocistina’/homocisteina (Watkins e Rosembilatt,
2011) (Figura 1.5).

Clinica: pode manifestar-se precocemente com doenca neurolégica, ocular, hematoldgica,
renal e cardiaca, ou mais tarde, com doenca neuroldgica progressiva e alteragcdes de

comportamento (Martinelli et al., 2011).

Bioguimica: elevagcao simultinea do AMM e da homocistina’lhomocisteina, e do acido

metilcitrico.

Tratamento: efectuado com vitamina B12 na forma activa (hidroxicobalamina), acido félico e
betaina. A restricdo proteica e o uso de carnitina ndo sdo medidas consensuais (Fowler et
al., 2008).

Aciduriaisovalérica - défice em isovaleril-CoA desidrogenase (Figura 1.4).
Clinica: semelhante a descrita para as acidurias metilmaldnica e propidnica.
Bioguimica: aumento dos acidos isovalérico, 3-hidroxi-isovalérico e de isovalerilglicina.

Tratamento: em linhas gerais é igual ao das acidurias anteriormente descritas. Nesta doenca
esta indicado efectuar suplementos em glicina além da carnitina (Wendel e Ogier de Baulny,
2006).

Acidaria 3-hidroxi-3-metilglutarica (3HMG) - défice em 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase.

E também uma doencga que afecta o catabolismo da leucina e simultdneamente a producéo
de corpos cetdnicos (cetogénese). Esta patologia tem fisiopatologia mista tipo intoxicacao e

defeito do metabolismo energético, combinados.

Clinica: caracteriza-se por episédios de vémitos e letargia com evolugédo para coma. Cerca
de metade dos casos tem inicio neonatal com episddios de hipoglicemia sintomatica (Gibson
et al., 1998).

Bioguimica: elevagdo dos acidos 3-hidroxi-isovalérico, 3-hidroxi-3-metilglutarico e 3-
metilglutacénico.

Tratamento: dieta com restrigdo lipidica e proteica (restricdo em Leu), estando também

indicado administrar carnitina se os niveis séricos forem baixos (Cardoso et al., 2004).
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3-Metilcrotoniglicinuria - défice em de 3-metilcrotonil-CoA carboxilase.

Clinica: variavel, com episddios agudos de vémitos e alteragdes neuroldgicas, epilepsia e

atraso desenvolvimento, podendo também ser totalmente assintomatica nalguns casos.
Bioguimica: aumento da 3-metilcrotonilglicina.

Tratamento: consiste em evitar periodos de jejum longo, aumentar o aporte de hidratos de
carbono em situagbes de stress metabodlico e administrar carnitina (Wendel e Ogier de
Baulny, 2006).

Acidaria glutaricatipo | - défice em glutaril-CoA desidrogenase.

Clinica: a macrocefalia surge em cerca de 75% dos casos. A doenga pode manifestar-se de
forma aguda entre os 3 e os 36 meses de idade, geralmente desencadeada por uma
intercorréncia infecciosa ou intervencgao cirdrgica. A esta crise encefalopatica com lesao
bilateral dos nucleos estriados, segue-se a instalagdo de um quadro neurolégico dominado
pela distonia e hipotonia axial. A evolugcédo crénica, com atraso de desenvolvimento de

gravidade variavel, pode também ocorrer.

Bioguimica: os metabolitos toxicos sdo os acidos glutarico e 3-hidroxiglutarico, sendo este

ultimo o mais neurotoxico.

Tratamento: dieta hipoproteica restrita em lisina e uso diario de suplementos de carnitina.
Durante os episddios passiveis de descompensagdo aguda intensifica-se o tratamento,
aumentando o aporte em hidratos de carbono, restringindo as proteinas naturais e

duplicando a dose de carnitina (Kolker et al., 2011)
Défice multiplo das carboxilases — défice em holocarboxilase sintetase.

Corresponde ao défice simultaneo da piruvato carboxilase, propionilcarboxilase e 3-

metilcrotonilcarboxilase.

Clinica: pode surgir no periodo neonatal com vémitos, convulsdes, letargia e coma, ou mais

tardiamente com atraso de desenvolvimento psicomotor, rash cutaneo e alopécia.

Tratamento: administragdo do co-factor biotina (Baumgartner e Suormala, 2006).
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1.3.4.3 - Defeitos da p-oxidacdo mitocondrial dos acidos gordos

O estudo das doengas da pB-oxidacdo mitocondrial por MS/MS é efectuado pelo
doseamento da carnitina livre (CO) e das acilcarnitinas de 2 a 20 carbonos, avaliando
assim todos os défices desta via desde os acidos gordos de cadeia curta até aos acidos
gordos de cadeia longa (Chace et al., 1999). A concentracao destas substancias € mais
elevada nos primeiros dias de vida devido ao stress do parto, diminuindo rapidamente
nas primeiras semanas, contrariamente ao que acontece com as doencgas tipo

intoxicagdo em que os metabolitos doseados aumentam com o passar dos dias.

Embora haja acilcarnitinas que sao marcadores mais sugestivos de um determinado
défice, é muitas vezes a razao entre determinados marcadores tipicos de cada doenca e
a observacgao de todo o perfil que permite diminuir o risco de falsos positivos e falsos

negativos e fazer um diagndstico com maior rigor.

Na tabela 1.4 (anexo V) estdo descriminados os defeitos da p-oxidacao mitocondrial dos
acidos gordos que fazem parte do actual painel de rastreio, os marcadores bioquimicos
iniciais e os testes de confirmagdo. A alteracdo bioquimica mais sugestiva € a

hipoglicemia hipocetética.

Descrevem-se em seguida as manifestagdes clinicas esperadas para estas doengas e 0

tratamento preconizado.
MCAD - défice da desidrogenase dos acidos gordos de cadeia média.

Clinica: os primeiros sintomas surgem mais frequentemente entre os 3 e 24 meses de
vida, coincidindo com o inicio do jejum nocturno ou com uma intercorréncia infecciosa.
Pode manifestar-se por vémitos e letargia, com evolugdo progressiva para o coma,
sindrome Reye-like ou morte subita. Pode surgir também mais tardiamente com
episodios de vomitos ciclicos (lafolla et al., 1994). A taxa demortalidade associada a este

primeiro episédio de descompensacéo € de cerca de 30% (Ratzel et al., 2005).
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Figura 1.7 - Metabolismo da p-oxidagao mitocondrial dos acidos gordos.

Abreviaturas - CPT1 carnitina palmitoil-transferase |, CPT2 carnitina palmitoil-transferase I,
MCAD desidrogenase dos acidos gordos de cadeia média, MPT proteina trifuncional
mitocondrial, SCHAD desidrogenase doshidroxiacidos de cadeia curta, VLCAD desidrogenase
dos acidos gordos de cadeia muito longa

LCHAD - défice da desidrogenase dos hidroxiacidos de cadeia longa.

Clinica: pode manifestar-se no periodo neonatal com letargia, acidose metabdlica,
taquipneia e ligeira hipotonia, ou mais tardiamente com vomitos, sonoléncia, ma evolugao
ponderal, hepatomegalia, hipotonia e debilidade muscular. A cardiomiopatia, que muitas
vezes é detectada no primeiro ano de vida, pode ser dilatada ou hipertréfica (Martins et
al.,, 1996). As descompensagdes metabdlicas podem manifestar-se com quadros de
sindrome Reye-like e/ou rabdomidlise e podem deixar sequelas neuroldégicas como

atraso mental, epilepsia e alteragbes no tonus (Tyni et al., 1997).
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VLCAD - défice da desidrogenase dos acidos gordos de cadeia muito longa.

Clinica: as formas mais graves com inicio no primeiro ano de vida estdo associadas a
cardiomiopatia hipertréfica, arritmias e por vezes, derrame pericardico sendo a
mortalidade associada ao primeiro episédio de descompensacao de 75%. Formas menos
graves podem surgir mais tardiamente, com clinica semelhante a descrita para a MCAD.
Podem também ocorrer outros fenoétipos na adolescéncia ou idade adulta, com dor
muscular e rabdomidlise desencadeada por exercicio ou stress e uma evolugao

progressiva (Quintana e Crespo, 2010).

TC - défice do transportador da carnitina, défice primario em carnitina.

Clinica: pode manifestar-se em qualquer idade, havendo um predominio de sintomas
musculares (fraqueza muscular) e cardiacos (cardiomiopatia). Podem também ocorrer

morte subita ou episddios de hipoglicemia hipocetética (Stanley et al., 2006).

CPT I - défice da carnitina palmitoil-transferase |I.

Clinica: as manifestacées surgem no PNN ou nos primeiros meses de vida, com faléncia
hepatica, faléncia multiorganica, quadros Reye-like e por vezes acidose tubular renal.

N&o esta descrito atingimento muscular (Stanley et al., 2006).

CPT Il - défice da carnitina palmitoil-transferase Il.

Clinica: podem considerar-se duas formas de apresentagdo. A forma grave, com
cardiomiopatia e arritmias, associada a faléncia hepatica e multiorgénica e, por vezes,
com anomalias congénitas. A forma menos grave surge na adolescéncia ou idade adulta
com episodios intermitentes de dor muscular e rabdomidlise desencadeados pelo

exercicio fisico, jejum ou situagdes de stress metabdlico (Stanley et al., 2006).

MADD - défice multiplo das desidrogenases dos acidos gordos.

Clinica: podem considerar-se trés fenétipos clinicos: tipo | — apresentacdo neonatal com
anomalias congénitas; tipo Il — apresentacdo neonatal sem anomalias; tipo Ill — forma
ligeira de apresentacao mais tardia. As formas graves apresentam-se com hipotonia,
hipoglicemia, acidose metabdlica e/ou hiperamonemia e com alteragdes congénitas (tipo
I) como rins displasicos, anomalias cardiacas e cerebrais. Enquanto as formas tardias

podem surgir com episodios intermitentes de vomitos e letargia, durante episddios de
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catabolismo, que podem ser letais, ou com quadros de miopatia progressiva (Loehr et al.,
1990).

A base comum do tratamento de todas estas doencas consiste em evitar periodos de
jejum e assegurar um aporte caldérico que evite a lipdlise durante periodos de stress
metabdlico. Estdo recomendados restricdo lipidica e incremento da ingestdo de hidratos
de carbono, excepto nos défices em MCAD e primario em carnitina (TC). Nos defeitos da
B-oxidagdo mitocondrial dos acidos gordos de cadeia longa (LCHAD, VLCAD, CPT | e
CPT 1I), esta indicada uma restricdo em trigliceridios de cadeia longa e suplementagao
em triglicerideos de cadeia média, acidos gordos essenciais e vitaminas lipossoluveis.

Nos doentes com MADD faz-se em simultaneo restricao lipidica e proteica.

As descompensagbes agudas devem ser tratadas a nivel hospitalar com aporte elevado

de glicose por via endovenosa (7 a 12mg/kg/minuto).

O tratamento com carnitina é efectuado de forma sistematica quando ha défice do
transportador e nas outras situagdes apenas quando ha um défice secundario. A
riboflavina esta indicada nas formas de MADD que respondem a este cofactor
(Spiekerkoetter, 2009; Quintana e Crespo, 2010).

1.4 - Rastreio Metabdlico: Desafios para o Futuro

O rastreio neonatal tem uma cobertura muito heterogénea a nivel mundial (Figura 1.8),
abrangendo apenas cerca de 30% do total de 134 milhdes dos RN que nascem
anualmente. Destes, 67 milhdes nascem na Asia onde apenas sao rastreados 10%
(Declaragao de Cebu 2008).

No futuro os objectivos serdo necessariamente diferentes nos paises desenvolvidos e

nos paises em vias de desenvolvimento.

Nao faz sentido falar de rastreio neonatal em paises onde mais de 50% das criangas nao
s&o vacinadas e onde a mortalidade infantil & superior a 20% (Agarwal WK, 2008). No
entanto, se tivermos em conta que o hipotiroidismo congénito é responsavel pelo atraso
cognitivo em 22.000 criangas por ano (Padilla e Therrell, 2007), e tendo em conta a
acessibilidade e o preco do tratamento, é licito pensar que este rastreio venha a ser
alargado a estes paises. O rastreio da drepanocitose, doenga que atinge 1% da
populacdo em Africa, ndo é dispendioso e podera contribuir para reduzir a mortalidade
infantil (Bain JB, 2009).
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B Recém nascidos rastreados

AFRICA

AMERICA
EUROPA

Figura 1.8 - Percentagem dos RN rastreados nos varios continentes. Europa 80%, Africa
5%, América do sul 50%, América do norte 99%, Asia 10%

Nos paises desenvolvidos, a perspectiva de novos tratamentos e medidas preventivas, o
aparecimento de novos meios de diagnostico e a persecussao do ideal em termos de
cuidados de saude, faz prever que no futuro a tendéncia seja para alargar o painel de

rastreio a novas patologias (Wilcken B, 2011).

Dos novos tratamentos recentemente comercializados ou ainda em fase de ensaio clinico
destacam-se os tratamentos de substituicdo enzimatica, as substancias que promovem a
estabilizagdo da enzima deficitaria (pharmalogical chaperones) e a terapia génica.
Destes, a maior polémica em relagdo ao rastreio neonatal coloca-se para as doencas
lisosomais, em que a terapéutica de substituicdo enzimatica é particularmente
dispendiosa e sem evidéncia de beneficios a nivel do sistema nervoso central (Connock
et al., 2006).

Os avancos recentes nas bio e nanotecnologias levaram ao desenvolvimento de novos
microsistemas, para separacado e analise de bioparticulas, que substituirdo os sistemas
analiticos classicos. Destacam-se numerosos aparelhos com microchips, ultra-sensiveis
e capazes de analisar produtos bioldgicos complexos como o sangue. Estas novas
tecnologias, denominadas digital microfluidics permitem entre outras aplicagdes, o estudo
enzimatico, imunolégico e molecular, com uma relagdo custo beneficio favoravel e
poderdo ser incorporadas no rastreio neonatal de doencas lisosomais, peroxisomais,
hematoldgicas e imunolégicas num futuro ndo muito longinquo, abrindo portas a uma

nova era do rastreio (Millington et al., 2010).
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Objectivos

O rastreio neonatal alargado veio possibilitar a identificagdo em simultdneo, de um
grande numero de doengas metabdlicas, nos primeiros dias de vida, aspecto a que se
associa um elevado numero de questdes de ordem pratica e ética, objecto de discussao

marcada na actualidade.

Mercé da experiéncia clinica adquirida ao longo dos anos, quer no seguimento de
doentes com fenilcetonuria rastreados no PNDP, quer no diagnéstico e tratamento de
inumeros doentes com patologia metabdlica sintomatica, no presente trabalho
propusemo-nos avaliar qual o contributo que o diagnostico pré-sintomatico das DHM tem

na saude das criancas rastreadas e na das respectivas familias.
Os principais objectivos deste estudo incidem sobre varias vertentes:

1. Avaliar o contributo do diagnoéstico precoce para a redugao da mortalidade e

morbilidade que se associam a este grupo de patologias.

2. Estudar as repercussdes do diagndstico pré-sintomatico nas familias,
nomeadamente a importancia do rastreio familiar e a possibilidade de um

aconselhamento genético e disponibilidade de diagndstico prénatal.
3. Contribuir para o estudo epidemioldgico da populagéo portuguesa em algumas
destas doengas, e tentar estabelecer uma correlagdo genotipo/fenétipo das

mesmas.

4. Aprofundar o conhecimento das patologias rastreadas, destacando as

especificidades identificadas na populagao portuguesa.

49






. DOENTES E METODOS







Doentes e Métodos

Neste capitulo descreve-se a metodologia geral utilizada na elaboragao deste trabalho.

1.

A amostra objecto da presente avaliagéo, incluiu 253 doentes com patologia
metabdlica. Destes, foram objecto de especial atencédo 93 doentes afectados
pelas patologias incluidas recentemente no painel de rastreio metabdlico neonatal
alargado em Portugal, diagnosticados em fase sintomatica, ou seleccionados por
aquele programa de rastreio, na sua maioria em fase pré-sintomatica. Os outros

doentes, um total de 160, s&o portadores de fenilcetonduria.

Foram incluidos neste estudo, doentes com proveniéncias distintas:

a) Unidade de Doencas Metabdlicas do Hospital Maria Pia - Centro Hospitalar do
Porto, a qual se encontra em funcionamento desde 1994. Nesta Unidade sao
seguidas 345 criangcas com DHM. Foram incluidos no presente estudo 85
doentes, 45 diagnosticados clinicamente (22 aminoacidopatias, 13 acidurias
organicas e 10 defeitos da B-oxidagcdo mitocondrial dos acidos gordos) e 40
doentes identificados pelo rastreio neonatal (20 aminoacidopatias, 10 acidurias
organicas e 10 defeitos da B-oxidagao mitocondrial dos acidos gordos).

b) Centros Nacionais de Tratamento de DHM, com o intuito de obter uma visdo
nacional no referente a realidade de algumas patologias especialmente raras, 8
doentes (4 com leucinose, 2 com MADD e 2 com argininemia).

c) Consulta de Doencas Metabdlicas Centro de Genética Médica Doutor Jacinto
de Magalhaes, no ambito de um protocolo de colaboragcdo conjunta. Nesta
consulta estdo em seguimento 160 doentes com fenilcetonuria, 139 dos quais

rastreados precocemente.

Foi efectuado um estudo comparativo da histéria natural da doenga nos doentes
sintomaticos vs doentes rastreados, a qual incluiu (i) a idade de diagnéstico, (ii)
marcadores bioquimicos ao diagndstico, (iii) o desenvolvimento psicomotor, (iv) a
evolugao estatoponderal, (v) o envolvimento multiorganico, (vi) o numero e
gravidade dos episodios de descompensacao e (vii) a mortalidade. A recolha de
dados foi efectuada com base nas tabelas A (Anexo |) e tabela B (Anexo Il) que

figuram em anexo.

Consideramos duas fases na avaliagao clinica dos doentes:

a) Periodo inicial - em que o médico do centro de tratamento, apds ser
informado pelo Laboratério Nacional de Rastreio, contactou telefonicamente
a familia e marcou uma primeira consulta de avaliacdo. A admissao

hospitalar foi imediata, quando houve suspeita de que o RN nao se
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encontrava clinicamente bem, ou no caso de doengas com uma grande
probabilidade de descompensacao precoce, como a leucinose, citrulinemia,
acidurias argininosuccinica, metilmalénica, propidnica e isovalérica. Nas
restantes situacoes, a marcagao foi efectuada com caracter de urgéncia
menor. Nesta primeira consulta a familia foi informada sobre a situacao
identificada, elaborada a histdria clinica, feita a observacdo do RN, feitas
colheitas para confirmacao do diagndstico e iniciada terapéutica quando tal
se justificava.

Longo prazo - em que a abordagem clinica e bioquimica dos doentes,
embora personalizada, se baseou na utilizacado de protocolos de tratamento
e seguimento nacionais e internacionais. A abordagem foi multidisciplinar,
com especial destaque para o seguimento em nutricdo, psicologia,
pedopsiquiatria, neuropediatria e varias outras especialidades, dependendo

do envolvimento multiorganico de cada doente.

3. Apos identificagdo do caso index, foi sempre efectuado um aconselhamento

geneético e oferecida a possibilidade de um diagndstico prénatal nas doengas em

que o mesmo se justificava. Foi também efectuado com base em consentimento

informado, o rastreio a familiares, das doengcas que apesar de poderem

permanecer assintomaticas durante longos periodos de tempo podem manifestar-

se subitamente de forma aguda com episddios eventualmente fatais.

4. Além da vertente clinica, foram também efectuados estudos moleculares e

epidemioldgicos em colaboragdo com outros centros de tratamento, com o Centro

de Genética Médica Jacinto de Magalhaes — INSA e Instituto de Patologia e

Imunologia Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP). Estes estudos

tiveram o consentimento informado dos pais.

Os métodos especificos dos estudos efectuados, que fazem parte dos artigos

publicados e que figuram na seccao dos resultados, sdo referidos nos respectivos

manuscritos.
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Resultados

7

Este capitulo € composto de 11 artigos cientificos, os quais estdo divididos em trés

grupos de acordo com os objectivos propostos para a elaboragdo da presente tese:

- Evolugao clinica favoravel dos doentes metabdlicos como consequéncia do
seu diagnostico pré-sintomatico ou precoce.
- Importancia do rastreio alargado nas familias.

- Interesse do estudo epidemiolégico nas novas doencgas rastreadas.
Embora em cada artigo se aborde mais do que um aspecto e por conseguinte o seu

conteudo nao seja estanque, foi considerado para esta divisdo o tema predominante de

cada trabalho.
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4.1- Evolucédo clinica favoravel dos doentes metabdlicos como

consequéncia do seu diagndstico pré-sintomatico ou precoce

4.1.1- Aminoacidopatias e acidurias orgéanicas

Artigo 1 - Avaliacdo da efectividade do tratamento das doengcas metabdlicas tipo
intoxicacao diagnosticadas no periodo sintomatico. Acta Pediatr Por 2008;39:233-9.

Foi efectuado um estudo retrospectivo baseado na analise dos processos dos doentes
com as aminoacidopatias e acidurias organicas mais frequentes, diagnosticadas de forma
sintomatica (antes do inicio do rastreio alargado) e que estavam em seguimento na
Unidade de Doencgas Metabdlicas do HMP no momento em que iniciei esta investigacao.
O objectivo deste estudo foi seleccionar e definir um grupo de doentes susceptivel de
servir de comparagado na avaliagdo posterior dos doentes rastreados com a mesma
patologia. Foi calculado o tempo que mediou entre o aparecimento dos primeiros
sintomas e o diagnodstico e as consequéncias deste atraso na morbilidade e mortalidade

dos doentes.

Artigo 2 - Consenso para o tratamento nutricional da Leucinose. Acta.Pediatr Por 2007;
38: 120-28.

Na tentativa de uniformizar a abordagem terapéutica dos doentes com DHM Proteico
foram elaborados pelos Centros de Referéncia protocolos de tratamento e seguimento.
Estes protocolos tiveram o apoio e a aprovagdo da Sociedade Portuguesa de Doencgas
Metabdlicas e foram publicados na revista da Sociedade Portuguesa de Pediatria. Na
Unidade de Doencas Metabdlicas do HMP elaboramos o protocolo de tratamento da
leucinose por ser uma patologia particularmente frequente em seguimento na nossa
Unidade.

Artigo 3 - Neonatal cholestasis: an uncommon presentation of hyperargininemia. J Inherit
Metab Dis — DOI 10.1007/s10545-010-9263-7.

A argininemia assume especial relevo na nossa populagdo, uma vez que € mais
frequente em Portugal do que nos restantes paises europeus.

As formas de apresentacido neonatal desta patologia do ciclo da ureia sdo especialmente

graves e extremamente raras o que nos motivou a fazer uma revisdo dos casos com esta
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forma de apresentacao referidos na literatura e a descrever a evolugao clinica de dois
casos, com apresentacao precoce em seguimento na Unidade de Doengas Metabdlicas
do HMP, um diagnosticado na fase sintomatica e outro rastreado. Estes dois doentes,
para além da apresentacdo neonatal, ttm em comum a colestase sugerindo que esta
pode ser a forma de apresentacdo na argininemia. O doente rastreado embora
aparentemente assintomatico apresentava valores aumentados de amoénia e iria
seguramente evoluir para coma se néo tivesse sido detectado através do Programa de

Diagnéstico Precoce.
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ARTIGO ORIGINAL

Avaliacdo da efectividade do tratamento das doencas metabdlicas tipo into-
xicacao diagnosticadas no periodo sintoméatico
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1 - Unidade Metabolismo, Centro Hospitalar do Porto, Unidade Maria Pia, Porto
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Resumo

Objectivos: Avaliar a efectividade do tratamento nas doengas
hereditirias do metabolismo tipo intoxicagdo diagnosticadas
em criangas sintomdticas.

Meétodo: Avaliagio clinica e bioguimica retrospectiva dos doen-
tes com aminoacidopatias e acidurias orgénicas, mais frequente-
mente diagnosticadas no Norte de Portugal, entre Janeiro 1990 e
Dezembro 2006, através de recolha de dados registados nos pro-
cessos clinicos. Os doentes foram divididos por grupos de patolo-
gia e idade de aparecimento. Registou-se idade de inicio dos sin-
tomas, forma de apresentago, idade de diagndstico e de inicio de
tratamento, adesio & terapéutica, descompensagdes e evolugio,
Resultados: Foram identificados e incluidos 22 doentes com
doengas hereditirias do metabolismo nomeadamente: leucinose,
homocistintiria, argininemia e acidurias metilmaldnica, propid-
nica e 3-hidroxi-3-metilglutdrica. Em oito casos a apresentagio
foi neonatal (infcio de sintomas entre o terceiro e o 13° dias de
vida) com diagndstico e respective inicio de tatamento dois a
cinco dias apds. Nas formas de apresentagio tardia os sintomas
sirgiram enire o més ¢ 05 16 anos de idade com diagnéstico ¢ ini-
cio de tratamento em média 2.8 anos mais tarde. A adesdo i tera-
péutica foi adequada nas duas formas de apresentagio. No total de
doentes avaliados hi a salientar que dois doentes faleceram, que
um tem mé evolugio estato-ponderal e sequelas neuroldgicas gra-
Ves @ (ue onze apresentam atraso cognitivo ligeiro a moderado,
Conclusdes: O periodo de tempo que decorreu entre a apresen-
tagio clinica sintomdtica e o inicio do ratamento foi exces-
sivamente longo, sobretudo para as formas tardias, levando ao
aparecimento de lesdes que mesmo um tratamento correctamen-
te efectuado nio conseguiu regredir.

Palavras-chave : Doencas hereditdrias do metabolismo, ami-
noacidopatias, aciddrias orgdnicas, diagnostico sintomdtico,
avaliagio da efectividade do tratamento

Acta Pediatr Port 2008;39(6):233-9

Recebido: 05072007
Aceite: 14.11.2008

Evaluation of treatment effectiveness in intoxi-
cation type inborn errors of metabolism diag-
nosed in symptomatic state

Ahstract

Aims: Evaluation of treatment effectiveness in inborn errors
of metabolism, intoxication type, diagnosed in symptomatic
children.

Methods: The authors present a retrospective clinical and
biochemical evaluation of patients with the more frequently
diagnosed amino acid metabolism and organic acid disorders.
The study was performed in North of Portugal, from January
1990 to December 2006, and the data was obtained from con-
sultation of the clinical files. The patients were divided by
groups of pathology and age of presentation. The age of
beginning of the symploms, presentation [rom age of diagno-
sis and of beginning of handling, adhesion to the therapeutic,
decompensations and clinical course were registered.

Results: In this study 22 patients were identified and included
with inborn errors of metabolism, namely: MSUD, homo-
cystinuria, arginimemia, methylmalonic, propionic and 3-hy-
droxy-3-methylglutaric acidurias. Eight cases had neonatal
presentation (first symptoms between the 3rd and the 13th
days of life) with diagnosis and therapeutic approach 2 to §
days later. In the late-onset presentation the symptoms
appeared between one month and 16 years of age with diag-
nosis and beginning of handling on average 2.8 years after.
Therapeutic adhesion was good in the two clinical forms of
presentation. Presently, in this cohort of patients, two
deceased, one has failure to thrive and severe neurological
discase, eleven present slight to moderate mental retardation
and the remaining are normal.

Conclusions: The elapsed time between the symptomatic
clinical presentation and the beginning of the handling was
wo long, mainly for the late-onset cases, leading to the
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appearance of disabilities that otherwise would have been
avoided.

Key Words: Inborn errors of metabolism, amino acid meta-
bolism disorders and organic acid disorders, symptomatic
diagnosis, effectiveness evaluation

Acta Pedian Port 2008;39(6):233-9

Introducao

Ao longo dos Gltimos 50 anos, o desenvolvimento cientifico ¢
tecnologico permitiu o reconhecimento de um grande nimero
de doengas hereditirias do metabolismo (DHM). Embora
todos os diagndsticos sejam importantes, a identificacio de
doengas metabdlicas trativeis assume a maijor relevincia
devido & necessidade de se dar infcio urgente a uma terapéu-
tica adequada *2.

Na drea do metabolismo apds o éxito que foi o ratamento pré-
sintomdtico da fenilcetoniria, novas terapéuticas tém vindo a
ser testadas para as DHM, umas com sucesso efectivo sal-
vando a vida a centenas de doentes, outras com cardcter mais
experimental ¢ menos promissoras .

Actualmente, sfo cada vez em maior niimero, os doentes meta-
bdlicos que atingem a idade adulta, levantando-se novas ques-
tdes sobre os métodos actuais de diagndstico, tratamento e
seguimento. A avaliagio da histdéria natural de grandes séries de
doentes, envolvendo estudos multicéntricos, é fundamental
porque nos permite avaliar quais os factores do tratamento e
seguimento que sio efectivamente importantes a longo prazo *.

Fazem parte do grupo das doengas metabdlicas trativeis, as
aminoacidopatias, as acidiirias orgénicas, as do ciclo da ureia
e as devidas i intolerfincia aos aglicares. Neste primeiro grupo
de doengas (referidas como tipo intoxicagio na classificagio
fisiopatoldgica, o tralamento requer a remogio imediata dos
metabolitos (0xicos para o doente através da utilizagio de die-
tas especificas, técnicas de remogdo extra corporal, firmacos
depuradores ou vitaminas que sdo cofactores enzimdticos, O
outro grande grupo de patologias metabélicas trativeis integra
parte das doengas com alteragio do metabolismo energético
como os defeitos da f-oxidagio mitocondrial dos 4dcidos gor-
dos, glicolise, neoglicogénese, cetogénese ¢ cetdlise, glicoge-
noses e hiperinsulinismo. Neste segundo grupo, o tratamento
consiste em evitar periodos de jejum ¢ aumentar o aporte de
hidratos de carbono particularmente durante intercoméncias
infecciosas '

Neste estudo € feita a avaliagio de doentes com DHM tipo
intoxicagio, sendo incluidas as patologias que foram diagnos-
ticadas com maior frequéncia nomeadamente leucinose,
homocistinuria e argininemia e ainda as acidirias metilma-
lonica, propidnica ¢ 3-hidroxi-3-metilglutirica.

Em termos bioguimicos a leucinose (Mendelian [nheritance
in Man - MIM # 248600) ¢ as acidirias metilmaldnica (MIM
# 251000} e propidnica (MIM # 232000) resultam de um blo-
queio enzimitico no catabolismo dos aminodcidos ramifi-
cados {leucina, valina e isoleucina). A clinica pode surgir no
periodo neonatal com recusa alimentar, letargia progressiva ¢
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evolugio para coma apds um intervalo livre de sintomas ou
manifestar-se mais tardiamente quer por episddios de des-
compensagio aguda intermitente, quer de forma cronica e
progressiva com hipotonia, md evolugio cstatoponderal e
atraso de desenvolvimento psicomotor *.

A acidiria 3-hidroxi-3-metilglutirica (MIM # 246450) ¢ tam-
bém uma doenga que afecta o catabolismo da leucina e simul-
tincamente a producio de corpos cetdmicos (cetogénese). Esta
patologia tem um mecanismo misto com uma fisiopatologia
de doenga tipo intoxicagdo e de defeito do metabolismo ener-
gético. Clinicamente caracleriza-se por episddios de vomitos
e letargia com evolugio para coma. Cerca de metade dos
casos tém infcio neonatal com episédios de hipoglicemia sin-
tomitica “.

A homocistinuria (MIM # 236200} por défice de cistationina
- sintetase € a alteracio mais frequente do metabolismo da
metionina. A clinica é caracterizada pelo envolvimento dos
dredos alvo, nomeadamente olho (luxagio do cristalino),
esqueleto (dolicoestenomegalia e aracnodactilia), sistema
vascular (tromboembolismo) e sistema nervoso central (atra-
50 cognitivo e acidentes vasculares cerebrais) ™.

A argininemia {MIM # 207800) ¢ uma doenca do ciclo da ureia
causada pelo défice em arginase I. Tipicamente apresenta-se
com um quadro de paraparésia espdstica progressiva e atraso
mental, sendo o envolvimento hepético menos grave compara-
tivamente com as outras doengas do ciclo da ureia ™.

Pretende-se com este estudo, avaliar a evolugio dos doentes
diagnosticados no estado sintomitico, quer no perfodo neona-
tal ou mais tardiamente, realgando a heterogeneidade clinica
das patologias referidas anteriormente.

Populacio ¢ métodos
Local: Hospital Pedidtrico de nivel TIT

Critérios de inclusdo: doentes com DMH passiveis de trata-
mento gue foram diagnosticados no estado sintomédtico entre
1990 e 2006. Consideramos as aminoacidopatias e as aciddrias
orginicas diagnosticadas com maior frequéncia na Regido
Norte antes do inicio do rastreio neonatal alargado integrado
no Programa Nacional de Diagndstico Precoce. Assim, foram
ncluidos 17 doentes com aminoacidopatias (6 leucinoses, 7
homocistinirias clissicas ¢ 4 argininemias) ¢ 5 acidirias orgd-
nicas (2 aciddrias metilmaldénicas, | aciduria propiénica, 2 aci-
ddrias 3-hidroxi-3-metilglutiricas).

Todos o casos em seguimento que cumpriam os critérios
estabelecidos foram incluidos no estudo.

Meétodos: Bstudo retrospectivo com recolha de dados a partir
do processo clinico. Em todos os doentes foi avaliada a histo-
ria familiar, idade de infcio dos sintomas, forma de apresenta-
¢do, idade de diagndstico e de inicio de watamento, adesio a
terapéutica, descompensagdes ¢ evolugio.

A avaliagio metahdlica que permitiu o diagndstico (em 21/22
doentes), ¢ os controlos bioquimicos posteriores foram efec-
twados no centro de referéncia para o diagndstico de doengas
metabolicas na Regido Norte.
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Foram considerados como critérios de sucesso o crescimento
e desenvolvimento cognitivo normais (avaliados respectiva-
mente por tabelas de peso - estatura e escalas de desenvolvi-
mento: Griffiths até aos 6 anos ¢ Wisc Il posteriormente),
associados a um bom controlo nutricional e metabdlico com
marcadores bioguimicos dentro de limites considerados para
as patologias.

A adesao a terapéutica foi avaliada pelo crescimento ¢ desen-

Martins E et al - Avaliagdo da efectividade do tratamento das doengas metabilicas

volvimento, controles bioquimicos e episddios de descompen-
sagio nio relacionados com doencas agudas desencadeantes.

Resultados
Os resultados globais sdo apresentados de forma sumdria para
as aminoacidopatias no Quadro I e para as acidirias orginicas
no Quadro I1.

Quadro | - Manifestagdes clinicas, diagndstico e evolugio de 17 doentes com aminoacidopatias

Idade Idade  Di Gsti Diagnésti Idade
Inielo
DOENGCA Doente Sexo Sin-  Sintomas Diag-  Bioguimi Molecul Actual Evolugio
tomas néstice plasma
Leucinose 1 M 60 Recusa alimentar 8D tvalells Q267X 1 124 Dificuldades de
Letargia Leu 3167 pmolllL. Q267X aprendizagem (QG 80)
(VR 68-158)
2 F a0 Ma evolugao ponderal 13D tValelle P200X { 13 A QG 93
Coma - convulsbes Leu 3283 pmol/lL  P356L
3 F 5D Recusa alimentar 8D tvalelle P200X { ——  Sequelas
Coma - convulsies Leu 3287 pmollL  1214K neuroldgicas
Morte aos 7 anos
4 M D Letargia 9D tValelle H3TVisX3/ 2A Desenvolvimento
Leu 1889 pmollL  H37WisX3 psicomotor normal
5 M 20 M Episddios de distonia 2iM 1 Valelle AZZ2OV T A Dificuldadas de
e sonoléncia Lau 495 pmaliL ya413H aprendizagem (QG 76)
6 M 33 M Episddios de ataxia 3A 1 Valelle D152N 16 A Dificuldades
recorrants Leu 314 pmol/L ID152N escolares apdés
) adolescéncia (QG 96)
Homocistinuia 7 M 1A Hipotonia 448 1 Met, | Cys TI9IM/ 12 A  Aftraso cognitivo
Afraso no Homocistaina TI91M Defice visual
dessnvolvimanto 240 pmoliL Alteraghes
(VR 4,2-14.6) esqueléticas
8 M 6A Fenofipo marfandide 13A 1 Met, | Cys T191M [/ 18A  Atraso cognitivo
Atraso cognitivo Homocisteina T191M Defice visual
Luxag&o do cristaling 240 pmol/L Alteragbes
asqL j
] F 6A Fenotipo marfandide 15 A t Met, | Cys T191M/ 20A  Atraso cognitivo
Atraso cognitivo Homocisteina TI91M Defice visual
215 pmol/L Alteragbes
asqueléticas
10 F 16 A Trombose venosa 16 A 1 Met, | Cys T191M / 21A Epilepsia
cerebral Homoeisteina T191M
280 pmol/L
1 F 6A Atraso cognitivo 10A * Mat, | Cys TI91M [ 17 A  Afraso cognitivo
Homocisteina TI91M
188 pmal/L
12 M 5A Atraso coghitivo 14 A + Met, | Cys T191M/ 20A  Afraso cognitivo
Luxagdo do cristalino Homocisteina Ti91M Defice visual
216 pmal/L
13 F 6 A Defice visual TA 1 Met, | Cys ND BA Sem defice
Luxagao do cristalino Homocistaina cognitivo
179 pmaol/L
Argininemia 14 F ™ Colestase neonatal 2M Arg 1756 pmal/l R21X /[ 154 Transplante hepatico
(VR 20-140) R21X Exame neuroldgico e
NH4 180 pmaliL Desenvolvimento
) ) ) (VR 45-80) ) coghitiva nomais
15 F M Elevagao das 1@ M Arg 485 pmoliL R21XK 7 15A  Transplante hepatico
) transaminases ) NHa4 90 pmal/L R21X Paraparasia estavel
16 M 3A Alteracio na marcha 4 A Arg 560 pmol/L R21X /7 16 A Paraparesia
NH4 80 pmol/L progressiva
Atraso coghitivo
17 M 4A Letargia 5A Arg 923 pmoliL R21X/7? 23 A Paraparesia
Convulsfies NH4 196 prmoliL progressiva

Atraso cognitivo

Legenda: Arg - Arginina / Cys - Cisiina / Hom - Homodistina / Ile - Isoleudina / Leu - Leucina / Met - Metionina / N-4 - Amdria / Val - Valina / D - Dias / M - Meses

1A - Anos (YR - Valor de Referéncia
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Quadro Il - Manifestages clinicas, diagndstico e evolugio de 5 doentes com aciddrias organicas

Martins E et al - Avaliagdo da efectividade do tratamento das doengas metabilicas

Idade Idade Diagndstico Dlagndstico Idade
Inicio
DOENGA Doente Sexo Sin- Sintomas Diag- Bloguimi Melecul Actual Evolugio
tomas nastico
Acidiria 18 F 6D Desidratagdo 8D AMM V399FsX24/R31X 20 Dasanvolvimento
Metimaldnica Letargia, 10.250 pmolimmaol meses psicomotor
Hipotania creat (VR-n.d) nomal QG 98
18 F 6 M Ma evolugao am AMM ND 8 anos Dessnvolvimento &
pondaral 30.550 pmolimmol crescimento normais
Hipotonia creat {QG 105)
Acidaria Letargia - coma 3-OH-propidnico ND G anos Seqguelas
Propidnica 20 M 3D Hipotermia 4D 8965 pmolimmol neurcldgicas
creat (VR-n.d) graves
propionilglicina
193 pmolfmmol
creat (VR-n.d)
Aciduria 21 F 2D Hipotonia 3D IHMG E37X f E3TX 4 anos  Desenvolvimanto e
3-Hidroxi Convulshes 4.260 pmolimrmol crescimento nomais
I-Mefiglutaica ) creat (VR-n.d) {QG 95)
22 M 4D Coma 5D IHMG E37X [ EITX ——  Sequelas
Convulsiies 5.430 pmalimmol neurolégicas graves
Morte aparente creat Morte aos 5 meses
1 da: AMM - Acido { 3HMG - Acido 3-hidroxi-2-metilglutérico / Creat - Creatinina / D - Dias { M - Meses { VR - Valor de Referéncia / ND - Nao
Dalerminado
Aminoacidopatias idade. Os outros doentes t€m actualmente idades compreen-

Leucinose: Dos 6 doentes estudados, guatro tiveram reve-
lagio neonatal e dois, apresentagio tardia. A histéria familiar
era irrelevante havendo a referir consangumidade apenas num
caso,

Clinica - Nas formas de apresentagio neonatal a clinica sur-
giv entre 0 5 e 8° dias de vida com recusa alimentar, letargia,
hipotonia e convulsdes. Nas formas de apresentacio tardia as
manifestagdes clinicas foram distintas: um caso apresentou-se
com episddios de distonia aos 20 meses (Doente 5) e o outro
com episddios de ataxia recorrente aos 33 meses (Doente 6).
A pesquisa de corpos ceténicos foi positiva em wés das for-
mas neonatais e numa das tardias.

Tratamento — Em dois dos casos de apresentagdo neonatal,
pela maior deterioragio neuroldgica e intolerncia digestiva
foram cfectuadas téenicas de depuragiio exdgena (didlise peri-
tomeal). Os restantes doentes fizeram depuragio enddgena
com administragio a débito continuo, por via oral de uma
mistura com carga caldrica elevada associada a perfusio
endovenosa de insulina endovenosa. Em todos os casos a res-
posta ao cofactor enzimitico, tiamina, foi negativa.

Actualmente cumprem uma dieta restrita em protefnas, enri-
quecida com uma mistura de aminodcidos essenciais isenta
em aminodcidos ramificados.

FEvolugio — Os doentes com apresentacdo neonatal tiveram
mais episddios de descompensagio, todos de curta duragio e
com valores de leucina inferiores a 1000xmol/L, excepto o
Doente 1 com dois episddios de coma ¢ valores superiores a
1500pmol/L. Nas formas de apresentacio tardia, apés diag-
nostico ndo houve novos episédios de descompensagio com
alteracoes neurnldgicas.

A Doente 3 (que sofreu peritonite no periodo neonatal) ficou
com sequelas neurolbgicas graves e faleceu aos sete anos de
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didas entre os dois ¢ os quinze anos de idade. Todos (ém um
crescimento normal ¢ um QI enire 79 ¢ 93 para as formas de
apresentagio neonatal e de 76 e 96 para os casos de revelagdo
tardia.

Homocistindria: Dos sete doentes diagnosticados, trés sio do
sexo masculino, havendo a referir consanguinidade em trés
casos e, num caso, um irmdo falecido, na sequéncia de uma
hemorragia cerebral.

Clinica — Os doentes foram diagnosticados tardiamente, com
idades compreendidas entre os quatro ¢ os dezassete anos. A
data do diagndstico a maioria apresentava atraso mental
(cinco doentes com QI entre 54 ¢ 75), alteracbes esqueléticas
(quatro doentes, trés com fendtipo marfandide), luxagio bila-
teral do cristalino (seis doentes) ¢ num caso (Doente 10) trom-
boembolismo cerebral.

Tratamento — Todos os doentes foram submetidos a prova
terapéutica com piridoxina (300 a 900mg/dia) e acido félico
(10mg/dia), com auséncia de resposta generalizada. Seguida-
mente iniciaram uma dieta hipoproteica restrita em metionina,
citrato de betafna (100mg/kg/dia) e suplementos em L-cistina
(200mg/kg/dia) e vitamina B12 (1mg/dia}. A doente que teve
o episodio romboembdélico iniciou também terapéutica com
antiagregante plaguetar.

Evolugcdo ~ Quairo dos doentes mantiveram-se estiveis ¢ com
valores de homocisteina total entre 50 - 60 pmol/L e em trés
casos registaram-se valores superiores a 80 pmol/L (Doentes
8 e 9). A idade actual varia entre os sete e os vinte anos de
idade.

Argininemia: Nos quatro doentes, dois dos quais do sexo
masculing, a histdria familiar € irrelevante.

Clinica— As idades de diagnéstico oscilaram entre os dois
meses e 0§ quatro anos de idade. As manifestacoes que leva-
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ram 2o diagndstico foram: alteragdes da fungio hepitica
(Doentes 14 el5), paraparésia espdstica (Doente 16) e convul-
soes (Doente 17).

Traramento — Dieta hipoproteica suplementada em amino-
4cidos essenciais e benzoato de sédio 250 a 300mg/kg/d.

Evolugdo — Trés doentes tém paraparésia espdstica (Doentes
15, 16 ¢ 17) e destes, dois (Doente 16 ¢ 17) tém atraso cogni-
tivo que se tem vindo a tornar mais evidente com a idade, A
doente 14, que foi diagnosticada aos 2 meses de idade, nunca
teve clinica neuroldgica,

Foi efectuado o transplanie hepitico com evolugio positiva
em dois casos: na doente 14 (pela doenga hepética terminal) e
na doente 15 (pela paraparésia moderada que estabilizon apds
o ransplante).

Tém actualmente idades compreendidas entre os quinze e os
vinte e trés anos de idade.

Aciddrias orginicas

- Acidurias metiln ica e propidnica: Foram identifi-
cadas em trés doentes, dois casos de apresentagdo neonatal
(uma aciduria metilmalénica e uma propiénica) e um caso de
apresentacio tardia (aciduria metilmalénica). No doente 19 os

pais s3o primos em primeiro gray.

Clinica— MNos doentes com apresentagio neonatal, a clinica
teve inicio ao 3° e 6°dias de vida com recusa alimentar, hipo-
tonia ¢ coma associado a hipoglicemia, acidose metabélica e
desidratagio. Num caso mais grave (Doente 20) ocorreu hipo-
termia (temp. rectal 327) e hipotensao. A forma de apresenta-
¢io tardia (Doente 19) tinha rejei¢iio electiva para alimentos
ricos em proteinas, e mé evolugio ponderal a partir da data da
diversificagio alimentar, associada a hipotonia e apatia.

Tratamento — As formas neonatais fazem dieta restrita em
proteinas naturais e enriquecida com uma mistura de amino-
dcidos essenciais suplementada com carnitina ¢ ciclos de anti-
bidgtico oral com metronidazol. A acidiria metilmaldnica de
apresentacio tardia teve uma resposta favordvel a suplemen-
tagio em vitamina B12 estando com uma restrigio proteica
ligeira.

Evelugdo — Os dois casos de aciduria metilmalomica (Doentes
18 e 19), evoluiram favoravelmente. Tém crescimento e
desenvolvimento cognitivo normal, e até ao momento nio se
registou patologia renal. Os internamentos durante intercor-
réncias infecciosas com vamitos ou recusa alimentar t€m sido
raros e sem clinica neurolégica.

O doente com aciduria propidnica (Doente 20) actualmente
com 7 anos, apresenta sequelas neurolégicas graves, microce-
falia e md evolugio ponderal (faz alimentagio nocturna a
débito continuo). Durante os trés primeiros anos de vida teve
miltiplos internamentos com infecgdes bacterianas e fingicas
associadas a anemia, neviropenia ¢ hiperamoniémia nos
periodos de descompensagio.

- Acidiria 3 hidroxi-3-metilglutarica: Foi identificada em
dois doentes com histéria familiar irrelevante.

Clinica — Dois casos de apresentagio neonatal com hipogli-
cemia marcada (glicemia capilar nio mensurdvel), sonoléncia
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e convulsdes. Um dos RN estava ainda internado e o quadro
foi rapidamente revertido com glicose endovenosa, o outro
estava no domicilio tendo dado entrada em coma profundo
com hipotermia, hipotensio, acidose metabilica ¢ hiperamo-
ni¢mia.

Tratamento — Dieta com restrigio lipidica e proteica com
suplementos de carnitina e sobretudo eviegio de perfodos de
jejum.

Evolugdo — Um dos doentes, actualmente com quatro anos de
idade, tem crescimento e desenvolvimento cognitivo normais.
0 que foi diagnosticado em morte aparente {Doente 22) ficou
com sequelas neurolégicas e faleceu aos 5 meses durante uma
intercorréncia infecciosa.

Discussio

O diagndstico clinico das DHM nem sempre é ficil devido a
sua grande diversidade e raridade. Nas patologias com trata-
mento eficaz, a sua identificagdo tem uma importincia acres-
cida pela necessidade imediata de inicio da terapéutica.
Neste trabalho, apenas consideramos as doengas tipo intoxi-
cagio e dentro destas as que sio actualmente susceptiveis de
serem detectadas no rastreio neonatal alargado por randem
mass®.

Aminoacidopatias

Leucinose; Nos nossos doentes hd um predominio das formas
de apresentacdo neonatal, dois ter¢os, de acordo com o que
estd descrito na literatura °.

As manifestagoes clinicas sio principalmente neuroldgicas
com encefalopatia progressiva durante a primeira semana de
vida. Hi uma recusa alimentar com letargia evolugio para
coma que foi observada em todos os doentes. As formas tar-
dias podem surgir de forma crénica com mé evolugio estato
ponderal ou manifestar-se por episddios recorrentes de ataxia
¢ alteragdes de consciéneia **, Esta, foi a forma de apresen-
tagio de um dos casos tendo o outro apresentado um quadro
atipico de episddios recorrentes de distonia, que ainda nio
tinha sido descrito previamente associado a leucinose .

A RMN cerebral efectuada em alguns destes doentes, apre-
senta as alteracdes tipicas descritas, edema cerebral, alte-
ractes de sinal nos globus pallidus e talamus, quando efec-
wada em pré -tratamento ou nas fases de descompensacio
aguda com coma, havendo normalizagio da imagem cerca de
um ano apas **,

Trabalhos retrospectivos de grandes casuisticas efectuados
recentemente, alguns com doentes adultos com leucinose,
indicam que para um desenvolvimento cognitivo normal,
mais importante do que os valores de controlo a longo prazo
(que se pretendem inferiores a 300pmol/L), € a precocidade
de diagndstico e o inicio do tratamento *. Os dois casos com
pior evolugio foram uma das formas de apresentacio neona-
tal, que fez uma peritonite ao 19" dia de vida evoluindo para
um segundo coma com valores de leucina de 1300umolL, e
que viria a desenvolver um quadro de letraparésia e atraso
grave (Doente 3). O outro caso foi diagnosticado aos 2 anos
e, apesar de progressos favordveis apés o inicio de tratamento
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mantém dificuldades de aprendizagem significativas (Doente
5). Bstas criangas poderiam ter ganho com um diagndstico
mais precoce e inicio imediato do tratamento, sobretudo as
formas tardias.

Homocistinuria: Praticamente a totalidade dos autores refere
que cerca de 50% dos doentes respondem i piridoxina ¥,
Contudo nesta série a resposta 4 piridoxina foi nula. Todos os
doentes estudados tém a mutagio T191M em homozigotia no
gene CBS que estd associada a uma actividade enzimdtica pra-
ticamente nula . O diagndstico foi tardio em todos os casos,
quando ji se tinham instalado manifestagdes nreversiveis
secunddrias 4 hiperhomocistefnemia. De referir que em trés
casos (Doentes 8, 10 e 12) a detecgio da luxagdo do cristaling
tinha sido feita muitos anos antes da homocistimiria ter sido
equacionada ¢ esta ndo tinha sido considerado como diagnos-
tico diferencial.

De acordo com o que se verificou na Irlanda, onde se faz o ras-
treio neonatal da homocistinuria desde 1971, o tratamento pre-
coce da doenca, com controlo dos niveis plasmiticos de homo-
cisteina, parece proteger contra as complicagdes associadas ™.

Assim, serd benéfico que seja efectuado o diagndstico precoce
para esta doenga trativel que pela nossa experiéncia, parece
estar associada a um gendtipo particularmente grave, em
Portugal .

Argininemia: A apresentacio tfpica com paraparésia espdstica
¢ atraso mental progressivo U7 foi observada apenas num
doente. Os trés restantes casos foram diagnosticados sem
paraparésia '** mas em dois o envolvimento neurolégico pro-
grediu neste sentido apesar do tratamento correctamente efec-
tuado. Uma das criangas estava em tratamento desde os 10
meses de idade quando surgivam aos 32 meses as primeiras
alteractes neurolégicas (Doente 15). A possivel benignidade
desta doenga é refutada em trabalhos retrospectivos efec-
tuados ', Fsta evolucio desfavordvel verifica-se sobretudo
quando hd um gendlipo associado a um mau progndstico, que
& o caso dos doentes que sio portadores da mutagio R21X no
gene ARG 1 em que a actividade enzimética € nula .

A tinica doente que nio tem clinica neuroldgica, tem a muta-
cio R21X em homozigotia, mas comegou o fratamento acs
dois meses de idade. Esta evolugiio estd de acordo com o refe-
rido em trabalhos recentes *, que afirmam que um inicio de
tratamento apds um diagndstico precoce protege das lesbes
cerebrais.

Embora o transplante hepitico seja tratamento eficaz para as
doencas do ciclo da ureia, nunca tinha sido efectuado na argi-
ninemia O primeiro transplante hepdtico foi efectuado na
doente 14, que aos 7 anos apresentava uma insuficiéncia
hepética terminal, sem clinica neurolégica *. Apds o trans-
plante verificou-se uma ripida normalizagio da amdnia, argi-
nina ¢ compostos guanidinicos que se manteve com uma dieta
proteica normal. Sete anos apds a doente continua sem clinica
neuroldgica. Posteriormente, hi cinco anos, uma doente de 10
anos com paraparésia espdstica progressiva e desenvolvi-
mento cognitivo normal foi também submetida a transplante
hepiético com estabilizagdo da clinica neuroldgica =.

Assim, o wansplante hepdtico deverd ser considerado um tra-
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tamento alternativo na argininemia e deve ser executado pre-
cocemente quando hd uma progressio da doenga neuroldgica
com o (ratamento convencional ou insuficiéncia hepdtica
severa.

Acidiirias drganicas

idnica: Fstd descrito que na
aciduria metilmalénica e propiénica o progndstico ¢ mais
grave nas formas de apresentagiio neonatal com maior nime-
ro de mortes ¢ complicagbes a nivel do desenvolvimento psi-
comotor * Nos doentes com esta forma de apresentagio, um
(aciddria prépidnica) ficou com sequelas neuroldgicas graves,
o outro (aciddria metilmaldmica) tem um desenvolvimento e
crescimento normais sendo de vigiar particularmente o envol-
vimento renal, a nivel das complicagdes tardias, devido i ele-
vada excrecio urindria de dcido metilmaldnico desta doente.
As complicagbes infecciosas tal como estd descrito foram
também mais graves na acidiria propidnica nos primeiros
anos de vida. Todos os trés doentes fazem também um folfow-
up dos drgios alvo que podem ter atingimento tardio (rim,
coragio, pincreas e cérebro) .
Acidiria_3-hidroxi-3-metilglutdrica: E uma das acidurias
orginicas mais frequentes na populagdo portugnesa 7
havendo um predominio da mutagio E37X no gene HMGL,
que estes doentes apresentam em homozigotia. E uma doenga
com evolugdo favordvel quando sdo evitados os episddios de
descompensagio aguda que podem ser fatais ou deixar seque-
las graves 7. Os casos referidos foram de apresentagio neona-
tal e o ripido inicio de tratamento no doente 21, foi funda-
mental para uma evolugdo clinica favordvel.

Na avaliagio global desta série, constatou-se que as amino-
acidopatias sio mais [requentes que as acidurias orginicas o
que estd de acordo com o descrito na literatura.

Dos 22 doentes avaliados cerca de 10% faleceram e 55%
apresentam défices cognitivos mais ou menos graves. As
manifestacoes clinicas neonatais observaram-se em 28%
casos dos quais quatro sio leucinoses e quatro integram o gru-
po das acidurias orginicas e surgem muitas vezes na primeira
semana de vida podendo antecipar-se ao resullado do diag-
ndstico precoce. Contudo, a disponibilidade de um resultado
ripido que é possivel pelas determinagdes em espectometria
de massa em fandem (MS/MS) actualmente utilizado no ras-
treio neonatal permitird uma orientagio mais ripida do trata-
mento evitando sequelas irremedidveis e graves.

Para os casos de apresentagiio mais tardia, as revisoes das
grandes casuisticas para as patologias abordadas, sdo também
consensuais da importincia de um diagndstico precoce para
um prognodstico mais favordvel #4019,

A reflexio sobre os nimeros e as patologias diagnosticadas
nos dltimos 16 anos, permite-nos verificar que determinadas
doengas tém indicagio inequivoca para integragio no
Programa Nacional para o Diagnéstico Precoce como alids se
verifica actualmente. Durante o estudo piloto do rastreio neo-
natal alargado, a homocistiniiria & a argininemia ndo faziam
parte do bloco de patologias propostas e a nossa casuistica fol
importante no sentido de alterar, alargar e proporcionar um
diagndstico pré-sintomético para estas doengas.
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Conclusio

Nas DMH tipo intoxicagio o infcio de uma terapéutica
adequada tem de ser precoce e prévio ao aparecimento de sin-
tomas que muitas vezes estio associados a lesdes imever-
siveis. O sucesso do tratamento é determinado i partida, pelas
alteragfes que o doente apresenta ao diagndstico e que podem
afectar negativamente toda a sua vida. O rastreio neonatal
alargado implementado no nosso pais desde 2005/06 ¢ [un-
damental para a diminuigio da morbilidade e mortalidade
nestas patologias.
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Resumo

A lencinose € uma deenga hereditiria do metabolisme dos
aminodcidos de cadeia ramificada resultante de uin défice ao
nivel do complexo enzimatico de descarboxilagao da leucina,
isoleucina ¢ valina. Trata-se de uma doenga de transmissio
auntossémica recessiva, estando i descritas mais de 150 muta-
gies. Sio conhecidas vérias formas de apresentagiio da doen-
ga, sendo que, a maioria dos doentss € portador da forma
classica. O marcador bioquimico de exceléncia € a elevagio
das concentragdes sanguineas e urindrias dos aminodcidos de
cadeia ramificada e dos respectivos dcidos o-cetdnicos. O
diagndstico precoce € fundamental na prevengao da deteriora-
¢ho neurelégica que se instala na auséncia da implementagio
do tratamento nutricional adequado. Este consiste na prescri-
¢lio de uma dieta restrita nos aminodcidos de cadeia ramifi-
cada, suplementada com uma mistura de aminoécidos isenta
dos mesmos, de modo a poder satisfazer as necessidades em
azoto. O risco de descompensagio metabolica € elevado nes-
tes doentes, pelo que o equilibrio entre as necessidades e a
toxicidade deve constituir win dos principios mais importantes
do seu tratamento.

Palavras-chave: leucinose, leucina, valina, isoleucina, dieta,
tratamento nutricional.
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Consensus for the nutritional treatment of
maple syrup urine disease

Abstract

Maple Syrup Urine Disease is an inborn metabolic disease of
branched chain amino acid metabelism, resulting from a defi-
ciency of the enzymatic complex of decarboxylation of the
branched chain amino acids leucine, isoleucine and valine.
This disorder has an autosomal recessive transmission, with
more than 150 mutations already described. Thers are several
forms of clinical presentation, although the majority of the
patients have the classical form of the disease. The main
biochemical marker of the disease is blood and urinary eleva-

Sociedade Portuguesa de Doencas Metabdlicas

tion of the branched chain amino acids and the corresponding
2-oxo acids concentrations. Rapid diagnosis is crucial to pre-
vent nearological impairinent oceurring in untreated patients.
Treatment is based on a branched chain amino acids restrict-
ed diet supplemented with an amine acid mixtare free of them
in order to allow the satisfaction of the nitrogen needs. Taking
into account the elevated risk of acute metabolic derange-
ment, it is advisable to balance amino acid needs with toxici-
ty, this constituting one of the most important aspects of treat-
ment.

Keywords: Maple Syrap Urine Disease, leucine, valine,
isoleucine, diet, nutritional treatinent.
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Definiciio
A leucinose (MSUD; MIM # 248600) € uma doenga heredi-
tiria do metabolismo dos aminoécidos de cadeia ramificada
(AACR) primeiramente descrita por Menkes, Hurste Craig em
1954 12 O tratamento dietético foi implementado dez anos
mais tarde por Snyderman ef al 2. A MSUD € causada pelo
défice de actividade do complexo enzimético responsavel pela
descarbexilagic oxidativa dos dcides o-cetdnicos de cadeia
ramificada (A-o-CCR). O bloqueie enzimitico resulta na acu-
mulagae dos AACR, bem como dos respectivos A-o-CCR %

Genética

A MSUD € uma doenga de transmissfo autosséimica reces-
siva % O complexe multienzimatico, existente na mitocéndria
de todas as células de organisme, € composte por quatro
subunidades: Ela, E1f, E2 ¢ E3 % Os genes responsdveis
pela sua codificagiio encontram-se localizados em diferentes
CIOMossomas, o que em parte explica a elevada variabilidade
genética da doenga, estande jA descritas mais de 130
mutagbes *%. A prevaléncia estimada da MSUD em todo o
Munde € de 1:185.000 %, variando entre 1:120.006 (Europa)
e 1:300.000 *%7. A prevaléneia é superior nas comunidades
onde a consanguinidade € frequente %
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Metabolismo

Os aminodcidos leucina (LEU), isoleucina (ISOL) ¢ valina
(VAL) siio essenciais, constitnindo cerca de 35% dos aminod-
cidos essenciais (AAE) a nivel muscular *. Cerca de 75% dos
aminodcidos veiculados pela alimentagio sio utilizados pelo
recém-nascido para a sintese proteica. A LEU possui um papel
crucial nestes processos de sintese *, inibindo os estados cata-
hdlicos e promovendo a secrecio de insulina por via da esti-
mulagio das células b do pincreas. Apds ingestio proteica, a
subida das concentragtes plasmiticas de aminodcidos fica a
dever-se, em cerca de 60%, aos AACR. Estes, sio metabo-
lizados no misculo esquelético como fonte de energia alter-
nativa, embora possam ser oxidados em drgios como o rim,
coragio, tecido adiposo e cérebro. A sua oxidagio pressupde,
inicialmente, o seu transporte para o interior da célula, através
de um transportador de membrana independente do sodio,
Seguidamente, ocorreriio, na célula, pela seguinte ordem,
reacgdes de transaminacio. descarboxilagio oxidativa ¢ desi-
drogenacio. A primeira etapa. uma transaminagio, ¢ catalisa-
da pelas aminotransferases dos aminodcidos LEU, ISOL e
VAL, dando origem aos respectivos A-o-CCR (4cido o-
cetoisocaprdico, dcido  w-ceto-f-metilvalérico e dcido
a-cetoisovalérico) . Posteriormente, estes sio transportados
através da membrana mitocondrial, sofrendo a descarboxila-
¢io oxidativa mediante a accio do complexo enzimdtico res-
ponsdvel pela desidrogenacio dos A-o-CCR. Esta reaccio
permite obter isovaleril-CoA, c-metilbutiril-CoA e isobuti-
ril-CoA, partindo respectivamente dos aminodcidos LEU,
ISOL ¢ VAL. A terceira etapa diz respeito a uma desidroge-
nagdo catalisada por enzimas especificas. Numa fase poste-
rior, verifica-se uma divergéncia na via de degradacio dos wés
aminodcidos, sendo que a LEU origina acetil-CoA e acetoac-
elato, sendo considerada como tal um aminedcido cetogénico.
A ISOL ¢ lipogénica e glicogénica uma vez que a sua metabo-
lizagho origina acetil-CoA e succinil-CoA. A VAL produz suc-
cinil-CoA, o qual poderd eventualmente entrar no ciclo de
Krehs, originando glicose pela gliconeogénese; é como tal um
aminodcido glicogénico (Figura 1) %,

Leucina Isoleucina Valina
" g %
Ac. o-cetolsocapréico  Ac. a-ceto-B-metiivalérico  Ac. a-cetolsovalérico
2 2 2
|
¥ v L
Isovaleri-CoA o-metiloutirl Isobutiril-CoA
Is 14 L4
B-metilcrotoni-CoA Tigll-CoA Metilacrlil-CoA
|
| | |
Acstil-CoA Aceti-CoA Succinil-CoA
* +
Ac. Acsloacético Succinil-CoA

Flgura 1 - Vias de degradagio dos AACR. Adaptado de Chuang et
Shifr . Legenda: 1 - Aminotransferases dos AACR: 2 - Complexo
multienzimatico responsavel pela descarboxilagio oxidativa dos
A-u-CCR; 3 - Desidrogenase do isovalenl-CoA; 4 - Desidrogenase do
a-metil acil-CoA.
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A nivel central, os AACR assumem também fungdes impor-
tantes, na medida ¢em que atravessam a barreira hematoen-
cefdlica mais rapidamente do que quaisquer outros aminodci-
dos, constituindo a principal fonte de azoto para a sintese do
neurotransmissor glutamato . Na MSUD, a diminuvigio das
concentragbes cerebrais de aminodcidos essenciais poderd
estar na base da reducio da sintese proteica e de neurotrans-
missores. Tendo por base os mecanismos de competicio atra-
vés da barreira hematoencefélica ¥, foi possivel constatar uma
diminvigio nas concentragdes cercbrais de glutamato, gluta-
mina, aspartato ¢ alanina, com impacto negativo no metabo-
lismo energético ¢ diminuvigio das taxas de sintese proteica '
Na MSUD, os estados convulsivos parecem ser causados pelas
concentragdes elevadas de a-cetoisovalérico °. No entanto, a
LEU ¥ ¢ o dcido a-cetoisocaprdico, constituem os compostos
mais Agressivos para o sistema nervoso central (SNC) 5,
interferindo com o metabolismo dos neurdnios e astricitos.
Embora saibamos que a LEU ¢ o aminodicido mais téxico, serd
importante manter as concentragbes dos outros AACR perto
dos valores normais *.

Apresentiagio Clinica e Evolucio

No que respeita i apresentagio clinica hd a considerar a forma
neonatal grave, a forma de inicio tardio com sintomatologia
intermitente e a forma crénica progressiva. Tendo em conta a
apresentacdo clinica e a resposta hioquimica i tiamina, identi-
ficam-se cinco fendtipos: a forma cldssica, a intermédia, a
intermitente, a sensivel a tiamina ¢ a deficiente na subunidade
E3 (forma com hiperlactacidemia) *

A forma clissica é de apresentagio habitualmente na primeira
semana de vida ¥, caracterizando-se por recusa alimentar, letar-
gia, alteraches do ténus, movimentos de boxage. alteragbes
neuroldgicas, convulsdes ', solugos, hipotermia e coma ** A
morte pode sugir caso o tratamento nio seja instituido . De
realgar igualmente a presenca de hipotonia axial e hipertonia
periférica e por vezes opistotonus °. Verificam-se cetose " e
concentraghes plasméticas de LEU superiores a 2.000umol/L.
Normalmente trata-se de um bebé de termo, com parto e
aspecto inicial normais, surgindo os sintomas entre o quarto e
o sétimo dias de vida. E conveniente ter em atenciio que o alei-
tamento materno pode retardar ligeiramente o aparecimento
dos sintomas para a segunda semana de vida * Esta forma da
doenca caracteriza-se por uma actividade enzimdtica inferior a
Zrﬁ, l'.‘-l‘I

A forma intermédia ¢ de apresentacio no lactente e infincia,
sendo caracterizada por atraso de desenvolvimento psicomo-
tor, méd evolugio estaturo-ponderal, convulsoes ¢ ataxia. Veri-
ficam-se cetose ¢ concentragbes plasmiticas de LEU infe-
riores a 2.000pmol/L. Embora as elevagdes dos AACR sejam
persistentes, bem como o atingimento neuroldgico, nio se
verificam as descompensagbes graves tipicas no periodo neo-
natal das formas cldssicas **. A actividade enzimdlica nestes
doentes é de 3 a 30% #,

A forma intermitente ¢ de apresentagao no lactente e infin-
cia verificando-se crescimento e desenvolvimento normais,
com crises de ataxia que poderio ser acompanhadas de ceto-
acidose **. O aumento dos AACR apenas se verifica nas des-
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compensaghes, as quais podem ser fatais *. A actividade do
complexo enzimdtico varia entre 5 ¢ 20% do normal 2

A forma sensivel 2 tiamina tem uma apresentacio clinica
semelhante & forma intermédia ou intermitente ™, ndo mani-
festando descompensagiio aguda inicial . A tiamina € o cofac-
tor da subunidade Elo, regulando a actividade de todo o com-
plexo enzimdtico =¥, Assim, a administragio de tiamina, per-
mite diminuir os niveis séricos de AACR °. As doses de tia-
mina vsadas podem variar de 10 a 1.000mg por dia "#*, A
actividade enzimdtica poderd variar entre 2 e 40% *.

A forma deficiente na subunidade E3 possui igualmente um
quadro de apresentagio clinica semelhante 4 forma ntermé-
dia, embora a elevagio dos AACR se fagca acompanhar de
acidose lictica ¢ a-cetoglutirica. Esta forma de apresentagio
& muito rara, tendo sido descritos cerca de 20 casos em todo o
mundo . O progndstico desta forma da doenga parece estar
associado a actividade enzimdtica residual, compreendida
entre 0 e 25% ™.

E de referir que 75% 5% a 80% '%"*2 dos individuos afec-
tados apresenta a forma cldssica da doenga. Os restantes 209
a 25% ** apresentam formas intermitentes ou intermédias *.

Tal como na fenilcetomiria, ainda nio sio totalmente conhe-
cidas as causas da desmielinizacio e das alteraches na substin-
cia branca observadas nos doentes com MSUD, embora a toxi-
cidade crénica pela LEU possa estar na sua origem %, Existe
evidéncia de que o limite superior da concentragio plasmitica
de LEU, condizente com alteracdes clinicas menores, serd de
LOOG a 1.200pmol/L. para a uma exposicio aguda e de 4({) a
S00pmol/L para uma exposigio cronica . No entanto, em con-
traste com a elevacio das concentrages dos AACR no sangue
e nos tecidos, pode verificar-se um eventual défice destes a
nivel cerebral. Esta eventual diminuigio, para cerca de um tergo
das encontradas a nivel sérico, pode prejudicar a sintese de
determinadas proteinas, bem como de certos neurotransmis-
sores . Nio podemos esquecer que uma das funcoes funda-
mentais da LEU & a regulagiio da sintese do glutamato .

Cerca de um quinto dos doentes com MSUD clissica acabam
por morrer no decurso de complicagbes agudas precipitadas
por infecgdo. O edema cerebral pode ocorrer nas descompen-
saghes metabolicas, ou na suva fase de recuperagio, podendo

revelar-se fatal *'**. Para além deste sio de enumerar a hiper-
tensio intracraniana, a pancreatite, as alteragoes epiteliais da
comea e a dermatite eruptiva, todas elas relacionadas com o
mau controlo metabélico. I igualmente de realgar a possibili-
dade de compressio do tronco cerebral com morte inesperada,
apds reidratacio intensiva e mal orientada.

Nos pardmetros analiticos realizados de rotina podemos
encontrar hipoglicemia, acidose metabdlica e hiperamonié-
mia, embora a alteracio mais tipica seja a presenca de cetonii-
ria. A individualizagio dos cuidados prestados a estes doentes
assenta principalmente no facto de nio se verificar boa
correlagio entre o fendtipo molecular ¢ o fendtipo clinico #.

Diagnéstico

Um diagndstico precoce € fundamental para o progndstico
na medida em que a ripida implementacio do tratamento, po-
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derd impedir a deterioragio neurologica, caracterizada ima-
giologicamente por redugio da densidade da substincia bran-
ca, com hipomielinizagio/desmiclinizagio, atrofia e edema
cerebral *. Na forma cldssica a sintomatologia surge nos pri-
meiros dias de vida, com alteragbes neuroldgicas graves e
cheiro agucarado caracteristico na urina, bem como nos res-
tantes fluidos orginicos *. Nas restantes formas, esta pode
comegar a surgir apenas por volta dos 2 anos de idade ou
mesmo mais tarde *. O diagnéstico efectua-se através da ele-
vagio dos AACR e A-o-CCR no sangue. plasma ou urina,
bem como através da detecgio sérica de alo-isoleucina ®. Este
iiltimo constitui um aminodcido ndo proteico sintetizado in
vive a partir da ISOL. Concentragdes plasmiticas de alo-iso-
leucina superiores a Spmol/L. constituem um marcador espe-
cifico muito sensivel para o diagndstico de todas as formas de
MSUD #. Do mesmo modo, a relagio alo-isolencina/ISOL
superior a 0.6 serd caracteristica da doenga, bem como a rela-
¢io plasmética LEU/alanina, a qual constitui um marcador
sensivel e precoce, com valores normais entre 0,1 ¢ 0,5%. Em
oposicdo A elevacio plasmitica dos AACR, pode verificar-se
uma diminuigio de outros aminodcidos neutros como o tripto-
fano, a tirosina, a metionina e a fenilalanina .

Nio serd de esquecer o teste urindrio da DNPH {2 4-dinitrofe-
nilhidrazina), na medida em que se revela positivo, principal-
mente com concentragdes de LEU de pelo menos 700pmol/L %
Desde 2005, é ji possivel a realizagio do diagndstico precoce
da MSUD por recurso i espectrometria de massa em fandem
(MS/MS) .

A confirmagio do diagnédstico deverd ser feita com recurso a
estudos enzimiticos e moleculares.

Tratamento
a) Principios gerais do tratamento
O tratamento das doencgas hereditirias do metabolismo causa-
das por défices no catabolismo dos AAE obriga 4 restrigio do
seu aporte através da dieta, no sentido de evitar a acumulagio
de intermedidirios téxicos para os drgios, particularmente o
SNC 2 Assim, os principios gerais do tratamento consistem no
controlo do aporte de proteina natural, na diminuigio do cata-
bolismo proteico e na promogio do anabolismo “. Como
ohjectivos mais concretos temos a normalizagio das concen-
traghes plasmdticas dos AACR e dos seus metabolitos, man-
tendo o seu aporte adequado bem como de outros nutrientes
necessdrios e fundamentais para um bom desenvolvimento e
maturagio **2'% Paralelamente, pretende-se prevenir ou
minimizar a disfungio cerebral =, ji que hé indicios de que o
bom controlo metabélico se relaciona favoravelmente com
um bom desenvolvimento intelectual .
b) Recomendagdes Nutricionais
As virias formas de apresentagio da MSUD condicionam
estados de gravidade distintos. O diagndstico atempado e o
bom controlo metabélico sdo cruciais para assegurar um prog-
ndstico favordvel, Para tal, o tratamento nutricional assume
um papel importante no garante destes objectivos. Assim,
como referéncia, apresentam-se as recomendages nutricio-
nais que poderdo servir de guia para a instituigio do plano
alimentar (Quadro 1) =, i sempre conveniente ter em conta
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Quadro | - Recomendagdes nutricionais para o tratamento da MSUD. Adapatado de Elsas ef Acosta .

<§ 6-12 4.7 7-1 11-15 15-19

meses meses anos anos anos anos anos

Energla keal.kg'.d* 150-95 135-80 - - - -
keal/d - - 1300 1700 2400 2200-2700 1800-2100

Proteinas g k.o 3.0-35 25-3.0
totais g.d’ 35 40 50-55 50-65
Glicidos g.d’ 30-35% VET 50-60% VET
Lipidos g.d’ 50% VET 358% VET
Leucina mg.kg.d” 60-100 40-75 40-70 35-63 30-60 30-50 1540
Isoleucina me.kg.d” 30-90 30-90 20-85 20-80 20-30 20-30 10-30
Valina mg.kg.d’ 40-95 30-60 30-85 30-50 25-30 20-30 15-30
Agua mLkg'.d’ 135-160 120-145 90 75 50-55 50-65

“VET - valor energéiico fotal

que as necessidades de cada doente estario dependentes de
diversos factores, entre os quais o gendtipo. Deste modo, as
necessidades nutricionais poderdo estar relativamente afasta-
das das recomendagdes apresentadas, sem que tal acarrete
prejuizos para o doente, desde que o controlo metabdlico e a
evolugio se mantenham dentro de parimetros aceitdveis.

De todas as recomendagdes existentes, sio de particular
importincia as relativas ans AAE. Particularmente, as neces-
sidades em AACR sio muito varidveis em fungio da idade, da
taxa de crescimento e do défice enzimdtico *. Nos recém nas-
cidos portadores da forma clissica da doenga, o aporte didrio
em LEU deverd rondar 80 a 110mg/kg, o que em média traduz
cerca de 50 a 6% das necessidades de uma crianga normal *.
As necessidades em LEU sio maiores durante os primeiros 6
meses, estabilizando depois por volta do segundo ou terceiro
anos de vida, mantendo-se relativamente estdveis até ao final
da primeira década de vida® No que respeita 8 VAL e 4 ISOL,
as suas necessidades minimas didrias sio de 200 a 250mg °.

Como ji referido antes, a LEU assume a maior importincia de
todos os AACR, pela sua toxicidade mais marcada , dado
que o respectivo dcido a-cetdnico (encontrado em equilibrio
isomolar) parece estar na origem das crises encefalopiticas =,
Deste modo, a tolerdncia do doente, definida como o aporte
méximo de LEU que o doente suporta, mantendo simultanea-
mente um controlo metabdlico dentro dos parimetros deseji-
veis, serdl entdo aferida através do aporte do referido amino-
dcido. Em termos globais, nas formas clissicas, essa tole-
réncia pode variar entre 300 ¢ 400mg/dia no recém-nascido e
entre 500 e 700mg/dia nas restantes idades . Em todo o
caso, o aporte correspondente i tolerincia do doente nio serd
suficiente para satisfazer as necessidades proteicas totais.
Para tal, é necessdrio recorrer a uma fonte proteica isenta de
AACR (mistura de aminodcidos). Nesse sentido, nio estd
completamente definido se as necessidades proteicas da crian-
¢a serfio superiores, tendo por base particularidades na diges-
tao, absorcio e utilizagio dos diversos aminodcidos . E
fundamental deixar bem claro que a mistura de aminodcidos é
de importincia crucial para estes doentes. Todavia, nas dietas
demasiado restritivas, existe alguma evidéncia de que a mis-
tura possa niio ter os efeitos desejados nas taxas de cresci-

mento, uma vez que os aminodcidos siio largamente oxidados
e excretados sob a forma de ureia *°. Neste sentido, deve dedi-
car-se especial atengio & forma como esta mistura de amino-
dcidos € administrada. Serd importante ter em conta o mimero
de tomas didrias (pelo menos trés) e a presenca de quantida-
des adequadas de energia sob a forma glicidica e lipidica, bem
como de proteina natural. De igual modo, é conveniente tentar
encontrar estratégias de melhoria do seu sabor, bem como esta
ser ingerida em simultineo com outros alimentos prescritos
no plano alimentar, de modo a permitir que o organismo uti-
lize preferencialmente o azoto para finalidades anabdlicas.
Ficam como orientagio as seguintes recomendacdes para a
administragio da mistura de aminodcidos (esta deve ser dada
tendo por base a quantidade de aminodcidos/100g de pd):

3g.kg'.dia’ de aminodcidos até aos 2 anos de idade %
— 2g kg'.dia’ de aminodcidos acima dos 2 anos de idade *°,
Tais quantidades correspondem a uvm equivalente proteico da
ordem de 2,5g kg'dia' e 1, 7gkg’ dia’, respectivamente *. Na
idade adulta, com a tolerdncia 4 LEU préxima de 10mg kg dia*
(7 a 9g de proteina natural), a mistura de aminodcidos pode mes-
mo representar cerca de 90% do aporte proteico total *.

¢} Tratamento na fase aguda

Com o intuito de proteger o cérebro de danos permanentes, o
tratamento na fase aguda, deve consistir na pronta eliminagio
dos metabolitos téxicos 7, combatendo o catabolismo e pro-
movendo o anabolismo . A auséncia de intervencio precoce
e eficaz ird seguramente conduzir a danos cerebrais frreversi-
veis ou mesmo a morte . Bsta eliminacio dos metabolitos
pode ser concretizada através da depuracio exdgena (exsan-
guineo transfusio prolongada, didlise peritoneal, hemodiafil-
tragio, hemodidlise intermitente, hemofiltragio) e/ou endd-
gena, induzindo o anabolismo, com inicio imediato de nutri-
¢io entérica rica em glicidos, lipidos ¢ com uma férmula isen-
ta de AACR ou introduzindo um suporte nutricional paren-
térico ¥, No entanto, convém referir que, muitas vezes, o
suporte nutricional, seja entérico ou parentérico, mesmo em
combinagdo com insulinoterapia, revela-se muito lento na
normalizagio dos valores dos AACR plasmiticos, o que
determina que sejam privilegiadas as medidas de depuracio
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exdgena ™. A urgéneia da intervengio é mdxima dado que a
duragio da manutengio de valores sistematicamente supe-
riores a 1.000pmol/L se correlaciona positivamente com um
impacto negativo no desenvolvimento intelectual 2%, A
crianga terd indicagdo para a realizagdo de uma depuracio
exdgena sempre gque se verifique sintomatologia neuroldgica
grave, deterioracio clinica, concentrages de LEU superiores
a 1.500umol/L, intoleriinecia & nutrigio entérica ou diminuigio
das concentragdes de LEU inferior a 500pmol/L nas primeiras
24 horas de dieta.

A diflise peritoneal foi inicialmente usada em 1969, com
melhorias significativas do estado neuroldgico em algumas
horas. No entanto, embora relativamente simples de implemen-
tar, ndo se demonstra tio eficaz na remogio dos metabolitos
téxicos acumulados comparativamente a outros métodos como
a hemofiltracio continua * Mais ainda, convém ter em conta
que pode agravar o grau de intolerdncia gastrointestinal *. A
hemodidlise intermitente ¢ mais dificil de implementar em
recém-nascidos estando por vezes associada a hipotensio e
aumento do edema cerebral *. A hemodiafiltragio também
apresenta efeitos laterais, nomeadamente a sépsis, derivada de
infecghes de cateter, a hipotensio se nio houver controlo do
balango hidrico e o défice em AAE . A escolha da técnica vai
depender também da disponibilidade e experiéncia de cada
centro de tratamento *. A velocidade de descida da LELT deve
exceder 750pmol/L a cada 24horas, permitindo atingir uma
concentracio final de LEU inferior a 400pmol/L, cerca de 2 a
4 dias apds o diagndstico .

A combinagio dos métodos dialiticos e da nutrigio entérica
parece oferccer largas vantagens, na medida em que garante
uma descida rapida e eficaz das concentragdes de LEU “'. No
entanto, para tal é necessirio garantir dptimas taxas de fluxo
sanguineo para que a técnica possa ser levada a cabo *.
Apesar de tudo, desde que o gran de intoxicagio nio seja
muito elevado *, a escolha pela promocio do anabolismo dos
AACR em excesso deve ser a medida de eleigio **, permi-
tindo evitar os custos e os riscos associados is medidas de
depuragio . Para tal serd necessdria a detecgiio precoce da
doenga, para que o tratamento possa ser iniciado numa fase
assimtomédtica, permitindo vma descida gradval da LEU em
2 a 3 dias . A nutrigio entérica continua deve ser composta
por uma mistura de aminodcidos isenta de AACR, acrescida
de uma fonte glicidica e lipidica e com uma concentragio
final entre 0,7-0.9kcal/mL. Esta deve ser iniciada a um débito
de SmlL./h durante 6 horas, aumentando Sml. cada 6 horas, o
que permitird um aporte de cerca de 300mL nas primeiras 24
horas. Os suplementos de VAL e ISOL serio administrados
24 a 48 horas apds o inivio do suporte nutricional, uma vez
que os seus niveis plasmiticos podem baixar em demasia .
Assim, para evitar que se tornem limitativos para a sintese
proteica ®, deve recorrer-se a uma suplementagio de cada um
na ordem dos 80 a 120mg kg'.dia' *, podendo resultar em
valores em tomo de 300 a 400mg/dia *. Por outro lado, con-
vém evitar desequilibrios plasméticos na relagio LEU/JISOL,
0s quais se parccem relacionar com alteragdes dermatols-
gicas % Quando a relacio entre a LEU e a ISOL € demasiado
elevada, a resposta ao tratamento revela-se menos efectiva.
Concomitantemente, elevando as concentragoes de ISOL e
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também de VAL, serd mais ficil normalizar as concentragdes
de LEU * quando se estd com restrigio de proteina e de LEU.

Em alternativa & nutricio entérica, a via parentérica pode
constituir uma opgio para doentes com descompensacbes
moderadas e algum estado de anorexia, ou mesmo em situa-
¢ies mais graves, em combinagio com outras estratégias > A
nutrigiio parentérica é normalmente constituida por uma solu-
cio de AA isenta de AACR, associada a solugoes de glicose
(8 a I5mg'kg'.m'), lipidos (2.5g.kg".dia"}, electrdlitos e
vitaminas. A carga hidrica deverd ser calculada na base de 130
a 160mL.kg*.dia*. F aconselhada a monitorizagio das glice-
mias, que se pretende estejam entre 100 a 130mg/dL, sendo
que para tal poderd ser necessdrio o recurso i insulina nas do-
ses de 0.1U kg™ h'. A administragio de largas doses de glico-
se com a associagio da terapéutica insulinica parece ter efei-
tos favordveis na estimulacio do anabolismo e na normaliza-
¢io das concentragoes de LEL 2,

d) Tratamento a longo prazo

O controlo metabdlico é um dos principais objectivos no tra-
tamento a longo prazo. I fundamental optimizar a utilizacio
proteica de modo a garantir um bom crescimento e maturagio.
A concretizagio destes objectivos ird depender da, ji referida,
tolerdncia do doente o que, em tltima instincia, terd relacio
com o gendtipo do mesmo *. As formas intermédias devem ser
tratadas do mesmo modo que as cldssicas, embora nos indi-
viduos com razodvel actividade enzimdtica residual possa
bastar uma restrigio proteica, nos momentos de maior stress
metabdlico * Para além das variagdes interindividuais, temos
também relagoes intraindividuais relacionadas com factores
como a taxa de crescimento, o estado de saide e as dificulda-
des encontradas no processo de alimentagio *.

O aporte proteico destes doentes deve maioritariamente ser
feito através de uma mistura de aminodcidos isenta de AACR,
na quantidade minima de, como ji citado, 2gkg'.dia’ em
aminodcidos. O papel assumido pelas misturas de aminodci-
dos é bem mais importante do que apenas prevenir ou mini-
mizar as deficiéncias em aminodcidos essenciais. A entrada de
LEU no cérebro e noutros drgios é mediada por um transpor-
tador comum de aminodcidos neutros (L1-NAA-t). Este trans-
portador é inespecifico permitindo a passagem da fenilala-
nina, triptofano, LEU, metionina, ISOL, tirosina, histidina,
VAL e treonina para o meio cerebral . A LEU possui uma
elevada afinidade para este transportador pelo gue, quando as
suas concentragoes se encontram elevadas, poderemos assistir
a um défice central de outros aminodcidos que partilham o
mesmo transportador ¥, Nomeadamente, a relagio LEU/tiro-
sina muito elevada parece relacionar-se com a distonia por
vezes observada na sindrome neurolégica aguda de alguns
doentes com MSUD. Para esta situagio, podem concorrer fac-
tores como a baixa afinidade da tirosina para o referido
transportador, ou mesmo a sua baixa disponibilidade nas fiér-
mulas das misturas de aminodcidos devido & sua baixa solu-
bilidade *. Assim, neurotransmissores que derivem da TIR,
triptofano e histidina podem ser afectados com alteragbes no
wransporte dos aminodcidos *.

A forma de apresentagio clissica da mistura de aminodcidos
é em pd. JA se encontram disponiveis, noutros paises euro-
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peus, outras formas de apresenmtagio, nomeadamente em
saquetas. Estas novas formas de apresentagio tém boa aceita-
¢io pelos doentes, favorecendo a sua adesiio continuada i
dieta. Segundo Hallam er al., nos doentes que cumpram as
quantidades prescritas da mistura de aminodcidos serd de
esperar um aumento da tolerfincia & LEU *. Paralelamente,
embora neste estudo, o mimero de doentes tenha sido redu-
zido, é de realgar uma melhoria nas concentragtes de vita-
mina B,. Tal poder-se-4 justificar pela presenca de micronu-
trientes (vitaminas ¢ minerais) nestas novas formas de apre-
sentagio da mistura ou por alguma mé adesio i dieta prescrita
com a tradicional mistura de aminodcidos . De notar que se
verificou ainda uma manutengdo das concentragoes de hemo-
globina bem como de dcido fdlico a nivel eritrocitirio .

As protelnas naturais poderio ser contabilizadas de acordo
com a tolerincia verificada em cada situagio, de modo a per-
mitir a manutengio dos valores analiticos desejiveis, tentando
igualmente assegurar as necessidades indispensdveis i reali-
zagio da sintese proteica. Em situacoes onde a forma da doen-
¢a o permita, a tolerincia poderd ser tal que o aporte de pro-
teinas naturais poderd chegar para atingir as necessidades sem
acarretar descontrolo metabdlico, embora raramente *.

Inicialmente, o aporte em proteinas naturais é feito através do
aleitamento materno ou de um leite ou formula adaptados .
Na prdtica, este tltimo é normalmente adicionado 4 mistura
de aminodcidos, numa quantidade variivel de acordo com a
tolerdncia do doente . Esta abordagem ¢ bastante importante,
na perspectiva de garantir uma melhoria do anabolismo, uma
vez que as misturas de aminodcidos nio sio utilizadas com a
mesma eficicia pelo organismo, comparativamente a leites ou
formulas com proteina intacta ®. No que respeita ao aleita-
mento materno, embora este seja mais frequentemente utili-
zado na fenilcetomiria, ndo devemos esquecer que ele terd o
maior interesse para estes doentes. Assim, sugere-se a admi-
nistragdo, em biberio, da mistura de aminodcidos com os res-
tantes suplementos energéticos isentos de proteina, seguida da
colocagio do bebé ao peito. Com a variagio do volume do
biberfio nicial, poder-se- controlar o aporte proteico prove-
niente do leite materno, por variagio do volume ingerido por
parte da crianga. Tendo em conta a gravidade da doenga,
alguns clinicos poderio ter receio em sugerir o aleitamento
materno a estas criancas. No entanto, existem descrigoes de
sucesso a este nivel, pelo que se recomenda tentar, ainda que
para tal seja necessdrio retirar o leite matermo com bomba,
juntando-o i mistura de aminodcidos *. Todavia, esta serd
sempre uma alternativa de recurso.

Posteriormente, a diversificagiio segue as regras gerais para as
criangas sem patologia, embora haja necessidade de restringir
os alimentos ricos em proteinas como, 0s alimentos de origem
animal, as leguminosas secas e os frutos secos *. Para optimi-
zar o controlo metabdlico da doenga € conveniente utilizar
uma tabela de partes em LEU, a qual permite catalogar os
pesos dos alimentos, tais como, vegetais ¢ fruta segundo os
seus teores numa quantidade fixa do referido aminodcido. Na
referida tabela, uma parte de LEU corresponde ao peso do
alimento que fornece 50mg de LEU. Deste modo, assegura-se
maior facilidade, variedade e compreensio na execugio da
dieta. A introdugdo gradual de alimentos hipoproteicos espe-

SPDM — Tratamento nutricional da leucinose

ciais [comparticipados a 100% pelo Ministério da Satde,
Despacho N.* 25822/2005 (2* série) de 15 de Dezembro de
2005] facilitard ainda mais a exequibilidade do plano alimen-
tar, bem como a concretizagio das necessidades energéticas.
A fracgio correspondente aos glicidos e lipidos é administra-
da de acordo com as proporgdes recomendadas para criangas
sem patologia *. No entanto, serd sempre importante assegu-
rar que o aporte permite a correcta utilizagio dos aminodcidos
administrados, ou seja, o seu encaminhamento para processos
de sintese **.

O transplante hepitico tem sido realizado em alguns doen-
tes 4% permitindo a liberalizagio da dieta e evitando o surgi-
mento de descompensagbes metabdlicas mesmo durante as
mtercorréncias infecciosas 4. Esta abordagem terapéutica
permite manter concentragtes estiveis de AACR, embora
sempre ligeiramente aumentadas na medida em que o mis-
culo e o rim continuam a nao conseguir realizar a sua oxida-
¢io 7. Mesmo assim, € de referir que o figado transplantado
poderd oxidar cerca de 90% dos AACR *. As concentragbes
de alo-isoleucina também nao normalizam, mantendo-se bas-
tante elevadas <.

A gravidez na MSUD ¢ um assunto pouco explorado ?, estan-
do descritos poucos casos de sucesso *#. Desconhecem-se os
efeitos potencialmente toxicos dos AACR para o feto . Nesse
sentido é desejivel manter as concentragoes maternas de
AACR préximo dos intervalos da normalidade, nomeada-
mente entre 1{{) e 300umol/L . De notar que a tolerdncia 4
LEU parece aumentar apos a 21%22" semana de gestacio, de
350 para 2.100mg/dia, devido 4 eventual maior capacidade de
metabolismo fetal e 4 maior taxa de sintese proteica *. De
notar que serd sempre necessdrio aumentar o aporte de amino-
dcidos provenientes da mistura de modo a manter as concen-
tragoes de AACR normais *. A administragio de carnitina
(50mg kg'.dia") poderd ser necessdria para manter os seus ni-
veis séricos normais 2. Tudo indica que os obsticulos ao cum-
primento da dieta nestas mulheres nio sejam tio grandes
como nas mulheres com fenilcetoniria. Tal prende-se com o
facto de nio existirern adultos que nio estejam a cumprir o
tratamento nutricional, ndo sendo, como tal, necesséria a
drdua tarefa de retomar a dieta . Apesar de todo este quadro
aparentemente favordvel, € necessiria uma monitorizacio
constante de modo a evitar a descompensacdo da mae no pe-
rfodo pds parto, motivada pelo aporte proteico excessivo do
final da gravidez *.

¢) Descompensacgdes metabélicas

O tratamento inicial da MSUD, nomeadamente a dieta restrita
em proteinas, permite alcangar uma evolugio favordvel dos
doentes no perfodo neonatal, garantindo o crescimento ¢ o
desenvolvimento adequados com uma baixa taxa de hospitali-
zages *. No entanto, mesmo nos individuos bem controlados
podem surgir descompensacdes metabdlicas, Estas sio me-
diadas por processos de toxicidade promovidos pela LEU,
com um impacto negativo no coeficiente de inteligéncia dos
individuos, principalmente durante os primeiros cinco anos de
idade. Este excesso do aminodcido poderd ter uma origem
extgena o enddgena. No primeiro caso. as concentracdes
plasmiticas elevadas ficam a dever-se a erros alimentares,
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realgando-se por isso a importincia do tratamento nutricional
correcto ¢ adequado. Na segunda sitvagio, as elevagbes nas
concentracdes de LEU e dos restantes AACR ficam a dever-
-s¢ 40 catabolismo dos tecidos nobres do organismo. Quando
05 doentes se encontram em balango azotado positivo, os
AACR libertados pelos tecidos siio facilmente reutilizados na
regeneracio celular. Para que tal aconteca, deverd verificar-se
uma total disponibilidade energética e proteica para que o
metabolismo proteico e os seus processos de sintese se pos-
sam processar em pleno. A monitorizagio frequente do peso e
da estatura serio bons indicadores de deficiéncia energética e
proteica.

No entanto, mesmo com os aportes energético e proteico asse-
gurados, outros factores podem desencadear a descompensa-
¢io metabdlica. Entre eles, infecgdes, vacinas, jejum, anore-
xia, vomitos, diarreia, anestesia e cirurgia. Em todas estas
situagbes serd importante monitorizar sinais de apatia, sono-
léncia, perda de apetite. alteracbes do comportamento e de
equilibrio. A presenga de cetoniria, como indicador catabd-
lico, serd uma pista importante para se providenciar medidas
de urgéncia. Tais medidas, tendo em vista a correcgdo da des-
compensagio, passam por reforgar o aporte glicidico e lipi-
dico, restringindo ou interrompendo (temporariamente duran-
te 24 a 48 horas) a ingestio de alimentos com protefnas nat-
rais, mantendo a mistura de aminodcidos isenta de AACR. A
manutengio da mistura ¢ importante como garantia do aporte
de outros aminodcidos neutros como o triptofano, a tirosina, a
metionina e a fenilalanina, HA evidéncia de que se verifique
uma relagio inversa entre as concentragbes plasmiticas destes
AA e as de LEU. Deste modo, a manutengio da referida mis-
tura permitiri que nio chegue ao cérebro LEU em excesso,
nem haja falta de outros aminodcidos, assegurando-se assim
os processos de sintese, evitando o agravamento da disfungio
neurolégica .

De acordo com a gravidade da descompensagio, poder-se-i
adoptar uma dieta de semi-urgéncia ou uma dieta de urgéncia.
Um estado de pirexia poderd, por si s6, motivar a instituigio de
uma dieta de semi-urgéncia, sendo esta caracterizada pela
restrigiio do aporte de proteinas naturais para metade, providen-
ciando as refeigdes de modo mais frequente (cada 2 a 4 horas),
retomando a dieta habitual apds 2 a 3 dias em caso de boa
evoluciio. A dieta de urgéncia ¢ normalmente institufda sempre
que necessdrio e aquando de uma hospitalizacio suscitada por
anorexia grave ou vimitos, com deterioragio clinica. Nestes
casos, o aporte proteico € nulo (por vm miximo de 48horas),
elegendo-se inicialmente a nutrigio entérica a débito continuo,
embora possa ser necessdrio recorrer A nutrigdo parentérica. A
fluidoterapia com glicose a 10 a 12% constitui mesmo uma mais
valia para o controlo hidroelectrolitico do doente.

Nos doentes nos quais se verifica uma resposta favordvel
administragio de tiamina serd de esperar um melhor prognids-
tico "', com um tratamento Menos restritivo.

f) Monitorizacio do tratamento
A periodicidade do seguimento preconizado €, no que respeita
a consultas:

— semanal até aos 2 meses;
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mensal dos 2 aos 24 meses:
trimestral nas restantes idades.

No entanto, pode preconizar-se um seguimento semanal até
ao ano de vida *, assim haja possibilidade para tal. O trata-
mento a longe prazo, ou de manutengio, terd como objectivo
primordial a manutengio das concentragoes plasméticas dos
AACR o mais proximo possivel da normalidade. Assim, os
valores desejdveis sdo 0s seguintes:
— LEU: 80-200pmol/L *;
— ISOL: 40-90pmol/L:

VAL: 200-425pmol/L °.
A relagio linear entre as concentragbes plasmiticas dos
AACR e os respectivos dcidos a-cetdnicos € suficientemente
boa, pelo que a monitorizagio é usualmente feita através dos
primeiros.
Os doseamentos dos AACR devem ser realizados com uma
periodicidade:

— semanal até ao ano de idade;

— quinzenal até aos 3 anos de idade;

—mensal, apds os 3 anos de idade, embora a sua frequéncia
possa aumentar em caso de intercorréncia infecciosa.

Estes doseamentos constituem a base fundamental da monito-

rizagio do tratamento. No entanto, outros parimetros sio

ignalmente de importincia primordial: hemograma, proteinas

totais, albumina, ferritina, célcio, fésforo ¢ fosfatase alcalina.
Estes devem ser monitorizados com uma periodicidade:

semanal no primeiro més;
trimestral até ao ano de idade;
semestral, apos o ano de idade.

Anualmente, devem ser doseados o 1GFI1, a pré-albumina, as
imunoglobulinas, o zinco, o selénio, as vitaminas lipossoli-
veis, o dcido félico e a vitamina B,. A densitometria dssea
deverd ser pritica corrente a partir dos 6 anos, no sentido de
aferir a evolugio no ganho de densidade mineral dssea.

A composigio corporal, avaliada por bioimpedéncia eléctrica
tetrapolar ¥, serd igualmente Gtil para monitorizar a evolugio
destes doentes, tendo para tal atengio is svas condigdes de
preparagio e realizagio ., O dngulo de fase € um dos parime-
tros indicadores do estado nutricional ao qual dedicamos
maior atengdo, sendo de esperar uma evolugio favordvel com
o crescimento .

Finalmente, ¢ fundamental a realizagio do exame neurold-

gico e a avaliagdo de desenvolvimento psicomotor nas idades
chave.

Conclusao
A MSUD é uma doenga hereditivia do metabolismo dos
AACR que, se nio diagnosticada e tratada atempadamente,
pode levar ao coma e morte. Os AACR sdo AAE pelo que tém
de ser fornecidos pela alimentagio didria sob pena de, apenas
pela falta de um deles, os processos de sintese proteica fica-
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rem comprometidos. Por outro lado, se administrados em
excesso originam descompensagbes agudas graves pelo que, o
equilibrio no sev aporte serd a chave para o sucesso do trata-
mento. Apesar do defeito no complexo enzimético ser exten-
sivel a todos os tecidos, o cérebro parece particularmente vul-
nerdvel a concentragbes elevadas de AACR, particularmente
da LEU e do seun respectivo A-a-CCR, embora os mecanis-
mos justificativos para tal ainda nfo se encontrarem bem
esclarecidos. Os diferentes factores causadores de descom-
pensagio e a susceptibilidade elevada dos doentes is descom-
pensagbes, exigem uma dedicagio extrema, de modo a ser
possivel atingir um bom controlo metabdlico.

Consenso aprovado pela Sociedade Portuguesa de Doen-
cas Metabélicas em Janeiro de 2007.
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Abstract Hyperargininemia is a rare inborn error of
metabolism due to arginase deficiency, which is inherited
in an autossomal recessive manner. Arginase is the final
enzyme of the urea cycle and catalyzes the conversion of
arginine to urca and omithine. This condition typically
presents in early childhood (between 2 and 4 years of age)
with developmental delay associated with progressive
spastic parapavesis. Neonatal presentation 1s very uncom-

Communicated by: Johan LK. Van Hove

Competing interests: None declared,

E. Gomes Martins (=)

Metabolic Unit, Hospital de Criangas Maria Pia,
Rua da Boavista 827,

4050-111 Parto, Portugal

e-mail: esmeralda g marti

il.com

E. Santos Silva

Gastroenterology Unit, Hospital de Criangas Maria Pia,
Rua da Boavista 827,

4050-111 Porte, Portugal

e-mail: erssilvai@gmail.com

S. Vilarinho

Department of Medicine, Yale University School of Medicine,
New Haven, CT 06520, USA

e-mail: silvilarinho@yahoo.com

J. M. Saudubray

Neuro Metabolic Unit, Fédération des Maladies dn Systéme
Nerveux, Hopital La Pitié Salpétriére,

Paris, France

e-mail: jmsandubray@orange fr

L. Vilarinho

Newborn Screening Unit, National Instinite of Health INSA,
Praga Pedro Nunes 88,

4090-028 Porlo, Portugal

e-mail: laura vilarinho(@insa min-sande. pt

Published onlinc: 13 January 2011

mon with a poorly described outcome. Here, we discuss
two cases of neonatal cholestasis as initial clinical presen-
tation of hyperargininemia. In case 1, diagnosis was
established at 2 months of age upon investigation of the
etiology of cholestatic injury pattern and hepatosplenome-
galy, and treatment was then imitiated at when the patient
was 3 months old. Unfortunately, the patient had progres-
sive hiliary cirrhosis to end-stage liver disease complicated
with portal hypertension for which she underwent success-
ful orthotopic liver wansplant at 7 years of age. In case 2,
hyperargininemia was identified through newbom screen-
ing and treatment was started when patient was 21 days old,
Cholestasis was only identified in the patient’s further
evaluation and it resolved 2 weeks into treatment. The
patient is currently 18 months old and her development and
neurological examination remain unvemarkable. Neonatal
cholestasis as first presentation of hyperargininemia is rare,
but this disorder should be included in the differential
diagnosis of unexplained cholestasis in the neonate. In fact,
these two cases suggest that arginase deficiency may be the
cause of cholestatic liver discase.

Introduction

Hyperargininemia (OMMIM # 207800} is a rare autosomal
recessive disorder due to deficiency in the cytosolic hepatic
arginase [, which is the sixth and final enzyme of the urea
cyele and catalyses the conversion of arginine to urea and
ornithine (Ash 2004). This enzyme is encoded by the gene
Argl, located on chromosome 6423, and it was first cloned
in 1986 (Sparkes et al. 1986; Huraguchi et al. 1987).
Hyperargininemia is most commonly caused by heteroge-
neous missense mutations that oceur n highly conserved
regions of the gene (Vockley et al. 1994, 1996). Interest-
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ingly, most of the Portuguese cases are quite homogeneous ;:d E RHoH i
at genetic level for the R21X nonsense mutation (Cardoso 52 SH SR 3
=8< g aka 8
et al. 1999).
Progressive spastic paraparesis, mental retardation and 8 e Y e
occasional episodes of hyperammonemia are the typical 52 ag EE i é" n\;é
mitial symptoms of hyperargininemia, which commonly G853 |85 B FTEEY
present in early childhood, between 2 and 4 years of age -
(Brusilow and Horwich 2005; Scaglia and Lee 2006). é% o
Neonatal and early-onset (before 3 momths of age) 25|18 8 B 3 8
presentations are very vare and therefore their clinical u
course is still poorly chamcterized (Cederbaum et al. 2004). g3
Neonatal cholestasis is defined as impaired bilirubin EE = 2 28 3 @
excretion, resulting in jaundice and conjugated hyperbilir- = LU
ubinemia (20% increase of total bilirabin and higher than -
5 mg/dL), detected either in a newborn or an infant up to g § o By o
4 months old (Moyer et al. 2004). Cholestasis can be e | % fan Ol e g
classified as extra-hepatic or intra-hepatic, although some -
conditions overlap. In general, the causes of nconatal #5
cholestasis are encompassed in the following three major -§ g é 2
categories: metabolic, endocrine and infectious (Shah and 28|12 § 8 8 8
Spivak 1994),
Neonatal cholestasis is not an uncommon presentation of T g &
several metabolic diseases, the characterization and dis- 5 Z2|le 3 r B 2
cussion of which are beyond the scope of this report. :; = -
However, neonatal cholestasis as clinical presentation of 2| Za g = 2
hyperargininemia challenges the current understanding of E 22|s 8 8 €
this discase.
Here, we discuss clinical, biochemical and molecular g ? | =
data of two cases of hyperargininemia associated with 2 £ E g ﬁ
neonatal cholestasis: one who presented symptomatically % “ E fag £ .
with cholestasis and was found to have this disorder, and o E &5 E Ty o3 .g 3
another one who was diagnosed with hyperargininemia § 3 BS 2 . 8 & & =
through newborn screening prior to be found to have 2 = =
cholestasis. g 2 g B
2| | E¢ g
g felz 2 £ %2 8 |28
Case reports 3 i
Al ik
Case [ This patient has been previously reported (Braga _§ g g a
et al. 1997). E : s o B s |3&
Two-month-old female, first daughter of a young, ,E W " L Ged L ] 2
healthy, nonconsanguineous couple with uneventful pre-, B 3 E #
peri- and neonatal periods, presented with new-onset of g E B o B @ § g;‘
Jjaundice with no change in stool or urine color and was % o o A 5 o
found to have cholestatic liver injury and hepatosplenome- E 5 g 1 :E
galy. Biochemical data at this time showed total hilirubin 'g a7 | x E g 2 = g =
10.8 mg/dl. (N<2), conjugated bhilirubin 9.4 mg/dl. (N=< i g 55| = = : E
0.2), AST 800 UUL (N<356), ALT 530 UL (N<39), yGT R = 8
80 UL (N<45), plasmatic arginine 1756 wmol/L (N 22-  F s g &
88), urinary orotic acid 18 wmol/mmol creatinine (N 0-20), 5 E é ~ foliok e 2 g
and ammonia 84 umol/L (N<47), which sirongly suggested  _ | 2 & w3 SZEZEE g g
hyperargininemia (Table 1). Further appropriate neonatal — 2 E g ‘E__ 33 % ZEmdnd i:! 5»
cholestasis workup was undertaken and the most frequent gls #2e|d" 8 ste®® e
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causes of cholestasis for this age group were excluded,
namely extrahepatic biliary atresia, choledochal cysts,
alpha-1-antitrypsin deficiency, cystic fibrosis, Alagille
syndrome, galactosaemia, tyrosinacmia type [, and infec-
tious diseases (TORCH, syphilis and hepatitis B). The
diagnosis of hyperargininemia was then confirmed by
enzymatic and molecular analysis that showed no arginase
I activity in the patient’s red blood cells and Argl gene
homozygous R21X mutation, respectively. At 3 months of
age, she was started on a low-protein diet with essential
amino acid supplementation. Liver biopsy performed at
4 months of age showed hepatic cirthosis with formation of
regenerative nodules. The patient had progression of liver
cirthosis complicated with portal hypertension, pruritus,
xanthomas, and marked hypercholesterolemia, but no
neurological impaivment. At 3 years of age, wsodesox-
ycholic acid was initiated and pruritus and xanthomas
resolved, total cholesterol level normalized and liver
enzymes improved. As the patient was clinically improv-
ing, ursodesoxycholic acid was discontinued after 2 years
of treatment, but it had to be resumed because of a rise in
total cholesterol and liver function tests. At 7 years of age,
she was submitted to orthotopic liver transplantation (OLT)
due to end-stage liver disease secondary to deficiency in
hepatic arginase Al, since OLT (comtaining a normal
function arginase) was able to produce a complete
normalization of argimine, ammonia and guanidime com-
pounds levels in circulation, while on an unreswicted diet
(Santos Silva et al. 2001). Interestingly, pathology analysis
of the explanted liver showed a pattem of liver ductopenia,
which consists in a paucity of interlobular bile duets, with
no further pathological findings. She is currently 18 years
old with no neurological and/or cognitive impairment.

Case 2 Asymptomatic neonate, second child of first degree
consanguingous parents (first cousms), with uneventful pre-
and perinatal periods who was found to have hyper-
argininemia through neonatal screening. On day 5 of life,
arginine level was 137 uM (cut-off=37) and repeat
confirmatory test revealed an arginine level of 360 M.
The patient was seen and examined at 21 days of age when
she was found to have mild jaundice with no change in
stoo] or urine color. The remaining physical examination
was otherwise unremarkable. At this time, biochemical data
revealed a fotal bilirubin 5.7 mg/dL. (N<2), conjugated
bilirubin 1.6 mg/dL (N<0.2), AST 51 UVL (N<36), ALT
38 UM (N<44), vGT 1295 UL (N<66), plasmatic
argining 1600 pmol/L (N<140), ammonia 264 pmol/L
(N<47) and orotic acid 5.3 pumol/mmeol creat (N=0.1).
The diagnosis of hyperargininemia was confirmed by
molecular analysis of Argl gene and identified homozy-
gosity for R21X mutation. Similar to case 1, further
appropriate workup was performed and other possible

causes of cholestasis were excluded, namely alpha-1-
antitrypsin  deficiency and infectious diseases (TORCH,
syphilis, hepatitis B). At 3 weeks old, the patient was
started on a low-protein diet: natural protein 1.1g/kg/day of
breast milk, with essential amino acids mixture (deprived of
arginine) 1g/kg/day, and sodium benzoate 250mg/kg/day.
Two weeks later, a complete normalization of arginine and
ammonia levels and liver function tests were observed. She
is currently 18 months old and remains asymptomatie with
developmental milestones and growth within normal limits.
Ammonia levels are in normal range and plasmatic arginine
oscillates between 40 and 385 umol/L (median =138.4).

Discussion

Hyperargininemia due to hepatic arginase [ deficiency
typically presents in early childhood with newrological
impairment. Neonatal presentation is very rare and thus still
very poorly understood. To date, only five cases of neonatal
hyperargininemia have been reported (Table 1), incloding
case 2 of this study. Table 1 summanzes clineal, analytical,
enzymatic and molecular data of these five patients with
clinical presentation of hyperargminemia before 3 months of
age. It is noteworthy that only three of these five patients
have presented with cholestasis (Braga et al. 1997; Jorda et
al. 1986; Picker et al. 2003; Schiff et al. 2009).

A detailed review of the literature demonstrates that a
minority of patients with a typical clinical presentation
hyperargininemia had a mild transient transaminitis and
coagulopathy associated with acute episodes of metabolic
decompensation, but no cholestatic pattern was ever
described (Brusilow and Horwich 2005; Crombez and
Cederbaum 2005; Scaglia and Lee 2006).

The two patients discussed here share the same genotype
(p.R2ZIX/R21X) and had a similar clinical presentation
characterized by cholestasis. However, this null muation is
also found in homozygous patients with different forms of
early presentation, as well as late onset, re-enforcing the notion
that there is no genotype/phenotype correlation in this disease.

Case 1 reports a patient who presented with severe
cholestasis. Possible known causes of cholestasis were
actively investigated but not identified. Endocrino,
infectious and other metabolic diseases were excluded
in this patient, including syndromic canalicular paucity.
A defect in the synthesis of bile salts was biochemically
incompatible, because this patient showed normal bile
acids in plasma and urine which does not occur in such
disorders. Furthermore, liver histology did not show
giant cell hepatitis that are usually seen in hile salts
synthesis defects.

The patient presented in case 2 showed clinical and
biochemical data of cholestasis that normalized 2 weeks after
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the beginning of the treatment. The patient is currently
18 months old and asymptomatic. Liver biopsy was never
obtained due to risk-benefit of the procedure. Thus, silent and
asymptomatic liver disease in this patient cannot be defin-
tively excluded at this point and requires close monitoring.

The pathogenesis of cholestasis in cases | and 2 is
currently unknown. Many other patients with hyperargini-
nemia, some of which with the same null mutation as these
two patients, do not present with cholestatic liver injury and
rather develop neurological impairment. It is possible that
the accumulation of large amounts of argnine (particularly
elevated in patients with homozygous R21X nonsense
mutation) might interfere with transport and/or clearance
of compounds that under certain circumstances could be
hepatotoxic and contribute to progression of liver cirthosis.
It could be that development of cholestasis in these patients
requires two triggers: the first that corresponds to elevated
levels of arginine present in all patients with hyper-
argininemia, and a second trigger that may either be
environmental (e.g., drugs, viral infections, etc.) or genetic
(e.g.. polymorphisms that synergize and predispose to an
hepatic form of this discase). In contrast to other urea cycle
enzymes, there are two genes enconding arginases, drgl
and Arg2, which have similar structural and enzyme
properties, Thus, it is possible that in some patients
ARG2 may compensate for ARG deficiency and this
way shape the clinical presentation (Crombez et al. 2005).

The availability of tandem mass spectrometry (MS/MS)
has led to increased efforts to mclude the urea cycle defects
in the expanded newbom screening programs (Eduards et
al. 2009; Vilarinho et al. 2010}, which will allow early
diagnosis and treatment (Scaglia and Lee 2006) as
illustrated in case 2. In Portugal, between 2004 and 2009,
449,184 neonates were screened through expanded new-
born sereening. Two cases of cittullinemia type I, one case
of argininosuccinate lyase deficiency and two cases of
hyperargininemia have been identified during that time
period. The incidence of 1:215,000 makes argininemia the
second most frequent urea cycle disease in ouwr country,
after ornithine transcarbamylase deficiency. A total of 12
patients with hyperargininemia have been reported in
Portugal (Vilatinho et al. 1990; Braga et al. 1997; Fidalgo
et al. 1997; Cardoso et al, 1999; Santos Silva et al. 2001,
Vilarinho et al. 201(). Molecular studies suggest that R21X
mutation, a C-T transition in codon 21{exon 2) replacing
arginine by a premature stop codon (R21X: CGA to TGA)
may represent a major cause of hyperargininemia in
Portugal (Cardoso et al. 1999).

In summary, neonatal cholestasis as first presentation of
hyperargininemia is rare, but this disorder should be
included in the differential diagnosis of unexplained
cholestasis in the neonate. Moreover, these two cases
suggest that arginase deficiency may be the cause of

) Springer
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cholestatic liver disease, but further investigation is neces-
sary to verify and understand this unexpected relationship.
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4.1- Evolucéo clinica favoravel dos doentes metabdlicos como
consequéncia do seu diagnostico pré-sintomatico ou precoce

4.1.2- Defeitos da pB-oxidagdo mitocondrial dos acidos gordos

Artigo 4 - Beneficios do rastreio neonatal nas doengas da p-oxidagcdo mitocondrial dos
acidos gordos. Nascer e Crescer 2009;18:22.

Esta tese teve como base o projecto n°® 16078-2007, premiado pela Comissdo de
Fomento de Investigagcdo em Cuidados de Saude do Ministério da Saude: denominado
“Avaliacao dos beneficios clinicos e sécio-econémicos do rastreio neonatal nas doengas
metabolicas hereditarias”, de que fui coordenadora. Na sequéncia deste projecto foi
elaborado e publicado um artigo sobre o grupo de patologias que se veio a verificar
serem especialmente frequentes apds a implementagao do rastreio alargado: as doengas
da B-oxidagao mitocondrial dos acidos gordos. Nesta abordagem comparativa do “follow-
up” dos doentes diagnosticados no rastreio com aqueles que tinham diagndstico
sintomatico prévio verificamos uma reducédo marcada da mortalidade (que era de 50%
antes do rastreio) e passou a ser nula nos doentes rastreados, e da morbilidade

traduzindo-se num menor numero de internamentos e descompensacoes.

Artigo 5 - Short-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase deficiency: the clinical relevance
of an early diagnosis and report of four new cases. J Inherit Metab Dis 2011; 34 (3):
835/42

O défice em SHCAD (défice na desidrogenase dos hidroxiacidos de cadeia curta) é a
doenga da B-oxidagdo mitocondrial dos acidos gordos mais recentemente descrita. Tem
uma apresentagdo clinica distinta das demais patologias deste grupo e manifesta-se com
hipoglicemia por hiperinsulinismo. Foi efectuada uma compilacdo dos casos publicados
desta DHM rara e descritos, detalhadamente, os quatro doentes de origem portuguesa
diagnosticados sintomaticamente. Demonstramos, pela analise retrospectiva do sangue
da ficha de diagndstico precoce do ultimo caso, que um dos marcadores bioquimicos da
patologia, hidroxibutirilcarnitina (C40OH), ja se encontrava elevado no momento da

colheita para rastreio neonatal, abrindo uma porta a sua inclusao no rastreio.

Artigo 6 - Multiple Acyl-CoA Dehydrogenase Deficiency: molecular diagnosis, structural

analysis and clinical correlation. Clin Genet (Submetido).
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Pela sua gravidade e evolugdo desfavoravel, mesmo sob tratamento, a introdugéo da
MADD nos actuais painéis de rastreio é discutivel.

Foi efectuado um estudo multicéntrico nacional, que incluiu a descricdo clinica, e
bioquimica bem como a caracterizacdo molecular e a andlise estrutural da enzima
deficitaria de oito doentes, trés dos quais rastreados. Neste trabalho salientamos a
importancia da analise molecular e estrutural na compreens&o da evolucéo clinica desta

doenca assim como na determinacao da abordagem terapéutica mais apropriada.
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Beneficios do rastreio neonatal nas doencas
da B-oxidacdo mitocondrial dos acidos gordos

RESUMO

Objectivos: Avaliar o contributo do
diagnostico precoce na redugao da pe-
sada morbilidade e mortalidade que se
associa aos defeitos da f-oxidagdo mito-
condrial dos acidos gordos.

Método: Avaliacio clinica e bio-
quimica retrospectiva dos doentes com
defeitos da B- oxidagdao mitocondrial dos
acidos gordos (defice em desidrogena-
ses dos Acidos gordos de cadeia média
- MCAD, defice em desidrogenases dos
acidos gordes de cadeia longa -LCHAD
e défice mltiplo das desidrogenases dos
acidos gordos - MADD), diagnosticados
de forma assintomatica pelo rastreio me-
tabolico neonatal alargado, ou diagnosti-
cados préviamente em fase sintomatica.
Registou-se idade de diagnéstico e de
inicio de tratamento, primeiros sintomas,
clinica a data de diagnostico, descom-
pensagdes e evolugdo.

Resultades: Foram identificados e
incluidos 11 doentes com doengas here-
ditarias do metabolismo nomeadamen-
te: cinco doentes com MCAD, trés com
LCHAD e trés com MADD. Em seis doen-
tes o diagnostico foi sintomatico. Nestes,
as primeiras manifestages da doenga
ocorreram entre o primeiro dia e 0 ano de
idade, havendo registo de varios episé-
dios de descompensacdo antes do diag-
nostico, Neste grupo de doentes a mor-
talidade foi de 66%. Nos restantes cinco
doentes o rastreio neonatal efectuado
entre o 3° e 0 6" dia de vida possibilitou
um diagnostico precoce. A mortalidade
nestes foi nula e estdo clinicamente as-
sintomaticos, ndo havendo internamern-
tos por descompensagio grave.

! Unidade Metabolismo, Unid. Maria Pia, CHP
? Centro de Genética Médica - INSA, Porto
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Esmeralda Martins', Anabela Bandeira

Conclusdes: O diagnostico pré-
sintormatico e o inicio de um tratamento
capaz de prevenir ou minimizar o impacto
das situagbes de descompensagio agu-
da e as complicagdes a longo prazo re-
duzem de forma efectiva a mortalidade e
a morbilidade.

Palavras-chave: Doencas da pB-
oxidagdo mitocondrial dos acidos gor-
dos; rastreio neonatal, diagnostico pre-
sintomatico;  diagnéstico  sintomatico;
diagnostico precoce

Mascer e Crescer 2009; 18(4): ?7-77?

INTRODUGAOQ

O rastreio neonatal constitui um dos
maiores programas de medicina preven-
tiva nos paises ocidentais. Com inicio
em meados da década de 70 tem como
objectivo detectar, em estado pré-sin-
tomatico, doencas para as quais existe
tratamento, reduzindo assim a sua mor-
bilidade e mortalidade. Na dltima década
a aplicagac da espectrometria de massa
em tandem (MS/MS) ao rastreio neonatal
veio tornar possivel o diagnostico simul-
taneo de um grande numereo de doencgas
metabélicas hereditarias a partir da ficha
de diagndstico precoce ja utilizada, sem
aumentar a quantidade de sangue colhi-
do ao recém-nascido (RMN)724

Com o aumento significative do
numero de doengas passiveis de serem
rastreadas e com a2 possibilidade de
novos tratamentos, 2 tendéncia é para
alargar o espectro e incluir novas patolo-
gias, E importante, no entanto, que esta
expansdo seja ngorosamente monitoriza-
da avaliando os beneficios (melhoria da
morbilidade, mortalidade e qualidade de
vida) e inevitavelmante os custos 87,

', Hugo Rocha®, Ana Marcac?, Laura Vilarinho®

Para a fenilcetontria, primeira doen-
ca metabolica a ser rastreada, @ consansu-
al e inquestionavel neste momento a van-
tagem clinica e econémica do rastreio.
Para o novo grupo de DHM detectadas
precocemente por MS/MS, os beneficios
sdo claros para o défice em desidrogena-
ses dos acidos gordos de cadeia média
(MCAD), sendo ainda alvo de discussio
para as restantes doengas® %,

A identificacdo e quantficagdo por
MS/MS de metabolitos marcadores das
doencas e as razfes entre eles permi-
tem identificar mais de 30 doencas que
podem dividir-se em 3 grandes grupos:
aminoacidopatias, acidurias organicas e
defeitos da B-oxidaggo mitocondrial dos
acidos gordos!?11,

Os defeitos da B-oxidacio mitocon-
drial dos acides gordos tém uma inck-
déncia individual que varia entre 1:8.000
e 1100000, constituindo o grupo mais
frequentemente de patologias detectadas
no rastreiot’™ ', Os Acidos gordos séo a
maior reserva ce energia do organismo
e tém um papel crucial durante periodos
de jejum ou de maior sfress metabolico
fornecendo 80% da energia utilizada pelo
coragao, figado e musculo-esquelético.
Sob o ponto de vista clinico estas doen-
¢as podem apresentar-se de forma aguda
com hipoglicemia hipocetética, acidose
metabdlica, hiperamoniémia, letargia, car-
diomiopatia, insuficiencia hepatica, morte
sUbita, rabdomiélise ou mais tardiamente
com miopatia, neuropatia e retinopatia. A
clinica aguda surge em periodos de gasto
energético aumentado como jejum prolon-
gado, febre ou outras situacies de stress
metabdlico e é caracterizada por uma
elevada mortalidade (superior a 50% nos
diagnéstices sintomaticos) ™%,

No nosso pais o Programa Nacio-
nal de Diagnéstico Precoce iniciou-se em
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1979 com o rastreio da Fenilcetonuria,
passando em 1981 a incluir o rastreio do
hipotireidismo congénito. Em 2005, apds
um estudo piloto, foi iniciado o rastreio
neonatal alargaco que actualmente in-
cluiu 25 doengas!'',

O objectivo deste trabalho € avaliar
o contributo do diagnoéstico precoce na
reducio da pesada morbilidade & mor-
talidade que se associa aos defeitos da
B-oxidagdo mitocondrial dos acidos gor-
dos, referindo a nossa experiéncia e fa-
zendo simultaneamente uma revisao dos
estudos que estao a ser publicados sobre
evolugdo destes doentes. Inclui doentes
com défice em MCAD, com défice nas
desidrogenases dos acidos gordoes de ca-
deia longa (LCHAD) e ainda com defice
miultiplo das desidrogenases dos dcidos
gordos (MADD; aciduria glutarica tipo 11),
todas com um modo de transmissdo au-
tossémica recessiva.

POPULAGAO E METODOS

Local: Hospital Pediatrico de nivel I,

Critérios de inclusdo: doentes com
defeites da B-oxidacio mitocondrial dos
acidos gordos (MCAD, LCHAD E MADD)
diagnosticados sintomaticamente  ou
com diagndstico pré sintomatico pelo
rastreio metabolico necnatal. Todos os
©asos em seguimento que cumpriam os
critérios estabelecidos foram incluidos
no estudo,

Métodos: Estudo retrospectivo com
recolha de dados a partir do processo cli-
nico. Foiavaliada a histonia familiar, idade
e forma de apresentagio nos sintomati-
cos, idade de diagnostico e de inicio da
tratamento, adesao a terapéutica, name-
ro de episodios e gravidade das descom-
pensagdes e evolugdo que incluiu o cres-
cimento e desenvolvimento, morbilidade
e mortalidade,

RESULTADOS

Foram incluidos 11 doentes, seis
com diagnostico sintomatico (2 MCAD, 2
LCHAD & 2 MADD]) & cinco doentes do
rastreio (3 MCAD, 1 LCHAD e 2 MADD),
referenciados nos Quadros |, Il e Il

MNa histéria familiar destes casos foi
documentada consanguinidade em duas
das onze familias, havendo o registo de
quatro irmaos previamente falecidos com
a mesma patologia do caso index. Uma
familia era de etnia cigana e as restantes
de origem caucasiana.

Ha ainda a referirem dois casos uma
gestacdo complicada com partos prema-
turos: um guadro de HELLP (hemélise,
elevacio das transaminases e tromboci-
topenia) num doente com LCHAD & uma
pré-eclampsia num caso de MADD.

Os cinco pacientes diagnosticados
no rastreio neonatal estavam assintoma-
ticos a data do diagnostico e iniciaram
tratamento entre o sexto e o décimo séti-

Quadro | = Doentes com defice em MCAD

NASCER E CRESCER
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mo dia de vida, Actuaimente, tém entre 7
meses e 3 anos de idade e permanecem
assintomaticos com um  crescimento,
exame neuroldgico e desenvolvimento
normais. Ha o registo de seis intema-
mentos para fluidoterapia endovenosa
durante intercorréncias infecciosas com
vomitos ou recusa alimentar evitando
descompensagbes graves da doenga.

Mos seis doentes com diagnéstico
sintomatico a apresentacio na altura do
diagnéstico foi varidvel em gravidade e
idade de inicio. Nos casos com MCAD a
clinica manifestou-se aocs 7 e 15 meses
de idade com sonoléncia, letargia, alte-
ragGes hepaticas e hipoglicemia. Um dos
doentes faleceu no primeiro episédio. O
outro foi diagnosticado aos dois anos, no
segundo episodio de descompensacio.
Este tem actualmente 17 anos de idade,
um crescimento e desenvolvimento cog-
nitive normal ndo tendo voltado a fazer
episodios de descompensagio apos o
diagnéstico (Quadre 1).

Mos LCHAD os dois doentes sin-
tomaticos, diagnosticados aos 9 e 18
meses apresentavam miocardiopatias
graves com insuficiéncia cardiaca, hepa-
tomegalia, alteragdes da fun¢do hepatica
e hipotonia. Faleceram durante infeccdes
respiratorias, uma e trés semanas apos o
diagnostico, respectivamente. Um deles
esteve parcialmente assintomatico ate a
data do diagnéstico, ¢ outro manifestou-

Diagnostico Diagnéstico Rastreio neonatal Rastreio neonatal Rastreio neonatal
sintomatico 1 sintomatico 2 1 3
Sexo Masculing Feminino Masculino Masculing Feminino
|dade diagnostico 2 anos 7 meses 9 dias 6 dias 5 dias
' : Episadios recarrentes . ausencia de auséncia de auséncia de
Sk de coma Epjeiciy Reve- e sintomas sintomas sintomas
[ Diagnostico molecular ADBSG/ADBSG AYBSG/ADESG AOBSGIADESG AGBSGIABRSG CH53G/AD85G
Inh:rnarncntoslf 5 1 9 1 0
descompensagao
Idade actual 18 anos Faleceu 7 meses 3 anos 2 anos 2 anos
Crescimento Normal - Normal Normal Normal
Desenvolvimento Normal = Normal Normal Normal
Hx familiar - rmoteleskdo - - -
Consanguinidade
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se no periodo neonatal com hipoglicemia
(Quadro II).

Dos dois doentes com diagnosti-
co sintomatico na MADD um teve apre-
sentacdo neonatal com dismorfia facial,
convulsdes e hepatomegalia associados
a acidose metabolica e hipoglicemia gra-
ves, e 0 outro mais tardiamente como um
quadro de vomitos ciclicos, letargia, aci-
dose metabdlica e alteracdes da funcao
hepdtica que motivaram multiplos inter-
namentos entre o primeiro ano de vida
e 0 inicio de tratamento aos 10 anos de
idade (Quadro II1).

Em todos os doentes o diagnostico
bioguimico foi confirmado por estudo en-
zimatico efou molecular.

Nos MCAD foi efectuado o diag-
néstico bioguimico através co perfil de
acilearnitinas (com elevacio de octanoi-
lcarnitina (C8), decanoilcarnitina (C10) e
relagdo C8/C10 nos casos rastreados),
e em todos os casos a cromatografia de
acides organicos urindries demonstrou
um aumento da hexanoilglicina e dos
acidos dicarboxilicos. Todos os doentes
apresentaram a mutagdo classica em
homozigotia (A9853G) e o quinto doente

uma heterozigotia composta com uma
mutagio nova (AS85G/CE53G).

Na LCHAD o diagnéstico foi efec-
tuado pelas alteragdes nas acilcarnitinas
no doente rastreado (elevacio de 3-hi-
droxinexadecancilcamitina C160H e 3-hi-
droxioctadecanoil-carnitina C180H) e nos
restantes casos pela elevagio dos 3-hi-
droxidicarboxilicos no perfil cromatografi-
co de acidos organicos urinarios. A muta-
¢do mais comum, G1528C foi detectada
em homozigotia, em todos os doentes,

Para a MADD, dois doentes apre-
sentaram o perfil bioguimico tipico, com

Quadro Il - Doentes com défices em LCHAD

Diagnéstico sintomatico 1

Diagnéstico sintomatico 2

Rastreio neonatal 1

Sintemas

Alteragdes bioquimicas

Hipatonia, hepatomegalia,
convulzdes, coma
Hipoglicemia,
Acidose metabdlica,
Hiperameniemia

vomitos recorrentes, letargia

Ttransaminases,
Acidose metabolica, Cetose

Sexo Masculino Masculing Masculino
ldade diagnostico 18 meses 9 meses Sdias
. Miocardiopatia Hepatopatia : e .
Sintomas M evelugao sstatuc-ponderal Miocardiopatia hipertrofica Prematuridade por HELLP
Diagnastica molectilar G1528C) G1528C G1528C/IG1528C G1528C) G1528C
Internamentos/ descompensagao 4 1 0
Idade actual Faleceu 18 meses Faleceu 9 meses 6 meses
Crescimento - - Normal
Desenvolvimento - - Normal
Hy familiar Cnnﬁ?ngumlr:‘lade ) .
Irmao falecido
Quadre |ll - Doentes com defice em MADD
Diagnéstico sintomatico 1 Diagnéstico sintomatico 2 Rastreio neonatal 1
Sexo Masculino Feminino Masculino
ldade diagnostico 4 dias 10 anos 7 dias
Dismaorfia facial

ausencia de sintomas

1 intermitente CK

Hx familiar

2 iméos Falecidos

Diagnostico melecular p.X618Qext 14/ X618Qextx 14 p.R191CR181C p.R155G/P534L
Internamentos/ descompensagao 1 10 0
Idade actual Faleceu em 5 dias 18 anos 3 anos
Crescimento - MNormal MNormal
D_escnvolvimcn?q - _Diﬁ:u!da_des mmndiza_gcnj Nprn_'lal

248 | artigo original
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presenga de glutdrico e metabolitos da
oxidacio dos acidos gordos, e numa do-
ente as alteragdes foram evidentes ape-
nas durante as descompensacies, Este
diagnostico foi confirmado pelo estudo
molecular com heterogeneidade genoti-
pica que esta registada no Quadro Il

Globalmente os sete doentes em
seguimento, 2 com diagnostico sintoma-
tico e 5 com diagnéstico assintomatico,
cumprem tratamento. Todos tém indica-
c¢ao de evitar periodos de jejum longo
fazendo reforgo de ingestdo de hidratos
de carbono durante periodos de maior
stress metabdlico como por exemplo nas
intercorréncias infecciosas. Na LCHAD
fazem tratamento dietético com restricio
no aporte em triglicerideos de cadeia lon-
ga que sdo substituidos pelo aporte em
triglicerideos de cadeia média. Na MADD
a terapéutica consiste numa dieta restrita
em proteinas e gorduras e suplementos
de carnitina.

DISCUSSAO

O painel das doengas rastreadas
com a utilizagdo de fandem mass ndo é
consensual nos varios paises. Na Unido
Europeia actualmente existe uma hetero-
geneidade considerdvel nos programas
de rastreio neonatal. Em 2007, 13 dos
paises europeus ainda ndo tinham ink
ciado o rastreio neonatal alargado (nes-
tes inclui-se por exemplo a Franca). Nos
9 paises que utilizam o fandem mass o
numero de doengas rastreadas varia en-
tre 2 e 23V E consensual no entanto,
em todos estes paises, que o sucesso do
screening passa por um follow-up clinico
a longo prazo e que apenas este pode
fornecer evidéncia suficiente acerca das
doengas que tem ganho efectivo ao se-
rem rastreadas!® 78,

Em Portugal, a frequéncia das do-
engas da P-oxidacdo mitocondrial dos
acidos gordos, apds inicio do rastreio
alargado & de 1/7.000, sendo a MCAD,
1/9.977 mais frequente que a fenilceto-
ndria, 1110082 (Relatdrio Diagndstico
Precoce 2008).

A MCAD e efectivamente a doenga
mais frequentemente incluida nos novos
programas de rasfreio e cuja incidéncia
se veio a tornar duas a trés vezes supe-
rior & do diagnostico sintomatico™ ¥ Este

86

facto permitiu fazer estudos comparativos
com um numero significativo de doentes,
onde estio registadas as vantagens eco-
némicas e os ganhos em morbilidade e
mortalidade™ ", A mortalidade que era
de cerca de 20% a 30% no primeiro epi-
sodio do diagnostico sintomatico reduziu
significativamente, estando calculado que
a mortalidade & a morbilidade grave re-
duzem cerca de 90% nos casos tratados
precocemente® 2%, Na nossa casuistica,
enquanto nos doentes sintomdticos a
mortalidade foi de 50%, nos rastreados
nao houve episodios de descompensa-
¢30 graves e a mortalidade & nula.

Por outro lado para a LCHAD e
MADD os trabalhos de avaliagio da evo-
lugdo e estudos comparativos com doen-
tes sintomaticos sdo exiguos em parte
pela raridade destas patologias!™,

Um trabalho multicéntrico efectu-
ado com 75 doentes com defeitos da
B-oxidagdo mitocondrial dos acidos gor-
dos de cadeia longa”, nomeadaments
LCHAD, o inicio de um tratamento ade-
quado nos doentes assintomaticos, pre-
vine as descompensages agudas que
se associam a elevada mortalidade e
morbilidade bem como as complicagdes
da doenga a longo prazo como a miocar-
diopatia. Em relagio a outras complica-
¢oes ireversiveis mais tardias como a
retinopatia e a neuropatia periférica, que
podem surgir mais tardiamente, em 43%
e 21% dos doentes respectivamente, o
trabalho ndo € conclusive uma vez que
estes doentes assintomaticos tém uma
idade inferior a 6 anos, Este efeito bene-
fico e um tratamento precoce na mio-
cardiopatia mas duvidoso a longo prazo
para a retinopatia e neuropatia periférica
& tambem referido noutros trabalhos!'.
Nos nossos doentes sintomaticos a mio-
cardiopatia com insuficiéncia cardiaca
severa foi o factor determinante na morte
durante intercorréncia infecciosa pouco
tempo apos o diagnostico e que poderia
provavelmente ter sido evitada com um
inicio precoce de tratamento.

A aciduria glutarica tipo Il (MADD]), &
caracterizada por uma grande heteroge-
neidade clinica que é evidente nos nossos
doentes sintomaticos, um com apresen-
tagdo severa e morte precoce ao terceiro
dia de vida e outro de apresentagao mais
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tardia e menos grave com ma evolugio
ponderal, vomitos ciclicos e hepatopatia.
O doente do rastreio esta clinicamente
assintomatico, mas apresenta uma ligeira
elevacao flutuante da CK. Nesta doenca
o tratamento das formas menos graves
com carnitina e terapéutica dietética &
efectivo, fica a duvida em relaco ao tra-
tamento pre-sintomatico nas formas mais
graves onde 2 mortalidade & elevads,
mesmo ros doentes rastreados28,

A avaliacio da qualidade de vida
nos doentes rastreados, passa também
pelo impacto da doenga na familia, de-
vendo os cédleulos incluir o5 ganhos da
informagao genetica e de um diagnostico
pré-natal. Em todas estas familias foi fei-
to o respectivo aconselhamento genético
e posteriormente foi efectuado o diagnos-
tico pré-natal em trés gravidezes.

A implementacdo recente do ras-
treio alargado faz com ¢ue varias ques-
tées estejam ainda por responder, no-
meadamente evolugdo a longo prazo
e o tratamento nos casos identificadoes
bioguimicamente & cujas consequéncias
fisiolégicas ndo estdo bem esclarecidas,
Assim, neste momento, todos os esfor-
¢os no sentide de definigdo do espectro
de doenca, a histéria natural e a resposta
ao tratamento a longo termo deve ideal-
mente ser feita no maior numero possivel
de doentes'”’, sendo de relevo todas as
casuisticas relativas a estas doengas.

Comentario: O rastreio neonatal é
fundamental nas doengas da P-oxidagio
mitocondrial dos 4cidos gordos. Embora
o grupo avaliado neste trabalho seja pe-
queno, nos doentes sintornaticos a mor-
talidade & significativamente maior (4/6)
comparativamente aos casos rastreados
onde a mortalidade & nula. A morbilidade
€ também maior com miltiplos intema-
mentos por episddios de descompensa-
¢do, antes do diagndstico etiolégico nos
casos sintomaticos,

A possibilidade de um aconselha-
mento genético e de um rastreio familiar
& também fundamental. Nestas 11 fami-
lias ha a referir, previamente ao diagnos-
tico dos sintomaticos, a morte de quatro
irmdos no periodo neonatal ou durante
episddios febris que tinham provavel-
mente a mesma doenga,
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EFFECTIVENESS OF NEWBORN
SCREENING FOR MITOCHONDRIAL
FATTY ACID OXIDATION DISORDERS

ABSTRACT

Aims: To evaluate the contribution
of neonatal screening in morbidity and
maortality of beta mitochondrial fatty-acid
oxication.

Metheds: Retrospective clinical
and biochemical evaluation of patients
with mitochondrial fatty acid oxidation
disorders (medium-chain acyl-CoA dehy-
drogenase deficiency - MCAD, long-chain
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase ce-
ficiency - LCHAD and multiple acyl-CoA
dehydrogenase deficiencies - MADD,
Analysis of age at diagnosis, clinical
presentation and evolution, therapy effec-
tiveness, number of acute episodes and
physical and cognitive development.

Results: [twas identified 11 patients
with mitochondrial fatty acid oxidation dis-
orders: 5 with MCAD; 3 with LCHAD and
3 with MADD. In six cases, the diagnosis
was made by clinical symptoms and the
median age at diagnosis was 2.7 years.
Before the diagnosis, two of them had
multiple hospitalizations for acute epi-
sodes and the mortality was 66%.

In five patients, neonatal screening,
between the 3rd and 6th day of life, made
the diagnosis. In this group, all patients
are clinically well, without episodes of de-
compensation.

Conclusions: In this evaluation we
verified that neonatal screening allowed a
decreased of the mortality and morbidity
in mitochondrial fatty acid disorders.

Key-words: Mitochondrial fatty acid
oxidation disorders; neonatal screening;
assymptomatic diagnesis; symptomatic
diagnosis
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Abstract Short-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
(HADH, SCHAD) deficiency (OMIM #231530) represents
a recently described disorder of mitochondrial fatty acid
beta-oxidation, with less than ten cases described world-
wide. The main clinical presentation of this metabolic
disease is different from other inherited defects of fatty
acid P-oxidation as the hypoglycemia is associated
with hyperinsulinismn. We present the clinical, biochemical
and molecular findings of four new Caucasian patients
with HADH deficiency. These new cases contribute to a
more comprehensive description of the phenotype, diagnostic
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biomarkers and treatment options for this poorly defined
disease.

Introduction

Mitochondrial fatty acid (-oxidation (FAQ) takes place at the
innet mitochondrial membrane for long-chain acyl-CoA and in
the mitochondrial matrix for medium- and short-chain species.
In a series of four reactions, an acyl-CoA species is sequentially
reduced across the o-3 bond to generate an enoyl-CoA,
hydrated across this double bond to generate a 3-hydroxyacyl-
CoA, reduced to generale a 3-ketoacyl-CoA and finally
thiolytically cleaved to generate acetyl-CoA and a two-carbon
shorter acyl-CoA which is recycled through the pathway. The
pathway comprises enzymes with different cham-length-
specificity (Strauss et al. 2009) and provides nearly 8094 of
demands to high energy tissues such as muscle and heart,
during stress (Shekhawat et al. 2005). Genetic defects of FAD
have been demonstrated to cause disease in humans at any age
with a wide varety of symptoms including hepatic encepha-
lopathy leading to liver failure, cardiomyopathy, skeletal
myopathy and sudden mfant death (Stanley et al. 2006).
Biochemically, FAO disorders are mostly characterised by
inappropriately hypoketotic hypoglycaemia due to failure of
hepatic ketogenesis. Most FAQ disorders can now be
diagnosed presymptomatically by newbom screening (Schulze
et al. 2003: Vilarinho et al. 2010).

Short-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (HADH,
HAD, SCHAD ; EC1.1.1.35) (http:/'www.ncbi nkm.nih.gov/
entrez/dispomim.cgi?id=601609) is a matrix enzyme, that
catalyses the conversion of medium- and short-chain [-3-
hydroxyacyl-CoA's to long-chain acyl-CoA is the penulti-
mate reaction in the p-oxidation of medium and short-chain
fatty acids (Strauss et al. 2009; Clayton et al. 2001).
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HADH (SCHAD) deficiency (OMIM #231530) (NBCI —
OMIM 2010) is an autosomal recessive metabolic disorder,
resulting from mutations in the ZZ4DH gene in chromosome
4q22-q26 (http://www.nebinlmonih. gov/entrez/dispomim.
cgi?id=231530; Vredendaal et al. 1998) which has so far
only been described in a few patients.

The gene is also referred in literature and databases as 14D,
HHFA, HADHI, SCHAD, HADHSC, M/SCHAD, MGC&8392
(hutpe/wrwwnebi nlmoanih. govigene term=gene®s20hadh).

The main clinical presentation of HADH deficiency differs
from other inherited defects of FAO, as the hypoketotic
hypoglycemia is usually associated with hyperinsulinism (HI)
(Clayton etal. 2001; Kapoor et al. 2009; Molven et al. 2004;
Faton et al. 2003; Vidnes and Oyasaeter 1977; Molven et al.
2002; Hussain et al. 2005). A single patient has been
described without hyperinsulinism but with high residual
activity (Bemnett et al. 2006). Clues to the diagnosis come
from the urinary organic acid profile, with elevated medium-
chain dicarboxylic, 3-hydroxydicarboxylic metabolites and
3-hydroxyglutarate, and from plasma acylcarnitine analysis
with increased hydroxybutyrylearnitine (C4-OH). Confirma-
tion is by demonstration of low activity of C4-hydroxyacyl-
CoA dehydrogenase in lymphocytes (Wanders et al. 1990),
fibroblasts or tissues and demonstration of mutations in the
HADH gene (Clayton et al. 2001; Molven et al. 2004).

Here, we present the clinical, biochemical and molecular
findings of four new Caucasian patients with this rare
autosomal recessive disorder, and an overview of all
previously reported cases.

Case reporis

The patients belong to two unrelated families referred as A
(Fig. 1) and B.

Family A The parents are a consanguineous Caucasian
Furopean couple (first cousins). Three of their eight
children died during the first year of life without diagnosis.
Two siblings (cases 1 and 2) were diagnosed with HADH
deficiency as well as one of their nephews (case 3).

Case I This male proband is the Eth child of these
consanguineous parents. The pregnancy was uneventful.
He was born at 38 weeks of gestation with a 3800g weight
and 50 cm length. No abnormalities were detected in the
neonatal period and in the first months of life according to
his parents mformation. At eight months of age, he started
to have daily myoclonic generalized seizures.

At 11 months, developmental delay, microcephaly and
severe hypotonia were also documented and he was
referred to the Neuropaediatrics Department of our hospital
in order to investigate the cause of the epilepsy. Results of

) Springer
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Case 3

Fig. 1 Pedigree of family A

all studies performed did not elucidate a diagnosis: his
karyotype was 46XY, a CT scan showed general cercbral
atrophy, EEG demonstrated spikes and polyspikes consis-
tent with myoclonic seizures and there was a normal EMG.
Laboratory testing identified a persistent nonketotic hypo-
glycemia with glucose values ranging between (1.3 and
3.3 mmol/L. (nommal: 3.7-5.8). The hypoglycacmia was
independent of nutritional status and not associated with
fasting. Hormonal studies showed an insulin concentration
of 8.27 mU/L with c-peptide 0.8 ng/mL at a time when the
glucose level was 1.8 mmol/L

T3, T4, TSH, cortisol and ACTH levels were within
normal limits, as well as a glucagon stimulation test. The
insulin level was 4.2 mU/L with the corresponding glucose
level of 3.3 mmol/L.

The child was treated with valproate for seizures and the
epileptic crises became less frequent.

At 7 years of age, he presented with severe psychoimotor
retardation, hypotonia and a pyramidal syndrome. He had
not developed any speech and he was unable 1o sit.

Metabolic investigations at this time ncluded normal free
and total plasma camnitine levels, and normal blood lactate,
and pyruvate. Mild hyperammonemia was observed with
ammonia levels between 88 — 112 pmol/L (normal: 30-80).
Acylcarnitine analysis was not performed, at this time.

Urinary fasting organic acid analysis during this presen-
tation showed a consistent slight modest excretion of 3-
hydroxyglutarate ranging from 12 to 45 pmol/mmol
creatinine (normal:less than 3), modestly increased 3-
hydroxybutyrate and traces of adipate.

Glutaryl-CoA dehydrogenase activity in cultivated fibro-
blasts was normal, excluding a low-excretory case of
glutaric aciduria type L
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Subsequent investigations were able to confirm hyperin-
sulinism (glucose 2 — 2.8 mmol/L, insulin 7.2 - 26.7 mU/L
and c-peptide 0.7-4 4 ng/ml.). He needed a glucose intake of
9 mg/kg/min to mantain normal blood glucose levels. He
detnonstrated a good response to diazoxide with nommaliza-
tion of blood glucose levels.

An MRI at this time showed severe general cerebral
atrophy and all EEGs revealed abnormal profiles with
generalized spikes and polyspikes and sharp waves some-
times with slow waves.

The first description of 3-hydroxyglutarate in a patient
with hyperinsulinism and HADH deficiency (Clayton et al.
2001 ), prompted us to test this child for this disorder at the
age of 16 years.

A marked reduction m HADH activity in cultured
fibroblasts was found (8 nmol/min‘mg protein; controls:
111 - 174) as well as a low ratio of HADH / short-chain-
thiolase (1.2; controls 14.2 — 25.1) (C. Vianey-Saban. H.
Debrouse, Lyon).

Genomic DNA was extracted from peripheral blood
leukocytes and used for PCR and sequencing of the HADH
gene. The patient was found to be homozygous for a novel
mutation ¢.587del C in exon 5, which prediets a truncated
protein lacking 117 amine acids. He was also homozygous
for a neutral exonic polymorphism in exon 2 (L&6P).

The patient is currently 22 years old and severely
mentally retarded. After diagnosis he was maintained on
treatment with diazoxide (7 mg/Kg/d) and carbamazepine
and valproate were discontinued.

Case 2 The proband’s sister, 6th child of the same couple,
presented with a clinical and biochemical picture similar to
the index case. She was born at term after an uneventful

pregnancy and a normal delivery. Birth weight was 3240 g.

She had a normal development in first months of life,
however by the age of 6 months she developed myoclonic
seizures, hypotonia, progressive microcephaly and was
developmentally delayed.

Biochemical data, at 9 years old, showed a persistent
nonketotic hypoglycemia ranging between 2.0 and
2.8 mmolL with elevated msulin 10.2 mU/L and c-
peptide 2.6 ng/mL, and a modest hyperammonemia 88 —
103 umol/L. Urine organic acid analysis showed
increased excretion of 3-hydroxyglutarate ranging from
22 to 45 pmol/mmol creatinine and medium-chain
dicarboxylic and hydroxydicarboxylic acids. At this age,
she required a glucose intake of 8 mg/kg/min in order to
maintain normal blood glucose levels and was also
responsive to diazoxide.

Molecular study confirmed that she was homozygous for
the ¢.387delC mutation.

This patient is currently 24 years old. She is microce-
phalic and mentally retarded.

Case 3 Male, is the first child of a healthy adolescent sister
of the index case. There is no information about the father
of case 3. The patient was evaluated for the first time, at
14 months of age. The clincal presentation was epilepsy,
developmental delay, mictocephaly, hypotonia and pyramidal
signs,

Laboratory studies showed a plasma glucose ranging from
22 - 24 mmol/L, CSF glucose 1.0 mmol/L (normal 2.2 —
3.9), insulin 4.5-12.3 mU/L, blood ammonia 52 pmol/L. No
ketone bodies were measurable. Urine organic acid analysis
demonstrated increased excretion of 3-hydroxyglutarate
ranging from 33 to 114 pmol/mmol creatinine Acylearnitines
analysis demonstrated increased levels of C4-OH ranging
from 0.53 - 0.61 pmol/L (normal:< 0.30).

Molecular studies revealed homozygosity for the same
¢.587delC deletion that was identified in the proband.

Presently he is 15 years old and treated with diazoxide
8 mg/Keg/d, hypoglycaemia has not been documented and
the seizures stopped without antiepileptic medication.

Family B This is a single child family.

Case 4 Male, is the first child of non consanguineous
Caucasian parents. The pregnancy was uneventful and the
patient was bom at 41 weeks, with a birth weight of 2730 g,
Transient asymptomatic hypoglycemia was detected in the
neonatal period that recovered with glucose.

At seven months of age he presented with normal
growth and development but three episodes of general-
ized seizures had been observed. He was subsequently
observed to have an episode of hypoglycemia which was
hypoketotic and which corrected with inmravenous glu-
cose at 8 mgkg/min.

Biochemical data showed a persistent hypoglycemia
glucose ranging between 2.1 and 2.8 mmolL, with
elevated insulin 66.4 mU/L, and c-peptide 6.94 ng/mL
and modest hyperammonemia 99 wmol/L. Urine organic
acid analysis showed increased excretion of 3-
hydroxyglutarate (55 pumol/mmol creatinine) and diear-
boxylic aciduria. Plasma acylcarnitines showed in-
creased level of C4-OH, 0.68 pmol/L but a normal
C2, 18 pmol/L. (normal: 7.8 - 21,8). The Guthrie
newbom screening card of this patient was reprocessed
and an increase C4-OH was also found retrospectively
afier storage for seven months at 4° C.

Diagnosis was confirmed by molecular and enzymatic
studies. The patient was found to be homozygous for a
splice-site mutation in intron 2 ¢.261+1 G>A of the HADH
gene, and with no detectable activity of SCHAD in
cultivated fibroblasts,

Upon diagnosis, the patienmt was started on diazoxide
treatment 9 mg/kg/d, which normalized blood glucose and,
subsequently no more seizures have been observed.
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Brain MRI was performed and was normal and the
patient is currently 3 years old, and is developing normally.

Discussion

HADH deficiency represents a recently described disorder
of mitochondrial FAQ. We reviewed the literature and
compared the clinical presentations and most relevant
analytical data from all these cases in order to have a clear
view of clinical phenotypes associated with this still poorly
understood and possibly underdiagnosed metabolic disease
(Tables | and 2).

The reported cases can be divided into two groups: (1)
older publications {most of the cases had fatal outcome),
and HADH deficiency diagnosis was based on enzymatic
evaluation in tissues samples but not at the molecular level
(Tem et al. 1991; Bennett et al. 1996; Bennett et al. 1999),
(ii) more recent diagnoses, in which a genetic approach was
taken, and the diagnosis of HADH deficiency was
confirmed at the molecular level (Clayton et al. 2001;
Bennett et al. 2006; Kapoor et al. 2009; Molven et al. 2004;
Hussain et al. 2005; Di Candia et al. 2009), As no
mutations in the HADH gene have been identified in
patients from the first group (Clayton et al. 2001), some
doubts remained about whether these cases represent a
primary or secondary HADH deficiency. Due to this doubt,
they will be excluded from the present review. The
confirmation of HADH deficiency based at the DNA level,
has the advantage of generating a more homogeneous
population.

An overview of Table 1 shows that the clinical
presentation of HADH deficiency is quite homogencous.
Patients first appear to become symptomatic in early life
(1.5 h - 3 years) most of them during the first year (12/13).
Most of the patients present primarily with hypoglycemia
(12/13) and seizures/convulsions, which are probably
directly related to the hypoglycemia (10/13).

Effectively the main clinical presentation of this disease
is HI; a phenotype first reported by Clayton et al. 2001.
(Table 1). In this paper we describe four new cases of
HADH deficieney (P10, P11, P12 and P13) from two
families, whose phenotypes were also characterized by HI.
Further to increased insulin levels, our patients also had
increased levels of c-peptide compatible with the diagnosis
of hyperinsulinism.

In family A there were three infant deaths within first
year of life without a diagnosis. Despite the obvious
consanguinity of this family and the risk of additional fatal
autosomal recessive disorders, these children may also have
been affected with HADH deficiency and had a more
severe early presentation, as happens with other FAQO
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disorders. No samples were available from these children
to perform post-morem investigations.

The mechanism by which a defect in HADH deficiency
leads to deregulated insulin secretion is velated to a
regulatory role of HADH upon pancreatic (3-cell glutamate
dehydrogenase (GDH). HADH directly interacts with and
downregulates GDH activity thus reducing ATP production.
In the absence of HADH protein, this regulatory function is
removed and GDH aetivity is upregulated in a fashion
similar to that seen in the hyperinsulinism with hyper-
ammonemia syndrome seen in patients with gain of
function mutations in GDH. This appears to represent a
non-enzymatic function for HADH, frequently termed a
moonlighting function (Li et al. 2010).

The hypoketotic hypoglycemia associated to hyperinsu-
linism seems so far to be the most frequent or better
recognized phenotype (11/13). Our patients and other
previously reported are being treated with diazoxide, which
inhibits msulin secretion by keeping the potassium ATP
channel open, preventing insulin release and subsequent
hypoglycemic crises. A recently case described P8 (Kapoor
et al. 2009) is not totally responsive to diazoxide but was
demonstrated to be sensitive to protem, which is consistent
with a direct interaction of HADH with GDH and the
reported protein sensitivity of HADH deficiency but differs
fiom other FAO defect which are all representative of
fasting intolerance or mereased energy demands.

Only two cases showed distinet elinical phenotypes: P1
with fulminant hepatic failure and P6 with a Reye-like
presentation.

Reye-like syndrome (as seen in many other FAO
deficiencies) was reported in 2006 in one patient (Bennett
et al. 2006).

Fulminant hepatic failure and features more consistent with
classical FAQ defects can still be a phenotype of HADH
deficiency particularly if a normal sized protein is expressed
with documented impaired activity but with appropriate
interactions with GDH limiting insulin secretion.

In our series, all three patients from family A
presented with microcephaly, a feature not observed in
any other patient with HADH deficiency. This is
probably related with the persistent hypoglycemia during
first years of life and later diagnosis and treatment. These
patients were diagnosed after the first description of
HADH deficiency by Clayton group (Clayton et al
2001). At that time they were 16, 18 and 9 years old
respectively and provides us with long-term knowledge of
the natural history of this condition. A similar outcome is
referred in the report by Molven team in P3 (Molven et al.
2004) in patients that were previously misdiagnosed
(Vidnes and Oyasaeter 1977).

Our patients showed consistently elevated excretion of
3-hydroxyglutarate in urine with normal exeretion of
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glutaric acid. Glutaric aciduria type I (low excretory form)
was ruled out by enzymatic glutaryl-CoA dehydrogenase
determination on cultured fibroblasts. In the literature, all
cases published reported organic acids results and six had
an increased excretion of 3-hydroxyglutarate with normal
levels of glutarate. In our study this was the metabolite that
pointed to the diagnosis. However, it remains without
explanation why some cases (3/13) did not report increased
urinary excretion of this metabolite.

C4-OH acylcamnitine is also a key compound for the
diagnosis of this FAO disorder. It was present in (8/13) of
patients. Special care should be taken in account when
performing differential diagnosis of fasting ketosis, as that
also causes increased levels of this compound. Neverthe-
less, in ketosis there ave increased levels of acetylcamitine
that are not observed in HADH deficiency.

Early diagnosis of FAO disorders is important in order to
decrease morbidity and mortality, and achieve a good
clinical outcome (Di Candia et al. 2009; Filling et al
2008). A comparative analysis of the clinical history of
patients from family A and the single case of family B,
prove this is also true for HADH deficiency. We show that
in patient 4 of our series (13 in Table 1), the diagnosis of
HADH deficiency was made rapidly when he became
symptomatic and an appropriate treatment was promptly
administrated preventing brain damage due to severe
recurrent hypoglycemia, a similar situation is reported in
more recent cases described in literature (Molven et al
2004; Di Candia et al. 2009). Further, the retrospective
analysis of newbom blood sample from the Guthrie card
from this patient allowed us to demonstrate that an
increased level of C4-OH acyleamitine was present in
blood early in life and that it should be possible to make a
presymptomatic diagnosis of this disorder when including
this condition in newborn sereening programs.

Despite the clinical homogeneity there is a great
heterogeneity in the mutations identified so far. They
include missense mutations p.A40T, p.P258L, p.DSTG,
1. Y226H, a nonsense mutation (p.R236X), splicing muta-
tions (¢.261+1G=A, ¢.710-2A>G) and some small deletions
(c.587delC) (Table 2). Most of the patients are homozygous
for a specific mutation (10/13) suggesting consanguinity;
even in families in which consanguinity was not clearly
identified (Table 1).

In conclusion: HADH is a FAO disorder, which presents
early in life mainly with hypoglycemic seizures and HI.
Most of the cases are responsive to meatment with
diazoxide, which should be administrated as soon as
possible in order to correct the hypoglycemia and avoid
irreversible mental deterioration. Effort should be made to
increase the awareness of clinicians, especially neonatolo-
gists and pediatricians on recognizing the clinical pattern of
hyperinsulinism a frequent and treatable cause of hypogly-

cemia in newborns and assure an early diagnosis and
effective weatment,
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ABSTRACT

Multiple acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MADD) is caused by defects in the electron
transfer flavoprotein (ETF) or in its electron acceptor, electron transfer flavoprotein-ubiquinone
oxidoreductase (ETF-QO). The clinical features are highly variable, in respect to the age of
onset and disease severity. In spite of the available data, the relationship between molecular
lesions, biochemical phenotype and clinical presentation remains poorly understood. In order to
contribute for a better understanding of this triad, we report and correlate clinical, biochemical
and molecular data of eight patients with MADD. Five were clinically detected and three have
been identified through a newbom screening program. In the symptomatic patients, three
presented a severe necnatal onset and died in the first week of life. In the asymptomatic
patients detected through neonatal screening, two presented normal growth and development
and one deceased at the age of two years old.

Molecular analysis revealed three novel mutations within the ETFDH gene (p.R155G, c.34+5
C=G and p.X618QextX14). Protein structural analysis of mutations in ETFDH gene is
suggestive of a correlation between the relative severity of individual mutations, protein
structural stability and the clinical phenotype. Our results point out the utility of molecular and

structural analysis of disease mutations in the understanding of clinical evolution.
Key-words: Multiple acyl-CoA dehydrogenase deficiency, MADD; glutaric aciduria type Il, GAIl;

electron transfer flavoprotein, ETF; electron transfer flavoprotein-ubiguinone oxidoreductase,
ETF:QQ; riboflavin

Abbreviations

ETF electron transfer flavoprotein

ETF.QO electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase
GAl glutaric aciduria type Il

MADD multiple acyl-CoA dehydrogenase deficiency

ua Ubiguinone

INTRODUCTION

Multiple acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MADD; OMIM #231680), also designated glutaric
aciduria type Il (GA Il) is an autosomal recessive disarder of amino acid, fatty acid and choline
metabolism, caused by defects in the electron transfer flavoprotein (ETF) or its electron
acceptor, electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase (ETF:QQ)(1). First identified
in the mid 1970s, MADD has been described with three main clinical phenotypes: type | -

neonatal onset with congenital anomalies; type Il - neonatal onset without anomalies; type I -

Page 2 of 14
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mild or later onset. In the severe forms (type | and Il), patients usually present hypotonia,
hypoglycemia, metabolic acidosis andfor hyperammonemia, sometimes with congenital
abnormalities (type 1) such as dysplastic kidneys and/or congenital heart disease. Patients with
milder forms of the disease, often show intermittent symptoms, such as vomiting, lethargy and
hypoglycaemia, that become evident during periods of illness and catabolic stress; these
episodes can however be lethal (2).

MADD is caused either by mutations in the genes encading ETF (ETFA and ETFB) or in the
ETF:QO encoding gene (ETFDH), mapped to 15p23-25, 19g13.1 and 4q32 respectively(3).
There is evidence that the clinical phenotype, depends to some extent, on the location and
nature of mutations, with null mutations (severely affecting mRNA expression, processing
and/or stability} being associated with lethal forms of the disease and missense mutations
(maintaining some residual ETF/ETF.QO enzyme activity) being associated with milder clinical
phenotypes (3-5). As in many other metabolic disorders, clear genotype-phenotype
relationships remain elusive being this especially true for milder forms of the disease, in which
mutant proteins are usually only partially functional. In such cases, cellular and environmental
factors like temperature and cofactors can modulate disease expression (8, 7). Although the
molecular mechanisms underlying MADD remain unclear, riboflavin supplementation has been
known to strikingly improve the clinical symptoms and metabolic profiles in a group of MADD
patients, particularly those with late-onset form. In fact, the role of this vitamin in mitochondrial
metabolism, and in particular in fatty acid oxidation flavoenzymes is increasingly prominent as
recently reviewed (8).

The two mitochondrial proteins affected in MADD, ETF and ETF:QO, are flavoproteins that
operate as a hub linking beta-oxidation to the respiratory chain. ETF is a heterodimer composed
of 30 kD (ETFTT) and 28 kD (ETFT) subunits, containing one structural AMP, and one catalytic
FAD group. ETF:QQ, also frequently referred to as ETF dehydrogenase, is a 64 kDa
membrane-bound monomer, containing distinct structural domains that harbor one FAD and
one [4Fe-45] cluster, which mediate the transfer of electrons from reduced ETF to ubiquinone
(UQ). The latter component links the beta-oxidation pathway to the respiratory chain,
channelling the reducing power resulting from the oxidation of fatty acids to the respiratory
complex 11{8). This disorder can now be detected by expanded newborn screening using
tandem mass spectrometry (MS/MS), providing the opporttunity for early diagnosis and
treatment in asymptomatic infants.

Here we report the genotypic, biochemical and clinical features of a set of MADD patients, and
correlate the protein structural consequences resulting from the genetic defects with clinical
manifestations. A comparison between the outcome of patients detected by newborn screening
and those clinically detected is also carried out. With this combination of approaches, we seek
to contribute to a better molecular understanding of MADD and to the design of better clinical

management protocols.

Patients and methods
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Patients: Retrospective data of the clinical symptoms, age of presentation, hiochemical
records, evolution and treatment of eight patients with MADD diagnosed in Portugal are referred
in Table A. In all cases, this inborn error of metabolism was initially suspected on the basis of a
characteristic profile of urinary organic acids, with the presence of short, medium and long fatty
acids namely: ethylmalonic, adipic, glutaric and isovaleric acids (10) obtained by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) and/or acylcarniting profiling in blood spots by
tandem mass spectrometry (MS/MS). Enzymatic studies were performed in patients confirming
the MADD diagnosis (G.Vianey-Liaund, Lyon, France). To define the disease phenotype, clinical
data from medical records were collected allowing the classification of all patients into one of
the three disease types, according to previously defined criteria. Treatment in these patients
consists of a diet low in protein and fat, in addition to supplementation with carnitine (50-
100mg/kg/day) and riboflavin (100mg/day) (10, 11). In all cases, riboflavin responsiveness has
also been investigated.

Genotyping: Molecular analysis of the genes encoding a and B subunits of ETF (ETFA and
ETFB) and the gene encoding for ETF:QQ (ETFDH) was performed after valid consent obtained
from patients and families. Genomic DNA was extracted from peripheral leucocytes using
standard procedures and the genes described above were amplified by PCR using a
commercial mixture with DNA polymerase - ImmoMix Red (Bioling), primers at 50 pmol/mL,
approximately 80 ng of DNA and bidistilled water. Primers were designed to overlap the coding
sequences and their flanking regions. PCR products were purified by ExoSap (usb®) enzyme
and sequenced using Big Dye Terminator Cycler Sequencing Ready reaction Kit protocol
(Applied Biosystems). The sequencing reactions were performed in an ABI 3130XL Genetic
Analyser and the gene variations identified were analyzed using bicinformatics tools such as
public databases as well as web-based software programs (i.e., PolyPhen, SIFT).

Structural Analysis. The crystallographic structure of porcine ETF:QO (PDB code: 2gmh) was
used to produce a structural model of the human protein by homology modeling (Swiss-Madel)
as the crystal structure of the human protein is not available. The two proteins share a very high
amino acid sequence identity {90%) thus making the porcine enzyme an excellent structural
template. All amino acid numbering refers to human ETF:QQ. Analysis of the molecular
interactions, cofactor contacts and topological features and generation of models for the
variants was carried out using the WhatlF web server and the PDBsum database(12). Structural
models have been inspected using PyMOL (DelLano Scientific).

Resuits

Clinical and biochemical features of MADD patients: A total of eight patients were
investigated: four were diagnosed during acute episodes (P1, P2, P3, P5), three detected
through newborn screening (P8, P7, P8), and one through a familial study (P4), (Table A).
Among the five clinically detected patients, three (P1, P2, P3) presented a severe neonatal

onset of the disease; two patients (P1, P2) were classified as type | forms with congenital
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anomalies, hypotonia, hypoketotic hypoglycaemia and metabolic acidosis, both having fatal
outcomes in the first week of life; one patient (P3) was a type Il form (without congenital
anomalies), who was identified in the course of a post-mortem examination of a sudden infant
death syndrome at the second day of life (41 hours). In this case, a severe steatosis was
identified in liver cells cytoplasm, as well as in heart, kidney and skeletal muscle cells (Dil Red
staining for fat). Three years later, a termination of pregnancy was done (at 20" week of
gestation) after a prenatal diagnosis for MADD on a female foetus (without anomalies, and
small droplets of lipids — oil red positives — in some liver cells).

The two remaining patients (P4, P5) presented late onset of the disease {type Il form) with
recurrent vomiting {multiple episodes of admission to the hospital), fatigability and metabolic
acidosis. From this group of patients only one responded positively to riboflavin therapy (P4).
The treatment was started after diagnosis, leading to clinical stabilization.

The three patients (P8, P7, P8) detected through newborn screening were referred to metabolic
units and at admission they were apparently in good health, presented a normal cardiac
evaluation {echocardiogram and electrocardiogram), and all started treatment in the first days of
life. None of these patients is riboflavin responsive. One of them, (P8) was hospitalized at 2
years old for vomiting and diarrhoea but no hypoglycaemia or metabolic acidosis were reported.
Evolution was favourable and after 2 days of hospitalization the patient was sent home;
however, 48 hours after discharge she became comatose and died. The remaining two patients,
are currently (May 2011) eight months (P7) and five years old (P8), and have a normal growth,
development and neurclogical examination.

Patients P8 and P4 are from the same family (son and father respectively). The parental
diaghosis (P4) was possible through the familial investigation of the index case (P8), detected
by newborn screening. Case P4 was diagnosed at 32 years old after multiple episodes of
hospitalization and many consultations including psychiatry; the patient presents muscle
disease with fatigability and slight elevation of CK 300 Ul (N: = 260} that normalized after
riboflavin treatment. This is the only case in our series that is riboflavin responsive. Subject P8
is presently asymptomatic, but presents a persistent elevation of CK that gets worse during
infectious diseases (CK levels between 320 and 1200 UI), that is not restored by riboflavin
supplementation. For this case, CoQ10 therapy at 200 mg/day (10 mg/kg/day) was attempted
during 3 months, with no noticeable improvement in CK levels.

All cases here reported presented an abnormal pattern of urinary organic acids. In P5 this
pattern had intermittent abnormalities and showed several times high levels of 2-hydroxyglutaric
acid in urine (202 — 220 pmol/mmeal creatinine; N: 2.8-7.0) and plasma (54 pumol/L; N: 0.28-
0.93) that led us to consider a diagnosis of D-2-hydroxyglutaric aciduria (13,14). However,
subsequent blood acylcarnitine profiling during a decompensation episocde has shown an
increase of acylcarnitines of all chain lengths, leading to a suspicion of MADD diagnosis. The
acylearnitine profile of the neonatal case (P3) that suddenly died at day two presented very high
amounts of metabolites, in comparison with the moderate/mild forms (Table B). This finding is

indicative of a a severe biochemical blockage and supports the observed ocutcome.
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Molecular analysis: Mutational analysis revealed five different mutations in ETFDH gene, three
of which have never been reported: (i) two missense mutations p.R155G and p.P534L (i) one
extension of the ETF:QQ polypeptide p.X618QextX14 and (iii) two splice mutations ¢.34+5G=C
and c.40543A>T. In patient P5 we have identified the p.R191C mutation in the ETFB gene,
which has been already described in the literature {4). The novel mutations, p.X818QextX14,
€.3445G>C and p.R155G are presented in homozygosity in necnatal forms in patients P1, P2
and P3 (Table A). The milder consanguineous cases P8 and P4, share the p.P534L mutation
that was found in homozygosity (P4) as well as in heterozygous state, together with the
p.R155G mutation (P8). The p.P534L mutation, the most frequent mutation identified in our
cases, was also in compound heterozygosity with the c.405+3A>T, ¢.34+5G>C and p.R534L.
The novel mutations identified in the present work account for a total of 50.1% of all mutated
alleles (p.R155G - 18.8%; ¢.34+5G>C - 18.8%; p.X618QextX14 - 12.5%).

Structural analysis of ETF:Q0 mutations: The novel point mutation p.R155G as well as the
most frequent mutation found (p.534L) were mapped in the ETF structure and analyzed in order
to rationalize their effect on the fold, stability and function of the protein. The p.R155G
modification, which has been found in two patients in this study, occurs at a relatively conserved
position throughout different homologues and it maps at the ubiguinone binding and membrane
interacting domains (Figure 1). This mutation is found nearby the entrance to the ubiguinone
binding site, and the positively charged Arg-155 is likely to be involved in the interaction with the
negatively charged membrane phospholipid heads. Therefore, changing this residue by a small
polar Gly is likely to affect membrane interaction. Also, Arg-155 forms a salt bridge with Asp-
292, which is nearby His-293, a residue within the ubiquinone pocket. Presumably, removal of
the Arg-155 is also likely to affect this network of interactions that might yield a defective
interaction with quinone. The predicted deleterious effects of this particular mutation on ETF:QO
structure are corroborated by the severe clinical phenotype (neonatal early death) observed in
the homozygous patient here described.

The point mutation here described is p.P534L, identified in 4/8 patients, and is located in a loop
within the iron-sulfur (FeS) domain, at the interface with the FAD domain (Figure 1). This
modification is expected to cause some destabilization, as prolines are responsible for sharp
turns in loops; therefore, replacement of this residue will necessarily affect the local
conformation. In this particular case, it will affect a network involving flanking residues,
especially Asp-532 which is salt-bridged with Lys-223 at a nearby turn from the FAD domain.
Although this mutation has a clear structural effect, it is not expected to fully compromise
ETF:QQ folding and activity. In agreement, in the three compound heterozygote patients here
reported, this mutation was not lethal at the neonatal stage, indicating that in those cases the
ETFDH-p.P534L is at least partly functional. However, under metabolic decompensation the

mutation may become lethal as observed in the heterozygous compound patient also with the
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¢.34+5G=>C splicing mutation (P6), or eventually in the context of the functionally more severe
point mutation ETFDH-p.R155G (P8).

One of the other genetic anomalies reported in this study corresponding to a severe form with
neonatal death is the one resulting in an extension of the ETF:QQ polypeptide. The
p.X618QextX14 mutation overrides the stop codon and the protein is expressed with additional
13 residues at its C-terminus (QTAASQFLSSMAS). Inspection of the structure shows that the
C-terminal segment is buried within the protein structure, interfacing domains and additional
residues very likely disrupt protein assembly. In fact that seems to be the case, as
homozygosity for this mutation (P1) resulted in neonatal death. Finally, the ETF-p.R191C
mutation found in P5 corresponds to a mutation in the ETFB gene, and has been recently
analyzed in vitro: this mutation was found to have a mildly destabilizing effect and to affect the

interaction with the acyl-CoA dehydrogenases (15).

Discussion

As shown in this study, MADD has a wide range of clinical, biochemical and molecular features.
In fact, MADD is one of the most severe inborn errors of metabolism and is associated with
significant morbidity and mortality, particularly in neonatal-onset cases (16). Gne of the patients
here reported (P4) illustrates the fact that even the so-called less severe forms of the disease
can in fact be lethal, especially during childhcod. There are cther reports of unexpected sudden
death in infants suffering from MADD despite early diagnosis and treatment (17), and it has
been hypothesized that some intrinsic abnormality of myocardial function due to altered energy
production andf/or metabolism affecting the heart may play a role in this fatal outcome.

Besides this, it is clear that newborn screening for MADD, which results in early detection and
timely intervention, is critical for reducing the risk of morbidity and mortality associated with this
disorder. In mild forms, the ongoing goal is to identify the optimal and most efficient treatment to
minimize adverse outcomes. In the severe neonatal forms, an early and accurate diagnosis
allows family studies, genetic counselling and ultimately prenatal diagnosis, as carried out in
cases P2 and P3 here reported.

Expanded newborn screening allowed the detection of three patients, but alongside with these
true positives, another newbormn was identified as having a suspected biochemical profile of
MADD. Complete sequencing of ETFA, ETFB and ETFDH revealed the presence of only cne
pathological mutation, p.P83P{sX8/N (c.278 278insC/N), in the exon 1 of ETFB gene, which
together with an absolutely normal biochemical and clinical four year follow-up, points to a
transient abnormality in adverse situations due to a heterozygous condition. Although never
reported in MADD, this observation is not new in FAQ disorders having been already reported
associated to VLCADD (18, 19). In this study symptomatic and pre-symptomatic cases were not
comparable because the different degrees of severity in patient groups (symptomatic ones were
neonatal severe forms and mild forms; the detected cases through newborn screening were

less severe forms).
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The genetic study of the eight MADD patients here reported revealed three novel mutations in
the ETFDH gene, and the predominance of p.P534L, which is identified in 31% of the mutated
alleles. Although the molecular mechanism of MADD is still unclear, riboflavin supplementation
has been known to strikingly improve the clinical symptoms and metabolic profiles in a group of
MADD patients, particularly those with late-onset forms, such as patient P4, Recent reports
suggest that all riboflavin-responsive MADD are associated with ETFDH mutations. Additional
supplementation with CoQ10 may be useful in myophatic forms, but only in ETFDH mutations
associated with CoQ10 deficiency. From the two cases reported in this study that have muscle
symptoms, one is responsive to riboflavin treatment (P4) and the other (P8) is neither
responsive to riboflavin nor to CoQ10 treatments.

Analysis of protein structural data is a very useful strategy to rationalize how genetic variations
might impact on protein structure, stability and biological activity. In this group, protein structural
analysis of mutations in the ETFDH gene allowed to establish some possible correlations
between the genetic defect, the impact on protein structure and stability, and the clinical
phenotype. In spite of the many open questions about the impact of expanded newborn
screening on the outcome of patients with MADD, our work clearly points that a molecular and
structural analysis of disease mutations in patients can be very helpful in understanding clinical

evolution and in the establishment therapies and follow-up protocols for patients.
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Legends

Table A - Clinical, biochemical and molecular characterization of patients in this work

Table B - Comparison of the acylcarnitine values from three patients detected through newborn
screening (P8, P7, P8) a severe neonatal patient (P3) and a suspected case were only one
mutation was identified (heterozygous). In all of these cases the blood spots were collected until
8" day of life.

Figure 1 - Structural representation of ETF:QO outlining the positions of the missense mutations
{Arg155 and Pro534, dotted circles), cofactors (FAD, Flavin adenine dinucleotide; FeS, [4Fe-4S]
iron sulfur cluster; UQ, ubiquinone) and presumed membrane interaction region (grey box). The
protein termini are also highlighted (N, N-terminus; C, C-terminus). Cylinders represent alpha-
helices and arrows denote beta-strands. The cartoon represent the homology model of human
ETF:QQ.
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1

2

3

4 Patient Consang Sex Clinical Symptoms Biochemical Course Muolecular diagnosis
5 winity abnormalities

5 type at onset

7

8 1 Ko Male I al dysmorphim Hypoglycemia Died in day pXE18QexX14/
9

10 Hypotonia Metabolic acidosis 5 of life p.XE1BQextX14
11

12 Hegatomegaly Hyperammoniemia ETFDH gene

13

14 Convulsions

19

16 2 No Male I Hepatomegaly Hypoglycemia Died in day €.34+5G>C/c.34+5G>C
17

18 Palyeystic kidneys Raised transaminases 4of life ETFDH gene

19

20 Hypotonia Metabolic acidosis

21

22

23 3 No Male n Suden infant dead Hypoglycemia Died in day p.R155G/ p.R155G
24

35 2oflife? ETFDH gene

26

27

28 4 ey Male 1l 3 years of age Raised CK 33 years old p.P33dLfp.P534L
29

30 Recurrent vomiting Asymptomatic ETFCH gene

31 Exercise

32 intolerance

33

34

35 5 Mo Fem 1] 2 years of age Raised transaminases 19 years old p.R191C/p.R191C
36

a7 Recurrent vomiting Metabalic acidesis Learning ETFE gene

38 disabilities

] Ketonuria

40

M 6 No Fem Asymptomatic Died at 2 years p.P534L/ £.34+5G>C
42 {detected by

43 newborn of life ETFDH gene

44 screeningl

45

46

47 7 No Male Detected by Hygoglycemia & menths old c.d05+3A=T

48 newborn screening

49 Normal growth Sfo.P534L

50 Sepsis? and development

51 ETFCH gene

52

53 8 Yes Mile 1] Asymptom: Raised CK 5years oid p.R1G5G/p.P534L
54

olat {detected by Normal growth

56 newborn and development

57 screening) ETFDH gene

58

59

60
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Table B - Comparison of the acylcarnitine values from three patients detected through newborn
screening (P&, P7, PB) a severe necnatal patient (P3) and a suspected case were only one
mutation was identified (heterozygous). In all of these cases the blood spots were collected until
6" day of life.

Marker | Reference values P8 P7 P8 P3 Suspect
(umeliL) case not
confirmed
Free carnitine >8.13 5069 | 3456 | 3652 3482 33.25
Butyrylcarnitine e ® <085 061 | 055 | 079 320 053
Isovalerylcarnitine R <100 122 | 033 | 083 205 021
Hexanoylcarnitine <013 0.52 0.57 0.85 0.43 0.37
Octanoylcarnitine <0.26 0.98 1.70 122 1.19 1.29
Decanoylcarnitine =0.39 2.30 3.20 1.88 1.39 1.84
Glutarylcarnitine <020 020 | 037 | 007 2,65 043
Dodecanoylcarnitine =0.45 1.79 | 250 202 23 0.46
Te.ﬁadébenoyl'ca;n:r'tine <0.40 136 | 165 | 151 174 0.41
Tetyradecanoilcarnitine <052 1.63 1.92 1.8 4.44 0.35
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Pro534

membrane

Figure 1 - Structural representation of ETF:QO outlining the positions of the missense mutations
(Arg155 and Pro534, dotted circles), cofactors (FAD, Flavin adenine dinucleotide; FeS, [4Fe-45]
iron suffur cluster; UQ, ubiquinone) and presumed membrane interaction region (grey box). The
protein termini are also highlighted (N, N-terminus; C, C-terminus). Cylinders represent alpha-
helices and arrows denote beta-strands. The cartoon represent the homology model of human
ETF:QO.
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4.2- Importancia do rastreio alargado nas familias

Artigo 7 - Outcome of three cases of untreated maternal glutaric aciduria type . Eur J
Pediatr 2008; 167:569-73

Apoés o alargamento do rastreio a novas patologias, comecaram a ser diagnosticados
alguns casos de maes afectadas de DHM, na sequéncia da investigacao das alteragbes
bioquimicas (secundarias) encontradas no sangue do RN. Algumas das maes,
apresentavam sintomas como fadiga cronica associada a diminuicdo da carnitina e
noutras foi detectado atraso cognitivo ligeiro sem diagndéstico etiolégico definido como é o
caso das maes com glutarica tipo | referidas neste artigo. O seguimeno dos RN ndo
revelou sequelas aparentes devidas a diminuicdo da carnitina plasmatica materna
durante o desenvolvimento fetal ou a exposicdo pré-natal ao acido glutarico e 3-

hidroxiglutarico.

Artigo 8 - Methionine adenosyltransferase I/I11 deficiency in Portugal: high frequency of a
dominantly inherited form in a small area of Douro high lands (submetido).

A grande maioria das DHM tem uma transmissdo autossOmica recessiva pelo que
heterozigdticos sdo assintomaticos.

No défice em metionina adenosiltranferase, a forma de transmissdo encontrada nos
nossos casos, € fundamentalmente autossémica dominante. Embora seja uma situagéo
em termos clinicos aparentemente benigna, verificamos um aumento da homocisteina
total na maioria dos adultos portadores do alelo mutado (pais, tios, avés) diagnosticados
através do estudo familiar que embora ligeira, se traduz num risco acrescido para
acidentes tromboticos. Por este motivo, os casos encontrados foram referenciados ao
meédico de familia e fizeram avaliagado de outros factores de risco associados a acidente

vascular cerebral e enfarte do miocardio.
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Abstract We report, for the first time, the outcome of three
children born to two women with untreated glutaric
aciduria type [ (GA I). I[solated hypocamnitinemia in
neonatal screening in one baby allowed the identification
of the disease in his mother, who was undiagnosed so far
and had had a previous daughter. The other baby was bom
to an already diagnosed mother who was not treated;
newborn screening in the child reflected the metabolic state
of the mother. Biochemical abnormalities retumed to
normal within one week. At the age of 4 months, neuro-
imaging showed Sylvian enlargement in both infants and
bilateral temporal arachnoid cysts in one. Physical and
neurological developments were normal for the three
patients at ages 2 and 5 years. We conclude that long-term

Paula Garcia and Esmeralda Marting contributed equally to this work,

B Garcia + 1. Diogo + M. Almeida - C. Vaz
Hospital Pedidtrico de Coimbra,

Av. Bissaya Barreto,

3000 Coimbra, Portugal

E. Martins - C. Barbot

Haspital de Criangas Maria Pia,
R. Boeavista,

§27 4050 Parto, Portugal

H. Rocha - A, Marcio « L, Vilarinho ((~)

Instituto de Genética Médica Jacinto de Magalhfies,
Laboratdric Nacional de Rastreios,

Praga Pedro Nunes, 88,

4099-028 Porto, Portugal

e-mail: laura vilarinho@igm min-sande pt

E. Gaspar - |. Soares

Centro Hospitalar de Vila Real,
5000 Lordelo, Vila Real, Portugal

114

follow up will determine the true impact of GA I in such
children.

Keywords Glutaric aciduria - GLUT [ - Maternal glutaric
aciduria - Low fiee camiting - Pregnancy and glutaric -
Expanded neonatal screening

Abbreviations
GA T  Glutaric aciduria type I
Co Free caritine

GCDH  Glutaryl-CoA dehydiogenase

Introduction

Glutarie aciduria type I (GA [ MIM 231670) is an
autosomal recessive metabolic disorder with an estimated
prevalence of 1/100,000 neonates [13], and it is character-
ized by a progressive movement disorder that usually starts
in the first year of life [6]. GA 1 is caused by mutations in
the GCDH gene, encoding glutaryl-CoA dehydrogenase
(GCDH, EC. 1.3.99.7). The typical clinical presentation of
GA [ 1s that of an early-onset acute encephalopathy during
an intercwrrent illness, followed by dystonic-dyskinetic
movements [9]. A small group of GA I patients remain
asymptomatic, even in adult life [1, 9]. Neuroimaging
hallmarks of GA I include fionto-temporal brain atrophy
with macrocephaly and bilateral striatal necrosis. The
biochemical diagnosis of GA [ is established by high levels
of glutaric acid (GA) and 3-hydroxyglutaric acid (3-
OHGA) in urine, serum, and cerebrospinal fluid. It is now
widely agreed that GA [ should be included in programs of
extended newborn screening [13, 21], since there are no
specific alerting manifestations before the onset of enceph-
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alopathy, and early diagnosis and therapy may reduce the
risk of acute dystonia [9].

Several inbom errcors of metabolism are reportedly
harmful during pregnancy, for the affected mother, her
fatus, or beth. Phenylketonuria (PKU) represents the typical
example of a maternal metabolic disorder that affects the
developing fetus [B], but there are descriptions of successful
pregnancies in mothers with other metabolic disorders,
including organic acidurias [20]. Here, we present, for the
first time, the outcomne in three babies born to untreated GA
I women. In one case, the disease in the mother was
detected because her child underwent expanded necnatal
metabolic screenimg.

Materials and methods

GA I has part of the Pertuguese Neonatal Screening Program
since 2005 [22]. Bloed spots are collected between the 3rd
and 6th day of life, and amine acids and acylcarnitines are
analyzed as butyl esters by tandem mass spectrometry (MS/
MS) using an API 2000 triple quadrupele tandem mass
spectrometer (Applied Biosystems, Sciex). Glutarylearni-
tine level and the glutaryleamitine/acylcarnitine ratio are
determined to improve the diagnestic sensitivity and
specificity of GA I, as previcusly reported [12].

Moelecular analyses of the GCDH gene in peripheral
bloed DNA from the patients and their children were
performed as described [4].

We searched the literature for infants with maternal GA I
in PubMed and Highwire using the following key words:
maternal and glutaric; pregnancy, and glutaric, but neo
reports of maternal GA T were found.

Results

In the past two years, a total of 150,000 neonates
underwent an expanded necnatal screening. Very low free
carnitine values were detected in less than five cases, two of
which are herein discussed.

Case 1 Case 1 was born after an uneventful pregnancy and
delivery at term. At birth, his body weight was 3,515 g,
length 52.5 cm, and head circumference 36 cm. At the age
of 5 days, neonatal screening detected low free carnitine
levels (3.6 umol/L; reference range 8 to 63), which was
confirmed (4.6 pmol/L) in a recall test at the age of 7 days.
Carnitine supplementation was started and the child was fed
with maternal milk for the first 2 months. At the age of
4 months, his brain magnetic resonance imaging (MRI)
showed slightly enlarged Sylvian fissure, bilaterally
(Fig. 1). At the age of 1 year, his growth was on the 75th

41 Springer

centile and his global development quotient was 97, when
assessed by the Griffiths Development Scale (GDS) [7].

A few days after the metabolic findings in case 1, GA I
was diagnosed in his 24-year-cld-mother because of
elevated GA (2,051 pmolmmol creatinine, normal <5)
and increased 3-hydroxy glutaric acid (3-OHGA) in urine,
with hypecarnitinemia (1.7 pmol/L, reference range 30
50). Gene testing showed two heterezygous mutations (p.
Argd02Trp and p.Gly390Val) in the GCDH gene.

She had been followed at our hospital between the ages
of 15 months and 10 years for hypotonia, macrocephaly,
and learning disabilities. Family history was unremarkable.
The patient graduated in regular scheol with special
teaching support. Her present physical examination is
unremarkable, but she has a moderate mental deficit (IQ
75) when assessed by the Wechsler Adult Intelligence Scale
(WAIS) [23]. Brain MRI shows typical features of GA L

Case 2 The mother of cage 1 had a previcusly uneventful
pregnancy and delivery. The newborn was screened only
for PKU and congenital hypothyroidism. She is now 5
years old and develops normally (global IQ 103), shows
unremarkable plasma carnitine level (48 pmol/L), urinary

organic acids, acylcarnitine profile, and brain MRI (Fig. Z).

Case 3 Case 3 is a boy born after an uneventful pregnancy
and delivery to a 21-year-old mother with GA I. This
woman presented at the age of 8 years with macrocephaly,
mild developmental delay (IQ 75 when assessed by the
Wechsler Intelligence Scale for Children WISC), and
epilepsy, which was controlled with carbamazepine and
vigabatrin. Her brain MRI showed widenad Sylvian
figsures, fronto-temporal atrophy with secondary ventricu-
lomegaly, and delayed myelination. Her urinary GA and 3-
OHGA levels were elevated (9,410 pwmol/mmel creatinine
and 880 pmol/mmol creatinine, respectively), and her total

Fig. 1 Brain magnetic resonance imaging (MRI) of case 1 at 4 months
of age. T2-weighted images show moderate slight frontal and insular
atrophy
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Fig. 2 Brain MRI of case 2 at age 3.5 years. Normal image for age

plasma carmitine level was low (2 pmolL; normal: =35).
When measured, the GCDH activity in fibroblasts was
nearly absent (<1% of the lowest reference value). The
patient harbors a homozygous p.Argd02Trp mutation in the
GCDH gene.

At the age of 20 years, she became pregnant, but her diet
was not supplemented with carnitine, against her physi-
cian’s advice. During her pregnancy, vigabatrin was
stopped and carbamazepine was continued in low doses
(600 mg/day) with extra folic acid intake. No crises were
registered during this time.

At birth, the child was nermal (bedy weight 3,160 g,
length 49 ¢m, and head circwnference 34.5 cm). Neonatal
screening for GA I was performed at day 1 of life. An
increase of glutarylearnitine (¢.22 umol/L; reference range
<0.14) and ghtarylearnitine/palmitoylearnitine (0.32 pmel/
L; reference range <0.09), with extremely low free carnitine
(3.4 umol/L; reference range >12) was found. L-carnitine
supplementation was started immediately, with rapid correc-
tien of the metabolic profile, as documented by the second
bloed spot at the age of 6 days; therefore, a restricted protein
diet was begun and carnitine supplement was stopped. Atthe
age of 24 months, case 3 showed normal growth (50th
centile), as well as normal psychometor development. At the
age of 4 months, a brain computed tomography (CT) scan
showed enlarged fronto-temperal fissures and bilateral
temporal arachnoid cysts (Fig. 3a). These changes had
disappeared In subsequent scans at 23 months of age
(Fig. 3¢) and in a brain MRI, although a slight hyperintense
signal was present in peritrigonal areas (Fig. 3b).

Discussion
GCDH deficiency is a neurclogical organic aciduria charac-

terized by early-onset macrocephaly and motor consequences
of acute encephalopathy, which usually occur during inter-
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mittent illnesses and cause irreversible bilateral striatal
damage. Inter- and intra-familial variability in clinical
presentation is possible and raises important questions in
terms of incidence and prevalence, pathogenesis, and
patients’ management.

GA T is a treatable condition and metabolic crisis can
usually be prevented with adequate support. Since the
beginning of expanded necnatal screening, an increasing
number of affected neonates have been treated presympto-
matically, and this might influence the natural history of

Fig. 3 Brain computed tomography (CT) scans and MRI of case 3. a
Brain CT scan at the age of 4 months showing large fronte-temporal
cerebrospinal fluid (C8F) spaces (a) and the enlargement of Sylvian
fissures (b). b Brain MRI at 14 months of age showed that the inital
abnormalities presented at 4 months of age had disappeared; only a
slight hyperintense signal i peritrigonal areas was present. ¢ Brain CT
scan at 23 months old showed that the alterations presented at 4
months of age had disappeared
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this disease [9]. Neonatal sereening has also brought to
light infants with secondary hypocarnitinemia because of
low maternal carnitine levels, similar to case 1 in this work.
Thus, low camitine levels should prompt the analysis of a
second blood spot, since this might relate to the metabolic
condition of an affected mother during pregnancy. A similar
observation has been reported in women with 3-methyl-
crotonyl-CoA-carhoxylase deficiency, whose children
showed elevated 3-hydroxy-isovaleryleamitine at newhom
screening [5]. A number of asymptomatic women with
carnitine transporter defect detected from low camitine
levels in their infants have recently been reported [19]. It is
likely that additional cases will emerge because of the
wider use of the extended neonatal screening.

Although untreated and, more importantly, not supple-
mented with camitine, both women had no metabolic
decompensation during gestation or in the post-partum
period. Surprisingly, the high levels of GA and 3-OHGA
|9] apparently did not significantly affect their sons, who
were submitted to an abnormal environment during the
whole pregnancy. However, we cannot exclude that minor
consequences will reveal during school years or even later.
On the other hand, it is possible that the brain alterations
observed at neuroimaging in these children reflect some
delayed maturation, but they appear different from changes
usually observed in GA I newborns. In particular, macro-
cephaly and dilatation of the quadrigeminal cistern were not
present [10]. In addition, the matemal uses of low doses of
carbamazepine do not seem to account for the CT scan
alterations. This drug is currently used in pregnant epileptic
women and there are no reported cases of this kind of
neurpimaging alterations in the sons [3].

The structural similarity of GA and 3-OHGA to glutamic
acid, an excitatory neurotransmitter and the precursor of y-
aminobutyric acid, are often invoked to explain the
selective vulnerability of the frontal and temporal cortex
during gestation [10, 18], Alternatively, fronto-temporal
degeneration and chronic subdural effusion in GA I might
be the effect of 3-OHGA on endoethelial structures during
brain development with subsequem vascular dysfunction
[14]. Fetal maturation could also be influenced by the low
levels of maternal carnitine [2, 15, 16], although it seems
that the fetus is capable of independent camitine synthesis
in utero [17]. Only long-term follow up will permit us to
determine the frue impact of GA I during pregnancy.

In conclusion, an increased number of women carrying
inborm errors of metabolism are now reaching the reproductive
age, but, because of the ranty of individual disorders,
knowledge of the risks for mothers and their babies is still
limited [11]. Whilst we report the outcome of two pregnan-
cies in GA I, we call anention to the additional advantage of
the expanding neonatal screening in the identification of
mothers whose diagnosis have remained undetected so far
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Summary: Methionine adenosyltransferase deficiency (MAT VI deficiency), is an
inborn error of metabolism resulting in isolated hypermethioninemia, and usually inherited
as an autosomal recessive trait, although a dominant form has been reported in several
Families.

During the last six years, approximately 520,000 newborns were screened in the
Portuguese Newborn Screening Laboratory by MS/MS. and twenty-one cases of persistent
hypermethioninemia were found. One case confirmed to be a classical homoeystinuria and
twenty cases were confirmed by MATIA gene analysis to have an isolated elevation of
methionine due to MAT UIII deficiency, which indicates an incidence for this condition of
1/26,000. Twelve of the MAT UIII deficient newborns, belonging to eleven families, were
identified in the northern region of Portugal and sent to the same treatment center, where
they are under follow-up. Clinical. biochemical and genetic characteristics of individuals
from these eleven families are presented. Plasmatic methionine and homocysteine levels
were found to be moderately increased in all newborns and molecular analysis revealed
that they all were heterozygous for R264H mutation. Normal growth, development and
neurological examination were observed in all cases and cerebral MRIL performed in six
cases, revealed myelination abnormalitics in one case. Control plasmatic methionine levels
for all twelve cases were always below 300uM. and they are all in a normal diet for their

Ao
age.

Synopsis: High frequency of isolated hypermethioninemia detected in Portuguese newborn
screening due to a dominantly inherited MA'T U111 deficiency form associated with R264H

mutation.
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Abbreviations:

MAT — methionine adenosvliransferase
MRI — magnetic resonance imaging
MS/MS — tandem mass spectrometry
AdoMet — S-adenosylmethionine

CNS — central nervous system

Introduction

Over the last decade, high-throughput methods for multicomponent analyses,
especially tandem mass spectrometry (MS/MS) have transformed newborn population
screening. The overall frequency of disorders detected by MS/MS in Portugal is about one
out of every 2,396 (Vilarinho et al 2010).

Methiomine adenosyliransferase deficiency (MAT VIII deficiency, OMIM 250850) is
an inbom error of metabolism resulting in isolated hypermethioninemia and one of the 25
diseases integrated in the panel of the Portuguese National Newborn Screening Program.
This enzvme (MAT, EC 2.5.1.6) catalyses the biosvnthesis of S-adenosvimethionine from
methionine and ATP, and both forms of hepatic MAT (MAT I and III) are encoded by
MATIA gene (Mudd et al 2001). In the majority of the cases, MAT IIII deficiency is
inherited as an autosomal recessive trait, although a dominant form has been reported in
several families, associated with the R264H mutation (Chamberlin et al 1997; Chou 2000).

Pathogenesis in this disease is not clearly elucidated and it might result from different
factors:  extraordinarily high plasma methionine levels can directly contribute to
neurological abnormalities (Mudd 2011), the lack of synthesis of S-adenosylmethionine
(AdoMet) dependent methylated products can cause demyelination (Chamberlin et al
1996), and hyperhomocysteinaemia might be m the origin of an elevated risk of vascular
and thrombotic diseases (Stabler et al 2002).
Clinical manifestations in individuals with isolated persistent hypermethioninemia due to

deficient MAT VIII activity are variable. depending on the extend of the methionine
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elevation which, on the other hand, seems to be related with the specific MATL4 gene
mutation (Mudd 2011). In cases associated with R264H mutation, approximately 30% of
residual enzyme activity can be found (Chamberlin et al 1997) and according with this.
clinical outcome is usually favourable (Pérez-Mato et al 2001). Nevertheless, caution is
recommended regarding the establishment of genotype/ phenotype correlations to predict
the development of CNS problems (Mudd 2011). The optimal management of MAT TIII
deficiency also remains to be defined, and the clinical and biochemical follow-up of more
patients and during more years is required to achieve definitive conclusions. Before the
introduction. in 2004, of the MS/MS technology in the Portuguese Newborn Screening
Laboratory, no cases of MAT UV1II deficiency were reported in our population. Since then,
20 newborns and several related individuals were identified, revealing the under-diagnosis
of this condition in Portugal.

The authors describe the clinical. biochemical and genetic characteristics of eleven
families with MAT I/III deficiency identified by newbom screening, and which are under
follow-up in the Oporto Hospital Center. The aims of this work were: (1) to determine the
frequency of hypermethioninemia due to MAT UIII deficiency in the Portuguese
population, (i1) to characterize the genotype of affected individuals and trv to establish
genotype/ phenotype correlations to predict the clinical outcome, and (ii1) to study the

families in order to identify other individuals at risk.

Patients and Methods

During the last six vears, approximately 520,000 newborns, originating from whole
country. were screened in the Portuguese Newborn Screening Laboratory by MS/MS.

Blood samples were collected between the 3rd and 6th days of live on Whatman 903
filter paper and the analysis of amino acids and acylearitines, as butyl esters (Rashed et al
1995), was performed using two API 2000 triple quadrupole tandem mass spectrometers.
Methionine quantification, allows the detection of remethylation disorders, namely
cystathionine P-synthase deliciency., as well as hypermethioninemia due to MAT IIII
deficiency. The positive screening criterion used for both this conditions was a methionine
value above 50uM. The cases of transitory hypermethioninemia were ruled out by asking a
second sample for conlirmation, and only newborns with persistent high methionine levels

were sent to a treatment center for further evaluation: plasmatic and urinary amino acids
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chromatography, plasmatic homocysteine, urinary organic-acid analysis as well as hepatic
function evaluation were performed.

In the cases with an isolated persistent high methionine level. MAT UIII deficiency was
confirmed by MAT14 gene analysis. Genomic DNA was extracted from dried blood spots
in the BioRobot®EZ1, using the EZ1 DNA Tissue Kit from Qiagen. MATIA gene exons |
to IX and the corresponding intronic flanking areas were PCR amplified. directly
sequenced using the BigDye Terminator Cycle Sequencing Version 3.1 from Applied

Biosystems and analyzed on an ABI3130XL DNA Anallyzer.

Results
Since 2004, twenty-one cases of persistent hypermethioninemia were confirmed in 520,000
newborns screened in Portugal. One case presented cystathionine beta-synthase deficiency
and twenty cases (14 females and 6 males) were confirmed to have an isolated elevation of
methionine due to MA'T VIII deficiency, which indicates an incidence for this condition of
1/26,000 newboms. Twelve of these individuals, belonging to eleven families, were
identified in the northern region of Portugal and sent to the same treatment center (Table
1). These patients presented a methionine level at screening ranging from 52 to 124 pM
(85uM average level; normal<50uM). At confirmation (sampling day between 15 days and
1 month). methionine levels raised in most patients and ranged from 79 to 247 uM (151uM
average level: normal= 30uM). Plasmatic homocysteine was found to be moderately
increased in all patients but one (range: 13-21uM: normal=9uM). Patient 12 was found to
have an exceptionally high homocysteine level (64uM: normal<9uM), and a possible
diagnosis of classic homocystinuria was suspected. While waiting for confirmation, a low
protein diet was immediately started and after 48h, homocysteine levels came down to
17uM. After the exclusion of this diagnosis, a normal protein diet was resumed and total
homocysteine levels never went again above 20uM.

Molecular analvsis from the twelve cases revealed that they all were heterozygous for
the R264H mutation (Table 1, Figure 1), and present no other mutation in the AAT74
gene. The parents of the index cases were studied and as expected. one of them m each
family was found to be heterozygous for the R264H mutation. Parents” plasma methionine
levels were also measured. and except for the mother of patient 3. which presented normal
methionine, and the mother of patient 12, for whom it was not possible to measure the
methionine level, all other parents with R264IT mutation presented moderately elevated

methionine levels. Except for families of patients 1 and 4, the parents” methionine levels
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are lower than the ones from their children. For some of the parents, the plasma
homocysteine levels were also analysed and found to be moderately increased (data not
shown). In several families. methionine was quantified by MS/MS. not only in parents but
also in other relatives and the ones presenting high methionine levels all confirmed to be
R264H carriers (Table 2).

These twelve cases (ages between 1 and 6 years old) are under biochemical and clinical
follow-up in Oporto Hospital Center and until now all present normal growth, development
and neurological examination. Cerebral MRI was performed in the six index cases with
more than two years old and only in case 6 myelination alterations were observed.

Families from cases 1 and 6 had positive histories for severe vascular disease episodes.
Index cases from both families had grand-fathers that died, respectively, at 40 and 44 vears
old, due to thrombotic events, and without any risk factors identified. The father of patient
10 also had a myocardium infarction at a young age. but in this family a history of mild

hypercholesterolemia also exists.

Discussion

Screening programs must be adapted to the ethnic and genetic background. customs,
social characteristics, medical environment and economic status of a country. Based in our
previously experience in the diagnosis of metabolic disorders in Portugal. our program
integrates some discases which are prevalent in our population, namely arginase
deficiency, 3-hydroxy-3-methylglutarylCoA lyase deficiency and classic homoeystinuria.
Ten cases of this later disease had been previously diagnosed in our center, and because of
that, methionine measurement was integrated in our MS/MS screening approach.
Unexpectedly, during these six years of MS/MS screening only one case of classic
homocystinuria was found and the first cause of hypermethioninemia in Portuguese
newborns revealed to be MAT V111 deficiency (20 out of 21 cases), although no cases were
previously known in our country.
Most reports on this condition are recent since they are subsequent to the introduction of
the MS/MS technology in newbom-screening programs. Its true incidence worldwide is
not known, but it is for sure under diagnosed (Ivo Barié 2009). The frequency found in our
population (1:26.000) 1s similar to the one reported in Galicia (Couce et al 2008). which
may indicate a similar frequency in whole Iberian Peninsula.
The molecular study of AMATIA gene allowed the confirmation of all suspected MAT UIIT

deficient cases. Twelve of these cases originate from a small area of Douro high lands in
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the northern region of Portugal (Figure 2), and all of them revealed to be heterozygotes for
R264H mutation. At least 37 mutations have so far been reported in MA7'14 gene (Mudd
2011), R264H exceptionally behaves as a dominant mutation and causes relatively mild
hypermethioninemia. even in heterozygotes. This behavior is explained by the fact that the
R264I1 mutated subunit can form inactive dimmers with the normal subunit (Chamberlin et
al 2000; Pérez-Mato et al 2001). R2641H heterozyvgosity seems to be relatively frequent
among the patients identified by screening for methionine (Chien et al 2005; Couce et al
2008) and it’s usually considered to be clinically benign (Pérez-Mato et al 2001). The
complete lack of MAT IIII activity can represent a risk for development of brain
demyelination, but low levels of activity seem to be sufficient to maintain clinical well-
being (Chamberlin et al 1996). R264H heterozygotes’ parents and grandparents were found
to be healthy, which is in accordance with the residual enzyme activity reported to be
associated with this mutation (Chamberlin et al 1997) and which is reflected in the
moderately high methionine levels previously reported for these individuals (Couce et al
2008) and confirmed in this study. Nevertheless, several MAT IIII deficient patients were
reported which presented CNS problems, and although most of them had high plasma
methionine levels, certainly indicating severe MA'T V1T deliciencies, genotype/ phenotype
correlations to predict the development of CNS involvement are still not identified (Mudd
2011). We thus decided to perform cerebral MRI to our children, besides the regular
clinical and biochemical monitoring. Myelination alterations were reported even in
children with normal neurological examination and do not seem to be related with
methionine levels and so, in spite of normal growth, development and neurological
examination, cerebral MRI was performed in all children over two years old. Before this
age. and due to a high degree of immaturity in myelination, observed alterations are
difficult to evaluate (ref).

The finding of a 3 year-old-girl presenting myelination alterations (Patient 6) confirms
that careful must be taken when assuming that none of the R26411 heterozygote individuals
will develop clinical signs. One possibility is that the observed alterations result not from
the elevated methionine but from AdoMet depletion, and to confirm this possibility we
intent to perform AdoMet quantification. In spite of the few experiences reported, and
depending on the individual AdoMet levels observed. AdoMet supplementation will be
evaluated for all the patients presenting mild hyperhomocysteinaemia and especially for

the case presenting brain MRI alterations.
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Abnommal elevations of plasma total homocysteine are reporied in the more severely
affected MAT V1T deficient patients, which present the most markedly elevated levels of
plasma methionine. and seem to contribute to increased long term risk for strokes (Stabler
et al 2002: Linnebank et al 2005). Despite the moderately increased levels of methionine.
all our cases have increased levels of total homocysteine, and we found two positive family
histories for severe vascular discase episodes without other risk factors (families 1 and 6).
This fact may indicate that also in cases presenting with moderately increased plasma
methionine and total homocysteine levels, as are usually the cases associated with R264H
mutation, the risk for vascular diseases may exist and an individual approach to each
family could be recommended (Barié 2009). All the families are informed regarding the
possible risks associated with R264H heterozygosity. The MATIA gene study is offered to
all the possible heterozygotes, which are then advised to do careful regular clinical
monitoring,.

Since exceptionally high methionine levels were never observed in our patients, and a
low methionine diet can aggravate AdoMet deficiency and contribute for neurological
abnormalities (Chien et al 2003), for the pediatric cases only regular clinical monitoring

and periodical control of methionine and homocysteine levels are being undertook.

Conclusion

The neonatal sereening community followed by the health care policy makers have to
balance the pros and cons of integrate some diseases in newbomn screening panels.
However, everything that can improve quality of life of our children and contribute to the
clarification of the families should be considered.

The unexpected findings of such a high frequency for MAT IIIT deficiency and of an
hot spot for R264H mutation in a small region from the north of the country brought us
new insights into this condition in Portugal. A similar high frequency for MAT IIII
deficiency due to R2641I was only reported in Galicia. which is not surprising due to the
close historical origins of populations from Galicia and from the north of Portugal. The

long-term benefit of the screening of this condition will be evaluated thoroughly.

References

*  Barié 1 (2009) Inherited disorders in the conversion of methionine to

homocysteine. J inherit Metab Dis 32: 459-471.



Resultados

*  Chamberlin ME, Ubagai T, Mudd SII, Wilson WG, Leonard JV Chou JY
(1996) Demyelination of the brain is associated with methionine
adenosyltransferase VIII deficiency. J Clin fnvest 98: 1021-1027.

= Chamberlin ME, Ubagai T, Mudd SH, Levy HL,Chou JY (1997) Dominant
inheritance of isolated hypermethioninemia is associated with a mutation in the
human methionine adenosyltransterase 1A gene. Am.J Hum Genet 60: 540-6.

*  Chamberlin ME, Ubagai T, Mudd SH. Thomas J, Pao VY. Nguyen TK.
Levy HL, Greene C, Freehauf C, Chou IY (2000) Methionine Adenosyltransferase
I Deficiency: Novel Mutations and Clinical Variations. Am J Hum Genet 66:
347-355.

* Chien Y, Chiang 8. Huwang A, Hwu L (2005) Spectrum of
hypermethioninemia in neonatal screening. Farly Flum Dev 81: 529-333.

= Chou JY (2000) Molecular genetics of hepatic methionine
adenosyltransferase deficiency. Pharmacol Ther 85: 1-9.

*  Couce ML. Boveda MD, Castificiras DE, Corrales IJ, Mora MI. Fraga JM.
Mudd SIH (2008) Hypermethioninaemia due to methionine adenosyltransferase I/I11
(MAT UIIT) deficiency: Diagnosis in an expanded neonatal sereening programme. .J
Inherit Metab Dis Short Report #110.

= Linnebank M, Lagler F. Muntau AC, Réschinger W, Olgemoller B, Fowler
B. Koch HG (2005) Methionine adenosyltransterase (MAT) UIII deficiency with
concorrent hvperhomocysteinemia: two novel cases. J Inherit Metab Dis 28: 1167-
1168.

*  Mudd SH, Levy HL. Tangerman A. Boujet C, Buist N, Davidson-Mundt A,
Hudgins 1., Ovanagi K, Nagao M., Wilson WG (1995) Isolated persistent
hypermethioninemia. Am.J Hum Genet 57: 882-892.

*+ Mudd SH, Levy HIL, Kraus JP (2001) Disorders of transsulfuration. In
Seriver CR. Beaudet AL, Slv WS, Valle D. Childs B, Kinzler KW, Vogelstein B,
eds. The metabolic and molecular bases of inherited disease, Sth edition. New
York: McGraw-Hill. 2007-2056.

*  Mudd SH (2011) Hypermethioninemias of genetic and non-genetic origin;
A review. Am J Med Genet C Semin Med Gener 157(1): 3-32.

Pérez Mato I, Sanchez del Pino MM, Chamberlin ME, Mudd SH, Mato M.

Corrales T'T (2001) Biochemical basis for the dominant inheritance of

127



Resultados

128

hypermethioninemia associated with the R264H mutation of the MATIA gene. A
monomeric methionine adenosyltransferase with tripolyphosphatase activity. J Biol
Chem 276: 13803-9.

*  Rashed MS, Ozand PT, Bucknall MP, Little D (1995) Diagnosis of inborn
errors of metabolism from blood spots by acvlcarnitines and amino acids profiling
using automated electrospray landem mass spectrometry. Pediatr Res 38: 324-31.

+  Stabler SP. Steegborn C, Wahl MC, Oliveriusova J, Kraus JP, Allen RH.
Wagner C, Mudd SH (2002) Elevated plasma total homocysteine in severe
methionine adenosyltransferase UIII deficiency. Metabolism 51: 981-988.

= Vilarinho I, Rocha H, Sousa C, Fonseca I. Bogas M, Vaz Osorio R (2010)
Four years of expanded newborn screening in Portugal. J [nherit Metab Dis DOIL

10.1007/510545-010-9048-z.

Table 1 — Characterization of MAT I/III deficient patients followed in Oporto

Hospital Center

Table 2- Characterization of MAT I/III deficient patients’ relatives
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Douro high lands



Resultados

Table 1
Paticnt Sex  Current  Screening Methionine at Methionine at Homocy steine MATIA
age sampling screening confirmation (Normalk= 9,0 uM}  study
(¥/m) day (Normal= 50 uM) (Normal= 50 pM)
| F 6y 6 85 80 13 R264H/MN
2 M dy 4 i 121 1o R264HMN
3 M 4y 4 52 168 16 R264HMN
4 F 4y 4 103 85 13 R264H/N
5 M 3y 3 58 247 18 R264HMN
F 3y 4 80 195 14 R264HN
T F 29m 4 83 245 20 R264H/N
8 M 23m 5] 73 145 14 R264H/N
9 F 23m 5 124 155 15 R264HN
10 F 23m 5 91 79 11 R264HN
11 F 22m 5 1) 74 182 21 R264H/N
12 F 19m 4 79 111 o4 R264H/N
Table 2
Patient  Affected Relatives  yfethionine  MATIA study
(Normal<50 uM)
1 Mother 114 R264HMN
2
3 Mother 3 R264HMN
4 Father 119 R264HMN
5 Mother 146 R264H/N
Mother 111 R264HM
Maternal aunt 65 R264H/N
Maternal uncle 112 RIG4HN
6 Maternal grandmother 92 R264HMN
Mother 57 R264HM
Father 68 R264HMN
8 Brother 102 R264HN
9 Mother 79 R264HN
10 Father 65 R264HMN
11 ) Father ) 187 ) R264HN
12 Mother ND R264H/N
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p.R264H/N Normal
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Figure 1 — Partial sequence of Mat1A gene exon 7. A-Sequence of a
heterozygous individual for R264H mutation (G = A transition at cDNA
nucleotide 791). B — Normal sequence.
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Figure 2- Hot spot for MAT I/Ill deficiency due to R264H mutation in a small area of Douro high lands
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4.3 - Interesse do estudo epidemioldgico nas novas doencas rastreadas

Artigo 9 - Incidence of maple syrup urine disease in Portugal. Mol Genet Metab 2010
Aug;100(4):385-7.

Além de nos permitir conhecer o nosso patrimoénio genético os estudos moleculares sao
fundamentais para permitir um diagnéstico exacto, predizer o progndéstico em muitos dos

casos e adequar melhor o tratamento a cada individuo.

Foi efectuado um levantamento a nivel nacional de todos os doentes com leucinose e
calculada a incidéncia desta patologia na nossa populagdo, a qual é superior a referida
noutros paises europeus e esta relacionada com a frequéncia da mutacao c.117delC nos
individuos de etnia cigana. A incidéncia desta doenca “aumentou” apés o inicio do seu
rastreio provavelmente pelo facto de muitos casos da forma de apresentagdo classica
terem falecido no PNN sem diagndéstico etioldgico (antes do inicio do rastreio neonatal

alargado) como nos apercebemos na colheita da historia familiar.

Artigo 10 - Molecular and structural analyses of maple syrup urine disease and
identification of a founder mutation in a Portuguese Gypsy community. Mol Genet Metab
2008 Jun;94(2):148-56.

Foi efectuado o estudo molecular e a analise estrutural das mutagdes missence
encontradas. A possibilidade de obter informagao clinica relevante sobre a gravidade
fenotipica de uma doenca genética humana a partir do genétipo de um paciente é o
motor que impulsiona a elaboracao de analises de expressao de mutagdes identificadas
nos genes. O conhecimento de como a mutagao interfere na acgdo da enzima alterada
permite procurar terapéuticas génicas e farmacolégicas, no sentido de minimizar o efeito

da mutacdo na actividade enzimatica.

Artigo 11 - Spectrum of MMACHC mutations in Italian and Portuguese patients with
combined methylmalonic aciduria and homocystinuria, cblC type. Mol Genet Metab 2008
Apr;93(4):475-80.
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A aciduria metilmaldnica por defeito do metabolismo intracelular, forma cbl C, é frequente
Nno nosso pais e € uma das patologias incluidas no actual painel de rastreio portugués.
Foi efectuado um estudo conjunto de doentes com esta patologia diagnosticados em
Portugal e em Italia. Embora ndo seja possivel uma correlagdo gendétipo/fendtipo para
todas as mutagbes encontradas, a mais frequentemente descrita ¢.271dupA (55% dos
casos), esta associada as formas de apresentacao mais precoce e com pior prognoéstico.
Este resultado é importante no aconselhamento genético a familia e no diagnéstico pré-
natal, mas também na facilidade e economia que uma mutagado mais frequente permite

na confirmagao do diagndstico da doenca.
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Introduction

Maple syrup urine disease {MSUD; OMIM 248600) is a disorder
of the metabolism of branched-chain amino acids (BCAAs - leu-
cine, isoleucine and wvaline), inherited in an autosomal recessive
manner. In this disorder, the branched-chain «-ketoacid dehydro-
genase complex (BCKD - EC 1.2.4.4), the enzymatic macromolecule
involved in the first irreversible step of the catabolic pathway of
BCAAs, is impaired leading to a progressive accumulation of both
BCAAs and the respective branched-chain o-ketoacids. As all those
components { but especially leucine and its o-ketoacid, a-ketoisoc-
aproate) have a toxic effect predominantly in the central nervous
system, severe clinical consequences arise that can ultimately lead
to death in untreated patients. The presentation of MSUD is very
diverse comprising five different clinical phenotypes: the majority
of the patients (75%) have the most severe classic form, with neo-
natal presentation and extremely low enzymatic activity {0-2%);
the remaining types, referred as mild variant forms, manifest later
in life and are characterized by a higher activity of BCKD complex
[1].

* Corresponding auther at: IPATIMUP - Institute of Pathology and Molecular
Immunology of the University of Porto, Rua Dr. Roberto Frias sin, 42004465 Porto,
Portugal. Fax: +351 22 5570793,

E-mail address: mguental@ipatimup.pt (5. Quental).

1096-7192/% - see front marcer © 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
duis10,1016fjymgme.2010.04 007

institute of Pathology and Molecular immunology of the University of Porto, Portugal

Maple syrup urine disease is an autosomal recessive disorder of branched -chain amine acids metabelism
with a worldwide frequency of 1{185,000 live newboms. In Portugal, the incidence of the disease has not
been assessed. Based on the review of the cases diagnosed by tandem mass spectrometry an incidence of
1/86,800 live newborns was estimated in Portugal, indicating that the disease is more frequent in this
country than reported in most populations.

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

The outcome of MSUD patients can be improved by early diag-
nosis and therapeutic intervention, given that pre-symptomatic
management usually prevents permanent brain damage [2,3]. Ow-
ing to that, since October 2004 MSUD was integrated in the Portu-
guese newborn screening program based on tandem mass
spectrometry (MS/MS) [4].

MSUD has an estimated worldwide incidence of 1/185,000 live
newhorns based on data from routine neonatal screening of 26.8
million newborns, although in some ethnic groups, especially those
where consanguineous marriages are common, higher values have
been reported [1].

In Portugal, no data concerning the incidence of MSUD have
ever been reported, despite a generalized suspicion among clini-
cians that it could be more frequent than in other populations.
The aims of the present study were {a) to estimate the incidence
of MSUD in Portugal (b) to establish a preliminary comparative
analysis of clinical presentation and diagnesis before and after
the intreduction of MSUD in the newborn screening program.

Materials and methods
Fatients' diagnosis

The present study includes data from 36 MSUD Portuguese pa-
tients (32 with the classic form (Table 1) and 4 with mild variant
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Table 1

Clinical ard biochemical parameters of classic MSUD patients identified either sy

5 Quental et al. { Molecwlar Genetics and Metabolism 100 (2010) 385-387

ically or by the

SCTEETINg program,

Patient Year of Age at diagnosis Plasma leucine Current  Clinical presentation Clinical outceme
birth  confirmation (days of  (pmal(L) at age
life) diagnosis [years)
Classic MSUD symptomatic cases
F1 001 24 288 - Dala net available Death
P2 2000  Data not available ] Data not available Mormal neurodevelopment
{diagnosis established
in France)
P3 1994 3289 Poor feeding, seizures, coma Died at 7 years of age
PS 1994 Data not available 15 Data not available Normal reurodevelopment
(diagnosis established
in France)
F7 lgad B 3167 15 Poor leeding, lethargy Learning difficulties
i wez 14 2766 5] Poor feeding, coma Data not available
e 008 9 1889 5 Lethargy Normal neurodevelopment
P11 Data not available Data not available Normal neurodevelopment
(diagnosis established
in France)
P12 1984 13 3283 15 Seizures, coma MNormal neurodevelopment
P15 1988 17 16845 20 Hypotonia, poor feeding, selzures, coma,  Normal neurodevelopment
hypoglycemia, hepatomegaly
Pl 2005 30 28784 4 Hypotenia, poor feeding, seizures, Mederate neurodevelopment delay
drowsiness, hypoglycemia
P17 2005 30 3000 4 Hyp ia, seizures, d i Mod devel delay
Pri1g 199 11 2248 165 Eefusal to feed, coma, apnoeias, MNormal neurodevelepment
hypoinnia
P19 lggz 11 18035 155 Hypotonia, peor feeding, seizures, coma,  Spastic diplegia
hypoglycemia
P21 004 13 IM4B.E 4.5 Hypotonia, poor leeding, seizures, coma,  Severe neurcdevelopment delay
hypogzlycemia
Paz W04 6 3542 o Hypotenia, seizures Shight neuredevelopment delay
ra3 1977 14 325 Hypotonia, coma Slight nevrodevelopment delay
P24 1993 10 1689 15.5 Refusal to feed, hypolonia, coma Mormal neurodevelopment
P25 W00 18 4anzd.d 8.5 Hypotonia, seizures, coma Normal reurodevelopment
P26 2002 15 14024 7 Hypotonia, poor feeding, seizures, coma  Slight neurodevelopment delay
P27 2000 18 3562 g Refusal of feeding, hypotonia, Several episodes of decompensation,
kypothermia, apnotias developmental delay, spastic tetraparesia
P2s 1984 12 2234 15 Hypotonia, poor feeding, seizures, coma  Mederate neurodevelopment delay
P30 1984 26 19345 5 Poor leeding, coma Severe nevredevelopment delay
P3z lgge 13 4500 Data not available Died
P33 1998 12 1512 - Kefusal to feed, apnoeias, seizures Died at 10 days
P34 1990 13 2053 = Refusal of feeding, coma, apnoeias Died at 10 months
Pas 19492 24 34950 - Refusal of feeding, hypotonia, Died at 26 days
hypothermia, apnocias
Classic MSUD patients identified by MS/MS
PO 2005 20 2502 4.5 Refusal of feeding, severe respiratory Araxia
infection
P13 2005 12 3014 4 Feeding difficulties, grunting. central Normal neurodevelepment
hypotonia, peripheral hypertonia, fits
Fla 2005 7 2178 35 Feeding difficulties; hypotonia, lechargy  Data not available
P31 2007 8 1488 25 Feeding difficulties Normal neurodevelopment
P36 2008 B 1900 Asymptomatic

Patients’ number is in accordance to that previously reported (6]

Reference values: plasma leucine <1 year (47-10% pmel/L) and =1 year (B8-158 pmolfL)

forms). In symptomatic cases, diagnosis was based on elevated lev-
els of plasma BCAAs {valine, leucine and iscleucine) along with 1-
alloisoleucine and abnormal urine organic acids. The same criteria
were used to confirm diagnosis in suspected newborns detected by
MS/MS.

The classification of the clinical phenotype into classic and var-
iant MSUD forms was established by patients’ clinicians based on
clinical presentation and biochemical data.

For the majority of the patients {30) diagnosis was confirmed
through molecular identification of the causal mutations; these re-
sults have been presented elsewhere [5,6].

Incidence determination

Firstly, MSUD incidence was determined considering the num-
ber of diagnosed MSUD cases and the total number of live new-

134

borns in the time period between the birth of the oldest and
youngest patients (1977-2009). Then, we have evaluated the inci-
dence considering only the patients detected in the MS/MS-based
newborn screening program and the total number of newborns
screened (October 2004-October 2009).

Data concerning the number of births per year was obtained
from the Portuguese Instituto Macional de Estatistica, available at
www.ine.pl.

Results and discussion

Considering the number of births that occurred in the tme per-
iod between 1977 and October 2009 {4,084,525), and the 36 con-
firmed MSUD cases, the incidence of MSUD in Portugal can be
estimated as 1/113.459 live newborns (95% confidence interval 1/
172,400 to 1/84,745). As suspected from clinician's experience, this
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frequency is higher than the 1/185,000 worldwide estimate. In
part, this can be explained because a considerable proportion of
the Portuguese patients are of Cypsy origin; as previously reported,
all Portuguese Gypsy patients share the same disease causing
mutation, which occurs at a frequency particularly high in the
Gypsy community from the south of the country, likely due to drift
effects |7).

The inclusion of MSUD in the expanded newborn screening pro-
gram, which in Portugal started in late 2004, resulted in a substan-
tial improvement in the ability to identify suspected MSUD cases,
allowing therefore for a more reliable determination of the inci-
dence of MSUD, Between 2004 and 2009, five cases of MSUD were
diagnosed through MS/MS among approximately 434,000 screened
newborns, leading to an estimated incidence of 1/86,800 (95% con-
fidence interval 13,937,000 to 1/44,000).

This value is still higher than the above presented estimate of 1/
113,459, despite the later being based in a much larger time period,
~30 years. For the discrepancy in the two estimates likely accounts
the fact that in late 70s and 80s the clinical and biochemical diag-
nosis was more difficult and slower leading to a delayed, or even
non-established, diagnosis that would result in a higher neonatal
death. Significantly, relatives of some of our patients are known
to have died in the neonatal period due to “sepsis” or unknown
reasons. While very probably some of those individuals were undi-
agnosed MSUD patients, a confirmed diagnosis of MSUD could not
be established being understandable that data from the last
~30years produced a subestimation of the MSUD incidence in
the country.

Taking these aspects into consideration, 1/86,800 live new-
borns, derived from the newborn screening data, seems (o be the
best estimate of the true incidence of MSUD in Portugal.

A higher frequency than the worldwide reference has also been
reported for Spain, where the incidence of M5UD was estimated to
be around 112,000 to 1/50,000 ([8] as cited in [9]), as well as for a
few countries such as Turkey [10,11], Philippines [12] and Malaysia
[13,14].

The improvement in therapeutic efficacy and clinical outcome
of the patients detecred in the initial days of life, sometimes even
before the first symptoms manifest, have alreacdy been discussed
in the literature [15]. For a disorder like MSUD, in which early
detection and intervention usually prevents permanent intellec-
tual impairment, the benefits of newborn screening programs will
probably be reflected in a better prognosis for many patients
[2,16]. Yet, along with early diagnosis, maintaining a strict life-long
metabolic control is also a major determinant of patient’s outcome
[17].

As already referred, in Portugal the expanded newborn screen-
ing program started in October 2004 and since then five MSUD pa-
tients were identified, one of them of Gypsy origin. All these
patients have the classic form of the disease. A question raised
from the experience in other countries is whether mild variant
MSUD cases can escape detection by MS{MS [1,18,19]. However,
since the age of onset in patients with variant MSUD forms is usu-
ally between five months to first years of life, only in the next few
years will be possible to draw any conclusion concerning this issue
in Portugal. Nevertheless, up to now no false negative MSUD pa-
tients in the newborn screening were described.

Another important issue to address more deeply in the future
concerns the outcome of patients identified through the expanded
newbomn screening program comparatively to the outcome of
those who were identified through clinical manifestation. In Table 1
are presented a few clinical and biochemical parameters of classic
MSUD cases, some of them detected by MS/MS. Although the small
number of Portuguese patients so far identified through MS/MS
renders difficult to perform reliable comparisons, a relevant find-
ing is that on average the confirmed diagnosis is available 4 days

earlier in patients who were detected by MS/MS (11 days compar-
ing to 15 days in symptomatic cases). Given that the levels of
BCAAs increase in each day, representing a serious brain injury
threat, and that patients diagnosed after day 14 of life usually do
not develop normal intellectual capacities, the medical relevance
of this achievement is considerable [1,16].
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Abstract

Maple syrup urine disease (MSUD) is an autosomal recessive disorder, caused by the defective function of the branched-chain a-keto-
acid dehydrogenase complex (BCKD). BCKD is a mitochondrial complex, encoded by four nuclear genes (BCKDHA, BCKDHB, DBT
and DLD), involved in the metabolism of branched-chain amino acids (BCAAs). Since the MSUD mutational spectrum has not been pre-
viously assessed in Portugal, in this study we present the molecular characterization of 30 MSUD Portuguese patients. Seventeen putative
mutations have been identified (six in BCKDHA, five in BCKDHRB and six in DBT); seven of them are here described for the first time. The
most common mutation identified was a C deletion in BCKDHA gene (c.117delC; p.R40GFsX23), already reported in the Spanish pop-
ulation. Interestingly, it was found in all patients of a Gypsy community from South of the country, so a founder effect is probably respon-
sible for the high incidence of the disease in this community. Structural models of MSUD missense mutations have been performed to
understand their pathogenic effect, in order to elucidate and often to predict the severity of a mutation clinical consequence.
© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Maple syrup urine disease; Branched-chain a-ketoacid dehydrogenase complex; BCKDHA: BCKDHB; DBT; Mutation analysis

Maple syrup urine disease (MSUD) is a rare (1:185.000) caused by the defective function of branched-chain a-keto-
inherited autosomic recessive disorder of metabolism, acid dehydrogenase (BCKD-E.C. 1.2.4.4) complex [1].
BCKD catalyzes the oxidative decarboxylation of
e ) branched-chain ns-ketoacids (BCKAs) derived from the
Corresponding author. Address: IPATIMUP-—Institute of Pathology tPARSATITE f branohed ahnii o acids (BCAA
and Molecular Immunology of University of Porto. Rua Dr. Roberto rdn.Sdmlrld — .0 et e.‘c ain aminc acids ( _5)
Frias. s/n, 4200465 Porto, Portugal. Fax: +351 22 5570799, leucine, isoleucine and valine. These are three essential
E-mail address: mquental@ipatimup.pt (S. Quental). amino acids that cannot be synthesized by animals, and
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so they must be taken in food, representing about 20% of
the human dietary protein.

The mammalian BCKD is a mitochondrial multienzyme
complex organized around a cubic core of 24 lipoate-bear-
ing dihydrolipoyl transacylase (E2) subunits, to witch mul-
tiple copies of branched-chain a-ketoacid decarboxylase
(E1) and dihydrolipoamide dehydrogenase (E3) subunits
are attached. Two regulatory enzymes (a specific kinase
and a specific phosphatase) also constitute the complex
[2,3]. EI is a thiamine-dependent enzyme and consists of
two o (Ela) and two [ subunits (E1f), forming a heterotet-
rameric structure. The E3 component, unlike the others, is
also shared by pyruvate and a-ketoglutarate dehydroge-
nase complexes.

When BCKD activity is impaired both BCAAs and
BCKAs accumulate in body fluids reaching toxic levels,
which lead to severe clinical consequences. The neuronal
lissue seems lo be the most sensitive 1o this metabolic
decompensation, with the main consequences being
seizures, coma, brain edema and mental retardation
(1,4]

The variation m clinical presentation of MSUD led to
the classification into different clinical phenotypes: the clas-
sic form, with the most severe consequences, manifests
within the first 2 weeks of life by poor feeding, seizures
and coma, representing about 80% of patients; the remain-
ing 20% have milder variant forms, with later onset and
BCKD activity ranging from 2% to 40%. This last group
includes the rare thiamine responsive form, in which phar-
macological doses of thiamine lead to normalization of the
BCAA levels [1]

Many MSUD causing mutations have already been
described in the catalytic subumts of BCKD complex
and, based on the altered loci, genetic subtypes have
been proposed: type Ia (MIM# 608348) for mutations
found in BCKDHA (Ela subunit); type Ib (MIM#
248611) for mutations found in BCKDHB (EIf} subunit)
and type 11 (MIM# 248610) for mutations in DBT (E2
subunit) [1]

In this study, we have undertaken a comprehensive
molecular characterization of BCKDHA, BCKDHE and
DET in 30 previously unstudied MSUD Portuguese
patients, which led to detect 10 previously described
and 7 novel mutations. The obtained results further
revealed that a founder mutation—c.117delC at BCK-
DHA—underlies the high incidence of MSUD within a
Gypsy community from South Portugal, rendering now
possible to implement DNA-testing programs aimed at
providing epidemiological surveillance in that specific
population.

In addition, given the recently determined crystal struc-
tures of E1 and E2, we have located the MSUD missense
mutations and when addressing the correlation between
structural impact and clinical phenotype we demonstrate
that structural investigation is a valuable tool to elucidate
and often to predict the severity of a mutation chimcal
consequence.

Materials and methods
Subjects

The present study includes samples from 30 MSUD Portuguese
patients. Two of them are sisters and 11 belong 1o a Portuguese Gypsy
community,

In the majority of the cases, diagnosis was based on elevated levels of
plasma branched-chain amino acids (valine, leucine and isoleucine) along
with L-alloisoleucine and abnormal urine organic acids. Thres cases have
already been detected by tandem mass spectrometry (MS/MS), since
MSUD has recently been included in ded newborn ing pro-
gram in Portugal. In these patients diagnosis was further confirmed by
blood and urine analysis.

The classification into classic and variant MSUD forms was estab-
lished by patients clinicians based mainly on mode of clinical presentation
and biochemical data.

Peripheral blood samples from patients were obtained by venipuncture
in EDTA tubes, under medical supervision. Informed consent was
obtained and the ethics boards of the involved institutions approved the
research protocol,

Samples from parents were available for 11 patients and, in these cases,
inheritance was lested.

Mutation analysis

DMNA and RNA were extracted from blood samples using commer-
cially available kits {Generation DNA Purification kit; Genlra Systems,
Minneapolis, Minnesota, USA and High Pure RNA isolation Kit, Roche
Applied Science, Mannheim, Germany, respectively). cDNA was synthe-
sized with the First Strand cDMNA Synthesis Kit (Fermentas Life Sciences).

The exonic coding region of BCKDHA (9 exons), BCKDHB (1] exons)
atd DBT (11 exons) was amplified from genomic DNA using standard
protocals (1 nl of DNA for a final reaction volume of 125 pL). Direct
sequencing, with forward and reverse primers, was then performed using
a Big Dye terminator Cycle Sequencing kit, followed by analysis on an
ABL PRISM 3100 DNA Sequencer (Applied Biosystems). The presence
of ¢ach mutation was always confirmed in two independent amplification
and sequencing reactions. DNA samples from at least 50 individuals (100
chromosomes) were tested in order to confirm the absence of new muta-
tions identified.

Analyzed sequences were comparad with cDNA sequences with Acces-
sion Nos. BCKDHA NM _000709.2 (contig NT_011109); BCKDHE
NM_000036.2 (contig NT 007299) and DET NM 001918 (contig
NT_032977). Mutations nomenclature follows the recommendations of
Human Genome Variation Society (hitpy//www . hgvs.org/mutnomenyy,
with nucleotide +1 corresponding to the A of the ATG translation initia-
tion codon. Primers sequences and detailed PCR conditions are available
under request,

Other analysis

Multiple sequence alignments to verify the degree of conservation were
performed using Clustal W [5].

PolyPhen program was used to predict the significance of missense
alterations in protein function (http://genetics. bwh harvard.edu/pph/) [6]

Generation of protein plots was performed using PyMOL (htip://
www.pymol.org) [7] and PDE entry codes used were 1X7Y [8] and 2113 [9]

Prediction of splicing patterns was performed with the software GEN-
SCAN (hitp://genes mitedu [GENSCAN html) [10].

Results and discussion
In the present study, we have analyzed the entire coding

region of BCKDHA, BCKDHB and DBT genes in
30 MSUD Portuguese patients. In 28 of them, molecular
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characterization was successfully completed and in the
remaining two patients (P20 and P29) only one mutation
could be detected {Table 1). Until now, we achieved to
characterize 96.7% of the disease alleles, which is a value
in the range of those previously reported in other patient
series [11-13]

It was possible to extend the DNA molecular character-
ization to the parents of 11 patients ( Table 1) and in all the
cases they were found to be carriers of the mutations
detected in sons.

Seventeen different molecular variations were identified
and found to be scattered in a near equal number across
the three genes studied. Eight out of the detected mutations
had been previously referred to in the literature
(p.R40GTsX23: p.A220V and p.D302A in Ela, p.P200X;
p.I214K; p.Q267X and p.R285X in E1f and p.K313N in
E2, see Table 2), seven are here described for the first time
(p.H37TVIsX3 p.DIS2ZN and pY413H i Ela, and
p.Y122L65X2; p.D390G; p.L398P and pP411Q in E2)
and two (p.P356L in E1f and ¢.12094+5G>C in E2) were
found to be recorded in the MSUD mutation database
from The Climic for Special Children (table with the
comprehensive mutation identification in the clinic avail-
able at http://www.clinicforspecialchildren.org/resmutidmsud.
himl). However, since no published data exist addressing
the pathogenic effect of the last two mutations, we dealt
with them in same way we did with the newly identified
MSUD mutations.

To ascertam the pathogenicity of these variant alleles,
firstly we discarded the presence of each of them in at least
50 Portuguese healthy individuals {100 control alleles).
Next, to assess the effect of the missense mutations on pro-
tein function, we have investigated (1) the evolutionary con-
servation of amino acid residues across orthologous genes
and (ii) the conservativeness of amino acid replacements
within each gene, using Clustal W and PolyPhen programs
(see Table 2). In addition, as Hvarsson et al. [14] had
already described the crystallographic structure of the
human El tetramer of the BCKD complex as a four-lobed
entity in which each lobe roughly correspond to one of the
four subunits a, ', fand {' (Fig. 1), it was possible to ana-
lyse after visualization with PyMOL how some MSUD
mutations might affect the E1 assembly and function. An
identical approach was applied for E2 mutations but using
as template the very recently described bovine crystal struc-
ture [9] due to the unavailability of the human homologous
for the E2 inner core domain, where all identified DBT mis-
sense mutations were located.

Apart from the pathogenic mutations, the comprehen-
sive examination of BCKDHA, BCKDHEB and DBT led
to the detection of several polymorphic variations, [rom
which two, both located in introns of DBT, were not
yet reported: ¢.1210-10T>A, was present in 1 homozy-
gous plus 1 heterozygous patient and in 2 out of 82 con-
trol chromosomes. whereas ¢ 1281+31T>G.  was
identified in heterozygosity in 3 patients and in 4 out
of 82 control alleles.
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Mutations within BCKDHA (encoding Ela subunit)

In the BCKDHA gene, two novel missense mutations
were identified. leading to the amino acid changes
p-D152N and p.Y413H that are very likely MSUD-causa-
tive mutations. Both amino acid substitutions occur at
positions evolutionarily highly conserved and, accordingly,
both were predicted to be functionally damaging (Table 2}.
At position 413, another alteration—p.Y413C—had been
previously reported [15] and its pathogenic effect was
already discussed on the basis of the effect on El structure
[14]. Given that Y413 is located in the small C-terminal
domain of the « subunit (Fig. 1), any aromatic to non-aro-
matic mutation of the residue will have a negative effect on
the structural integrity of the protein by disrupting the pro-
cess of tetramer assembly [14]. Indeed, tyrosine 413 of the o
cham establishes hydrogen bonds with the main-chain
atoms of glycine 209 and isoleucine 210, both in the  chain
(Fig. 2a), and that can probably explain why the presence
of p.Y413C was shown to result in a markedly reduced
assembly rate of the normal [} subunit with the mutant o
subumit [16] Therefore, a similar consequence can be pre-
sumed for the newly detected histidine at position 413,
Despite the predicted substantial damage in the interaction
between o and [ subunits caused by the two known alter-
ations at 413-2—p.¥413C and p.Y413H— none of them
is expected to prevent completely the assembly of the tetra-
mer. The clinical phenotypes associated to the two amino
acid changes confirm  this  prediction, since either
P.Y413C or p.Y413H were identified in patients with mod-
erate forms of the disease ([15] and Table 1).

Another newly detected mutation within Ela was
p.DI52N, involving residues (aspartate — asparagine)
structurally very similar although aspartate is negatively
charged while asparagine is uncharged. As the location of
aspartic acid 152- is close to the surface of the E1 hetero-
tetramer and distant from the assembly interfaces, its alter-
ation by an asparagine does not seem to affect subunit
interaction, that is dimer or tetramer assembly. However,
aspartic acid 152-a establishes a strong salt bridge with
the side chain arginine 314 of helix 11, which is a secondary
structure element in the o subunit that seems to be impor-
tant for protein structure (Fig. 2b). The uncharged aspara-
gine is unable to form such a specific interaction and
consequently we can assume that it will cause some degree
of impairment on the structural integrity of helix 11. An
alteration in helix 11—p.T310R (described as p. T265R by
Wynn, et al. [16]) was formerly reported as able to prevent
optimal packing in the hydrophobic core, thereby reinforc-
mng the mportance of helix 11 integrity for the overall sta-
bility and function of the protein [14,16] Despite the
impairment caused by p.ID152N in this helix, its expected
effect on protein structure and stability is not dramatic,
which is in fairly agreement with the clinical data since
patient 4, homozygous for p.D152N. presents a milder var-
1ant form of MSUD having been diagnosed only at 3 years
of age.
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Table 1

Genetic data of MSUD Portuguese patients

GET-§HT (900Z) 46 MISHOGOIZY PUD SINURD IDIAOYY [ 10 12 prriand) 'S

Patient Genetic  Genotype Deduced effect Clinical Age of Plasma leucine Current Clinical outcome
subtype phenotype  diagnosis (umol/L} at age
diagnosis (vears)
Pl I €[939G>C] + [939G>C] P[K313N] + [K313N] Classic 24 days 288 Died
P2 jig ©.[363_364delCT] +[363_364delCT] p[Y122LfsX2]+ [Y122LX2] Classic PND 7 Data not available
P3 i) o [595_S96delAG] +[641T>A] P[P200X] + [T214K] Classic Sdays 3289 Died at 7 years
P4 Ia c[454G>A] + [454G>A] P[D152N] + [D152N] Variant 3years 314 17 School difficulties afier adalescence
Ps b c[641T>A]+ [641T>A] p[I214K] + [1214K] Classic 13 Data not available
6 In @ [659C>T] + [1237T>C) PA220V] + [Y413H] Variant  2years 495 9 Learning difficulties
P7 b & [799C>T] + [799C>T) PIO267X] + [Q267X] Classic 8days 3167 13 Learning difficultics
P8 b € [799C>T] + [853C>T] P[Q267X] + [R285X] Classic 14 days 2766 5 Data not available
PY Ia r[109_484del] + [109_484delT" p[HITVEEX3] + [HITVEX3] Classic 9 days 1889 3 Normal neurodevelopment
P10 i c[1193T>C]+ [1193T>C)] P[L398P] + [L398F] Classic Ms/Ms 2502 2 Data not available
PIF @ ©.[363_364delCT] -+ [363_364delCT] p[Y122LEX2)-+[Y122LGX2]  Classic Data not available
PI2Z b c[595_596delAG] + [1067C>T] P[P200X] + [P356L] Classic 13 days 3283 13 Data not available
P13 I e [117delC] + [117delC] p[RADGEHEX23] + [RWOGEX23]  Classic MS/MS  3014° 2 Slight delay
Pl4 n € [905A>C]+ [905A>C] P[D302A] + [D302A] Classic MS/MS 2 Data not available
PI5 T ©[363_364delCT]+ [363 364delCT] p[VI22LEX2]+[VIZLAX2]  Classic 17 days 16845 18 Normal neurodevelopment
PIE™ Ta €.[117delC] +[117delC] PIRADGEX23]+ [R40OGFX23]  Classic 30 days 28784 2 Moderate neurodevelopment delay
PI7% Ia & [117delC] + [117delC] PIRAOGEX23] + [R4OGEX2Y]  Classic 30 days 3000 2 Moderate neurodevelopment delay
PIE I ¢ [1169A>G] + [1169A>G] 2[D390G] + [DI90G] Classic 11days 2248 15 Normal neurodevelopment
PI¥  Ia c[117delC] + [117delC] P[RAOGEX23] + [RWOGEX23]  Classic 11days 18035 14 Spastic diplegia
P20 g C[1209+5G=C] + [7] (e.375+4C P[A340_S403del] + 7] Thismine 20 10 Normal neurodevelopment
>T-BCKDHAY" responsive  months
PAF I & [117delC] + [117delC] PIRAOGAX23) + [R4OGHEX23]  Classic 13days 30488 3 Severe neurodevelopment delay
PIF a [117delC] + [117delC] p[RADGEX23] + [RUOGEX2T]  Classic Gdays 3542 3 slight neurodevelopment delay
p23 b e[799C>T]+ [799C>T] Pp[0267X] +[Q267X] Classic 14 days 30 Slight neurodevelopment delay
P4 It [363_364delCT) + [1209+5G>C]  p[Y122LX2)+[A340_S403del] Classic 10days 1689 14 Notmal neurodevelopment
P25SE  [a €[117delC] +[117deIC] p[RADGHEX23] + [R40OGHEX2I]  Classic 18 days  4024.4 7 Normal neurodevelopment
P26* Ia c[117delC] + [117delC] P[RAOGHEX23] + [R40GIX23]  Classic 1Sdays 14024 5 Slight neurodevelopment delay
P27 Ia € [117delC] +[117delC] PRADGHX23] + [R40GISX23]  Classic 18 days 3362 7 Several episodes of decompensation,
developmental delay, spastic tetraparesia
P8¢ I & [117delC] 4+ [117delC] p[RADGHEX23] + [RWOGHEX2]  Classic 30 days 13 Moderate neurodevelopment delay
P29 I < [1232C>A] + [7] pIPA11Q] +[7] Thiamine 40 days 16616 21 Normal neurodevelopment
responsive
P I & [117delC] + [117delC] PIRADGEX23] + [R4OGHX23]  Classic 26 days 1945 23 Severe neurodevelopment delay
Analyzed were d with cDNA with Accession No.! BCKDHA-NM_000709.2 (contig NT_011109); BCKDHB-NM_000056.2 (contig NT_007299) and DET-NM_001918

(contig NT_032977).

Reference values: Plasma leucine <1 year (47 109 pmol/L) and =1 year (68 158 pmol/L).
PND prenatal diagnosis
Samples from parents were available for P1; P8; P15; P16 and P17; P21; P22; P25; P26; P27 and P29,

? Sisters.

° Twins.

¢ Second cousins.

d g ;
First cousins.
© The breakpoints of the deletion have not yet been identified at the genomic level. At ¢cDNA level, the effect is the skipping of exons 2, 3 and 4,

¥ Values referring to the confirmation by blood analysis.
¥ Gypsy patients.

™ In P20 we have also identified the intronic substitution c.375+4C>T in BOKDHA. However, as GENSCAN predicts that this alteration does not affect splicing it was presumed not to be a disease §

causing mutation.
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Table 2
Variations identified in BCKDHA, BCKDHEB and DET
Exon {Intron) Mucleotide change Protein prediction Frequency PolyPhen prediction" Conservation Reference
Type Ja (BCKDHA)
2 ¢ 117delC P RADGEX23 22/30 [12] {as p.R40f62X)
4 c454G>A p.D15IN 2/30 Probably damaging Always D This study
r.109 484del p-H3TVIEX3 2/30 This study
6 c.659C>T pAZZOV 1/30 Predicted to be benign Always A [12]
7 c905A>C p.D30ZA 2/30 Probably damaging Always D [12]
9 ¢ 1237T>C p-Y413H 1/30 Probably damaging Always Y This study
Type 16 (BCKDHRE)
3 €595 _5%6delAG P P200X 2/12 1]
f .64 T>A pI214K 31z Probably damaging Lor ¥V [12]
7 & 799C>T p.QIETX 5/12 M
H e 853C>T pR285X 1/12 [11]
10 e 1067C>T 1. P35S6EL 1/12 Probably damaging Always P Clinie for special children
Type 11 (DBT)
4 £.363_364delCT P Y122LfX2 7/18 This study
7 c.939G>C pE313N 218 Probably damaging Always K [1] (as K252N)
9 e 1169A>G p.D3%0G 2/18 Probably damaging Always D This study
9 e 1193T>C p.L398P 218 Probably damaging Always L This study
9(9) ¢ 1209+3G=C p.A340_S403del* 2/18 Clinic for special children
il ¢ 1232C=A p-P411Q 118 Probably damaging Always P This study

* Protein prediction of the effect of the splice mutation ¢.12094-5G>C was experimenially observed through ¢DNA analysis in this study.

9 PolyPhen predicts that a non-synonymous substitution is: probably d ; possibly d benign and unknown.
Protein sequences were extracted from Ensemble Genome Browser. The species analyzed were: BCEDHA) Danie rerio (ENSDARPODNIO059346); Homo
sapiens (OTTHUMPOOOOOOTAE145); Mus muscudus (ENSMUSPO0000071292);  Rattus rorvegicus (ENSRNOPO0OOOO2Z7995); Bos faurns (ENSB-
TAPOOOOO041458);,  Pan  ifroglodvies  (ENSPTRPOODON046772)  BCKDHB)  Danio  revic  (ENSDARPOO0O00076508);  Home  sapiens
(OTTHUMPO0000012048); Mics muscudis (ENSMUSPO0000034801); Rattus norvegicus (ENSRINOPO0000013249); Bos tawrus (ENSETAPO00D000]6044);
Pan troglodvtes [ENSPTRPOO000031200); DET) Homo sapiens (OTTHUMPOODD0012596); Mus muscades (ENSMUSPO000000034%); Rattus norvegicus

(ENSRINOPO000D02026T); Bos taurus (ENSBTAPO0000008292); Pan troglodytes (ENSPTRPO0D00001722).

Fig. 1. Representation of E1 heterotetramer: Ela (purple, with the small C-
terminal domain in a light purple); E1( (red); Ela’ (blue) and E1f (yellow).
Missense mutations identified in Elecand in E1( are indicated (in one of the
two subumnits): mutations that are predicted to cause a milder phenotype are
represented by orange spheres while the alterations that presumably lead toa
savere phenotype are displayed as green spheres. ThDP-Thiamine
diphosphate.

A new deletion, identified mn patient 9, has also been
detected in BCKDHA gene. In this patient, the systematic
failure to amplify the genomic DINA region encompassing
exons 2, 3 and 4 while amplicons were successfully
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obtained for the remaining tested regions (which lacked
any potentially pathogenic variation), led us to suspect that
the molecular defect causing the MSUD phenotype was a
large deletion in BCKDHA. cDNA analysis confirmed
the skipping of those three exons (p. H37VIsX3). However,
the investigation of the corresponding breakpoints is still
currently ongoing.

Three additional alterations within  BCKDHA
(p.A220V, p.D302A and p.R40Gf5X23) had already been
found in other MSUD patients, namely from Spain [12].

The detrimental effect of both p. A220V and p.D302A
can very probably be attributed to the alteration they
induce in subunit association, In fact, A220 is located in
an o helix close to the E1f} interface whereas D302 is
important for the oo subunit interactions [12,14]. It
appears that the structural impact of p.ID302A must be
more severe because, in addition, residue 302 establishes
hydrogen bonds with F304 and A3035, which are again res-
idues of helix 11. The strictly conserved aspartate at posi-
tion 302 stabilizes the helix by a compensation of the
partial positive charge of the N-terminal macrodipole of
helix 11 when interacting with main-chain of phenylalanine
304 and such stabilization cannot be achieved with the
substituted amino acid. The clinical data here presented
together with the reported in Rodrignez-Pombo et al
[12], confirm that the effect of p. A220V is less harmful than
that caused by p.D302A. In our series, a patient homozy-
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A a-subunit

B-subanit

153

a-subunit

V131

Fig. 2. Structural bases of new missense mutations identified in Ela (Y413H and D152N). Carbon atoms are in orange; oxygen atoms are in red and
nitrogen atoms are in blue. The o subumit is represented m purple and the [ subunit is in red. Hydrogen bonds and salt bridges are indicated by black and
red dotted lines, respectively. Entry for Protein Data Bank used was IX7Y. For more detailed deseription see “Results and discussion™. (a) Y413H; (b)

DI152N.

gous for the mutation leading to p.D302A presents the
severe form of MSUD, while in the Spanish series a patient
heterozygous for the mutations leading to p.A220V and
p.D302A manifests a mild clinical phenotype. Further-
more, two additional patients heterozygous for A220V
{one Portuguese and one Spanish) have variant forms of
the disease. Taken together, these findings strongly suggest
that p.A220V affects less dramatically the structure and
function of the El complex than p.D302A, although a
more accurate evaluation ol the p.A220V impact on the
clinical phenotype would came from a homozygous indi-
vidual for p.A220V which, up to now, has not yet been
observed.

The third previously reported variant in BCKDHA was
a frameshilt mutation at position 117 (C deletion) that
causes an alteration in the reading frame giving rise to a
premature stop codon resulting in a truncated protein with
just 61 amino acids. Since the stop codon appears very pre-
maturely, the corresponding mRNAs must be degraded by
nonsense-mediated mRNA decay, and thus no protein will
be produced [17]. This mutation was the most frequent in
our sample, having been detected homozygously m 11
affected children. All these MSUD patients belong to a
Portuguese Gypsy community living in the South of the
country and close consanguineous relationships are known
to exist between many of these MSUD patients. The high
frequency of ¢.117delC homozygosity among this commu-
nity is a sign of the deeply enrooted endogamy that charac-
terizes the Gypsy people [18]. As which concerns MSUD,
this is not the only situation of this kind reported up to
now. For instance, within certain Pennsylvania Mennonite
communitics, the MSUD incidence can be as high as 1/176
live births due to the founder mutation p.Y438N-o [19,20],
and that can be explained by the small effective size of the
Mennonite groups and limited gene flow with surrounding
populations.

Within the Portuguese Gypsies here analyzed the
MSUD founder mutation is ¢.117delC, a variant that was
firstly observed in a heterozygous Spanish patient not

referred to as being Gypsy [12]. Therefore, only haplotypic
analysis at tightly linked markers with BCKDHA (which
will be soon initiated) can make possible to clarify whereas
all Gypsy and non-Gypsy chromosomes carrying this
mutation shared or not a common origin.

Mutations within BCKDHB (encoding E1f subunit)

In BCKDHRBE, five different mutations were identified
randomly spread across different exons, but none of them
was here observed lor the first time (Table 1). Three of
them are nonsense substitutions—p.P200X, p.Q267X and
p-R285X—considered to be the primary cause of the dis-
ease because all generate premature termination codons.
In these three cases, similarly to what is expected to occur
for the previously described c.117delC, we can likely admit
that translation must be highly attenuated by nonsense-
mediated mRNA decay [17].

One of these three substitutions—p.Q267X, firstly
reported in a North American patient of uncertain Wes-
tern European ancestry [4], appears to be rather prevalent
m the Iberian Peninsula: it occurred in 3 out of the 30
BCKDHEB mutated chromosomes in the study of Rodri-
suez-Pombo et al. (enrolling 33 Spanish patients) [12],
and it is also one of the most frequent alterations among
the Portuguese patients here studied (5 of the 12 BCKDHB
mutated chromosomes). This distribution suggests that
Iberia might have been the place where the mutation firstly
arose, but again haplotypic analysis is needed to explore
this issue.

The other two variations in BCKDIB are missense
mutations (p.I214K and p.P356L), both implying amino
acids replacements whose previous indications to be dam-
aging to the protein function were here reinforced and fur-
ther reassessed. 1214 is located in the inner core of the [
subunit and so the alteration from isoleucine to lysine in
that position may seriously compromise the stability of
the region [12]. Concerning p.P356L, we can predict a dra-
matic effect of the change due to the unique characteristics
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of proline. This amino acid has a rigid structure that
induces a change in chain direction preceding f-strand n
and contributes to confer conformational rigidity to the
loop between « helix 11 and B-strand ». Thus, the substitu-
tion at position 356 of a proline by a leucine is expected to
increase the flexibility and might disturb chain folding in
this region, with possible consequences on the overall pack-
ing, stability and function of the protein.

Mutations within DBT (encoding E2 subunit )

Out of the three searched genes, DBT was the one where
more novel mutations were found: four out of the six DBT
mutations are here firstly described (p.Y122LfsX2;
p.D390G; p.L398P and p.P411Q), while the remaining
two (c.12094+5G>C and p.K313N) have already been
identified.

The E2 subunit of BCKD consists of a lipoyl-bearing
domain (LBD), a subunit-binding domain (SBD) and an
inner core (catalytic) domain (CD). It is in CD that all mis-
sense mutations here identified are located. Although the
structure of the human LBD and SBD were recently
described [21], the sole mammalian crystal structure of
CD is from bovine origin, being known that the bovine
cubic core of the BCKD complex is formed by 24 subunits
of E2, organized in eight groups of three monomers; each
of these homotrimers occupies one vertex of the hollow
cube, with octahedral symmetry [9].

Considering that the bovine sequence shares 93% iden-
tity with the human homolog, that structure can work as
a helpful model to understand the adverse effects of MSUD
mutations, as demonstrated in the study of Kato et al. who
have already assessed the structural consequences of
p.K313N [9].

When applying identical strategy to p.D390G and notic-
ing that the aspartic acid at position 390 establishes a salt
bridge with the conserved R376 of the « helix H4 from
the same subunit, we could predict that the substitution
of the residue by glycine (p.ID390G) will preclude that spe-
cific interaction, affecting consequently the structure of
helix H4. In addition, it seems likely that the structural
alterations induced in helix H4 by p.D3%0G somehow
might influence the binding to coenzyme A (CoA), since
the near residue Q378 on this helix is directly involved in
substrate binding.

Regarding alteration p.L398P, due to the rigid structure
of proline, the amino acid change should also critically
affect the E2 conformation and cause some degree of
impairment in the hydrophobic core. In the case of the mis-
sense mutation producing p.P411Q, proline is the altered
residue and its substitution by a glutamine is expected to
cause some degree of impairment in CoA binding.
Although P411 is not directly involved in cofactor binding
it is important for the formation of the pocket where CoA
will bind.

For these three mutations the structural considerations
fully agree the evolutionary evidence suggesting they are
too damaging to the protein function, with high likelihoods
of functional impact (Table 2).

A fourth novel mutation in DBT is a CT deletion in
exon 4 (p.Y122LfsX2), which was detected in homozygos-
ity in three patients (including two sisters) and in heterozy-
gosity in another one. Since it originates transeripts with a
premature stop codon, again aberrant mRNAs can possi-
bly be recognized by nonsense-mediated mRNA decay fac-
tors shutting down protein synthesis. Not surprisingly
patients carrying this substitution have the severe classic
form of the disease.

The splice mutation ¢.1209+5G>C, found in heterozy-
gosity in two patients (P20 and P24), was predicted with
GENSCAN to affect the normal splicing pattern of exon
9. In order to clucidate the real effect of ¢ 1209+5G=>C,
we have examined cDNAs encompassing exons 7-11.

In both ¢.1209+5G>C bearing patients two equally pre-
dominant transcripts were observed: one with the normal
and full sequence; and a second species with an entire skip-
ping of exon 9 that fitted the in silico predictions about
¢.1209+5G>C. When ¢DNAs from conirol individuals
were analyzed, besides the clearly major and normal tran-
seript it was also observed a very secondary isoform that,
coincidentally, presented the entire exon 9 skipped
(Fig. 3). This finding (that was confirmed using a second
pair of primers specific for the region corresponding to
exons §-10) was in line with the results obtained by Fisher
et al. [22], who sequenced the transcripts {rom two normal
cell lines and also detected a single exon 9 skipping in one
minor transcript. It seems then that skipping of exon 9 may
oceur in normal individuals although being a rather infre-
quent splicing event. Probably, the presence of c.1209+
5G>C in a splicing sequence dramatically shifts its rate

— | 75bpofexon 8

| 526pof exon 10 |

— [ 75bp of exon8

| exon9 (192bp) [ 520p of exon 10

A BC

Fig. 3. PCR-amplification of cDNA region encompassing exons & 10, from patient 20 (A}, patient 24 (B) and from a control individual {C). The upper
band represents the transcript with exon 9 skipped, while the lower band corresponds to the transcript with the three exons. Patients 20 and 24 are both

heterozygous for the splice mutation ¢.120945G>C in DRT gene.
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of recognition by the cell splicing machinery, leading to the
regular production of a transcript that usually is only spu-
riously formed.

Among the carriers of DBET mutations affecting the
inner core domain of the E2 protein, are the two unique
thiamine responsive patients (P20 and P29) in our series.
This reinforces previous evidence that the molecular fea-
tures associated to this clinical phenotype systematically
involve the DBT gene [23]. Unfortunately, in our two thia-
mine responsive patients, we could not hitherto find the
second mutation that, in compound heterozygosity with
others (¢.1209-+5G>C in P20 and ¢.1232C>A in P29), s
associated with this MSUD phenotype. Given that up to
now we have just focused on the molecular characteriza-
tion of coding and intronic flanking regions of BCKDHA,
BCKDHE and DBT, we cannot exclude that the patients
are carriers of intronic alterations or deletions impossible
to be detected with the referred strategy. Currently, the
molecular screening is already being extended to the
unstudied genomic regions within DB7T, but for the
moment is not possible to properly address which are the
molecular defects that origin the thiamine responsiveness.
Yet, in the case of P20, we can argue that the responsible
variation does not seem to be the identified
€. 1209+5G>C. Firstly because ¢.1209+5G>C is also pres-
ent in P24, who manifests the classic form of MSUD; sec-
ondly, because c.1209+5G>C is a splice mutation that
gives rise to an E2 protein with reduced size, contrarily
to which is being consistently observed in other known
mutations causing thiamine responsiveness, all reportedly
producing full-length mutant E2 proteins [23].

Lastly, is noteworthy that four of the six mutations iden-
tified in the DBT gene are present in the region encompass-
ing exon 9-intron 9-exon 10. This observation might have
occurred just by chance or alternatively might mean that
the region has a special propensity to mutation. As a mat-
ter of fact such a trend is not verified in previous data on
the molecular spectrum of MSUD [11-13] but the scarcity
of studies on the subject does not allow us to draw defini-
tive conclusions.

Final remarks

It is widely recognized that in MSUD, early identifica-
tion and diligent management of diet holds the best course
for minimizing the disease clinical manifestations [4]. This
explains consensual recommendations to include MSUD
in newhorn screening programs, which in Portugal is being
undertaken since 2005 [24]. The identification of patients at
risk in the first days of life is crucial for future prognosis
and quality of life for affected individuals.

The molecular screening of patients can provide further
contributions to improve the clinical management of
MSUD. Among other aspects, molecular studies are a
source of important epidemiological data, as become clear
in this study. Knowing, for instance, that 117delC is a
major mutation underling MSUD in Portuguese Gypsies

is of great medical relevance per se. Besides allowing for
the implementation of community-based carrier tlesting
programs aimed at evaluate the true incidence of this
mutant allele, another immediate benefit from the perspec-
tive of public-health care 1s the possibility to facilitate
molecular prenatal diagnosis in families at risk, which as
a matter of fact is already currently ongoing avoiding the
invasive technique alternatively used for determination of
enzymatic activity in chorionic villis, Those measures will
contribute at least to diminish the burden related with
the delayed diagnosis of MSUD.

Another prospect of molecular studies is to facilitate
projections on the clinical type and severity of a disease.
These projections may be essential to guide a proper mon-
itoring of patients and that is why phenotype-genotype
studies are needed. Such studies on MSUD are still scarce
and were up to now unable to demonstrate a tight correla-
tion between molecular defects at BCKDHA, BCKDHE or
DBT and a particular clinical phenotype. From the few
published studies it is becoming evident the diversity of
molecular and clinical presentation that characterizes
patients with MSUD, illustrating the difficulty of applying
to MSUD the so called “simple monogenic diseases™ model
[4,25-27].

However, tools do exist that might help to overcame
some difficulties, among which is the possibility of three-
dimensional structural analysis of mutation effects result-
ing from the availability of crystal structures of BCKD
components. The data here obtamned when such an
approach was applied show that the derived information
on structural impact of each mutation is quite in agree-
ment at least with the severity of the corresponding clin-
ical impact. In fact, the three mutations (p.DI152N,
p.A220V and p.Y413H) predicted to imply the milder
structural damage were those harbored by patients
(among the non-thiamine responsive) presenting a less
severe clinical course. This retrospective analysis suggests
that in the future, as long as more information on the
crystal structure of BCKD will be available, mutation
modeling may become a fundamental tool to predict the
consequences of newly detected mutations.
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Abstract

Methylmalonic aciduria (MMA) and homocystinuria, cblC type (MIM 277400) is the most frequent inborn error of vitamin Bya. The
recent identification of the disease gene, MMACHC, has permitted preliminary genotype—phenotype correlations.

We studied 24 Italian and 17 Portuguese patients with cblC defect to illustrate the spectrum of mutations in a southern European
population and discuss the impact that mutation identification has on routine diagnostic procedures. Since the metabolic defect raises
the serum levels of homocysteine, we also tested if variants in MTHFR—playing a key role in homocysteine remethylation path-
way—could act as genetic modifier in c¢blC defect.

We found that the ¢.271dupA (accounting for 55% of the MMACH alleles in our cohort) followed by ¢.394C > T (16%) and
¢.331C > T (9%) were the most frequent mutations. In our study we also identified a novel mutation (¢.544T > C). On the other hand,
the MTHFR genotype did not appear to influence age at onset, the clinical phenotype and outcome of patients with cblC defect.

This study shows that mutation screening for the most common MMACH mutations occurring in early-onset forms (¢.271dupA and
¢.331C > T) seems to have a high diagnostic yield in a southern European population with ¢blC defect. Although the identification of the
gene defect per se does not predict completely time and severity of disease appearance, our data corroborate the importance of a molec-
ular testing to offer accurate prenatal diagnosis to couples at high risk of having affected children.
© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: MMACHC: c¢blC; Methylmalonic aciduria and homocystinuria; MTHFR: Vitamin B>

Methylmalonic acidurias (MMAs) encompass a group
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nyl-CoA. The different forms of MM As share the biochem-
ical marker of increased methylmalonic acid in body fluids
{reviewed in [1]). Methylmalonic aciduria with homocysti-
nuria is an inborn error of intracellular cobalamin metab-
olism resulting from impaired conversion of dietary
vitamin By or cobalamin to its two metabolically active
forms, methylcobalamin (MeCbl) and adenosylcobalamin
(AdoCbl). MeChl and AdoCbl are essential coenzymes to
methionine synthase and methylmalonyl-CoA mutase,
respectively. The defect of these two cofactors causes the
accumulation of methylmalonic acid and homocysteine in
body fluids and a decrease of methionine. Three genetic
defects of intracellular cobalamin metabolism, c¢cblC
(MIM 277400}, cbiD (MIM 277410), and chiF (MIM
277380) cause combined MMA and homocystinuria.

¢blC defect is the most frequent form and patients pres-
ent with a heterogencous clinical picture [2]. Based on the
age at onsel, two distinct clinical forms have been recog-
nized. The clinical features of the early-onset (EO) form,
with appearance of symptoms within the first year of life,
include a multisystemic disease with feeding difficulties,
hypotonia. hydrocephalus, progressive developmental
delay, seizures, mild dysmorphic features [3], anemia and
hemolitic uremic syndrome. Patients with the later-onset
form (LO), present a relatively milder clinical phenotype,
characterized by progressive neurological symptoms and
behavioral disturbances [2]. The long-term outcome is usu-
ally poor, with frequent neurological impairment. Treat-
ment with hydroxycobalamin, belaine and folic acid
decreases metabolite levels, although without their com-
plete normalization.

The recent cloning of the disease gene (MMACHC) and
the identification of 43 different mutations in 205 c¢blC
patients has permitted preliminary genotype-phenotype
correlations and to relate specific gene variants to distinet
ethnicities [4,5]. We present our recent expetience in 41
new MMACHC cases from a combined Italian and Portu-
guese study, illustrate the spectrum of mutations in a
southern European population, and discuss the impact that
mutation identification has on routine diagnostic proce-
dures. Since the metabolic defect raises the serum levels
of homocysteine, we also tested the hypothesis that poly-
morphic variants in the MTHFR gene—playing a key role
in homocysteine remethylation pathway—could act as
genetic modifier for the phenotypic expression of cblC
defect.

Patients and methods

Ower the past years our centers have been collecting clinical informa-
tion and biological materials [cultured skin fibroblasts, blood, serum,
uring, post-mortem tissue, DNA) [rom patients suspected of having an
imborn error of metabolism. Patients in this study were selected after shar-
ing and matching our databases. The diagnosis of cblC defect was based
on the identification of urinary and circulating metabolites and, whenever
possible, confirmed with fibroblast studies [6], Patients were defined as
“early-onset” {EO) when the landmark features of chlC defect appeared
within the first year of life, and as “late-onset” (LO) when the disease
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started later in life [2] The whole coding sequence, the flanking exon
intron sequences, and the non-coding portion of exon 4 and exon 5 of
the MMACHC gene (MIM 609831) were PCR amplified from genomic
DMNA as described [4) Agarose-gel purified amplicons were directly
sequenced using the BigDye Termi Cycle Sequencing Version 3.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA), and analyzed on an ABI
3130XL DNA Analyzer. A similar PCR-based approach was used (o ana-
Iyze the whole coding sequence of the MTHFR gene (MIM 607093,

Multiple linear regression analysis was used to identify significant pre-
dictors of the genotype in the entire sample, including gender, age, clinical
features, and MTHFR genotype. Statistical analyses wera performed using
a Chi-square test with Yates corrections (or, when appropriate, Fisher's
exact test). Statistical significance was set at p< 0,01,

Results

A total of 28 boys and 13 girls were identified (M/F ratio
2:1) in 24 Italian and 17 Portuguese kindred, two of which
were of Brazihian origin. No multiple affected cases were
found in our families. Median age at onset was 3 months
(range 6 days-25 years), age at diagnosis ranged between
0 and 25 years.

As shown in Table 1, 36 patients (25M, 11F) presented
the landmark description of cblC defect within the first
year of life (EO) and five (3M, 2F) showed the disease later
in life (L.O). Late-onset cases accounted for 24% and for
8% of the Portuguese and Italian patients, respectively.
Following diagnosis and treatment start, bouts of biochem-
ical decompensation were not recorded. The diagnosis was
reached post-mortem in seven patients (5F, 2M: 5 EO, 2
LO). Median age at death was 2 months, with the cause
of death being a metabolic related event.

At diagnosis, EO infants in whom clinical information
could be retrieved showed signs of prenatal events such
as intrauterine growth retardation (10%) and microcephaly
at birth (34%). Failure-to-thrive, feeding difficulties, and
delayed development occurred practically in all patients;
signs of acute metabolic decompensation (e.g., acidosis,
thrombocytopenia, anemia, lenkopenia, etc) were
observed in 51%, hydrocephalus in four patients (14%,
cases #21, 30, 37, 40), and hemolytic uremic syndrome in
three patients (10%, cases #13, 39, 41). At follow up,
almost all patients presented cognitive impairment/devel-
opmental delay. A total of 45% patients were microce-
phalic; seizures occurred in 62%, nystagmus in 41% of
patients. The clinical phenotype in LO patients consisted
of mild-to-moderate cognitive impairment, corticospinal
tract signs, seizures, and psychiatric disturbances in all.
Mielopathy was documented by MRI only in patient
#24, and nystagmus was recorded in patients #4 and 7.

Table 1 lists the MMACHC genotype and the clinical
phenotype identified in our study. Regardless of the age
at onset, the so-called “common” ¢.271dupA mutation
accounted for 55% of the MMACH alleles in our cohort
(48% in Italian; 63% Portuguese) followed by the
c.394C > T (16%) and the c.331C>T (9%) variants
(Fig. 1). Homozygosity for ¢.271dupA accounted for 34%
(14 cases, of which seven were Italian) and that of
c.394C > T for 5% (two Portuguese cases) (Table 1). In
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Table 1
Genotype and clinical subgroup of patients with combined methylmalonic aciduria and homocystinuria, ¢hlC type
Patient Sex Onsel Age of diagnosis MMACHC Genotype MTHFR ¢.677C>T MTHFR ¢ 1298A/C Country
1 M EO 28D ©.271dupA/e.271dupA T AfC Pt
2 M ED 1Y €271dupA/e544T > C c/c AlA Pt
3 M EO b h'g ©.2T1dupAfe.271dupA T/T AfA Pt
4 M Lo ay ©.271dupA/c394C =T T/T AfA Pt
5 M ED M e 2T1dupAje394C =T CIT AfA Pt
& F EO 18D ©.271dupA/c.27]1dupA cic AfA Pt
7 B Lo? 15Y c.394C>Tfe.394C> T cT AfC Pt
H M EO M & 271dupA/e565C > A c/c AlA Pt
9 P EO M c.271dupA/e.394C > T c/c AfA Pt
10 M EO? M ¢.271dupA/e.271dupA T/T AfA Pt
11 F EO? 430 €271dupA/e271dupA c/c AlA Pt
12 M LO* 16Y €.394C>T/e.394C> T o/t AfA Pt
12 E EO* 4Y €.271dupA/e.394C > T Cc/T AfC Pt
14 F EO? M <.271dupA/e.271dupA cfc AJC Pt
13 M EO 6D ¢.271dupA/e.27]dupA cic AfA Pt
16 M EO M 22N dupA/e394C>T T AfA Pt
17 M EO 2D . 271dupA/c.565C > A T/T AfA Pt
18 M EO M ¢.271dupA/eas7IC>T T/T AJA It
19 F EO M ¢.271dupAfe271dupA T/T AJA It
20 F ED M €.271dupA/e.271dupA /T AfA It
21 F EO* ™M 6660 > AJe.666C = A c/T AfC It
2 F EO M . 271dupAfe2T1dupA oe AfC It
23 M EO M C271dupA/e33IC>T /T AJA It
24 F Lo ITY ¢ 388T > Cledf1C>T T/T AlA Tt
25 M EQ M ¢.271dupAfe271dupA CfT AlC Tt
26 M ED M 23040 = Te.666C = A cfc AfC It
27 M EO ™ ¢.304C > T/e.468_469delCT  CJC AlC It
28 M ED 18M eBICT/INCT c/c A/A It
29 M ED M €.331C>T/e457C>T cfc AfC It
k1] M EO M 2N dupA/c.2T1dupA T/T AfA It
3 M Lo 25Y c271dupA/e 482G > A /T AlA It
32 M EO 3.5Y c.271dupA/fe394C > T cit AfC It
13 F EO M ¢ 2N dupA/e331C>T T AfA It
34 M EO ™M c.271dupA/fe331C>T cic AfC It
35 M EO M ¢.2T1dupA/e.2T1dupA c/c AfC It
36 M EO Y €271dupA/e3MC>T c/C c/c It
a7 M EO ™M c.2T1dupA/e.271dupA cic AfC It
38 F EO aM c3G> AfedBlC>T T AfA It
30 M ED M €. 271dupA/c468_469delCT T AlA It
40 M ED M c331C>T/e331C>T T/T AfA It
41 M EO 5M ©.3G > Afe.271dupA ot AfA It

M, male; F, female; EO, early-onset; LO, late-onset; ¥, died; D, days; M, months; Y, years; Pt, Portugal; It, Italy.

Ttalian patients, the second most frequent genotype was
c.271dupA/c.331C > T (three cases) with the c331C>T
change representing 16% of the mutant alleles (Fig. 1). In
Portuguese patients, the sccond most [requent genotype
was  ¢271dupA/c.394C > T (five patients) with the
c.394C> T accounting for 26% of MMACHC alleles
(Fig. 1). The remaining alleles harbored less common vari-
ants. In a single Portuguese patient we identified a novel
heterozygous mutation (c.544T > C) predicting a
p.Cys182Arg variant. The latter mutation was not detected
in 200 control chromosomes.

When a correlation to the clinical phenotype was
attempted, homozygosity for c.271dupA appears to be uni-
formly associated with an EO phenotype. In particular, we
found that 60% of EQ alleles harbored the ¢.271dupA—
and this group includes the 14 patients harboring the
homozygous mutation—whereas the ¢.394C > T and the

¢.331C > T mutations accounted each for 10% of the EO
alleles. In the LO cases, these frequencies were different
with the ¢.271dupA found in 20% and the c394C>T
mutation in 50% of the alleles (Fig. 2}. The latter mutation
was never detected at the homozygous status in EO
patients whereas it was found in compound heterozygosity
with c.271dupA in six cases with early disease onset. Based
on data from this study, the c.394C > T appears to be pro-
tective from developing an EO phenotype, although a still
greater number of LO subjects needs to be studied.
Analysis of the whole coding sequence of the MTHFR
gene in 41 patients with cblC defect did not reveal new
mutations and evidenced a frequent occurrence of two
known polymorphic variants, c.677C> T (p.Ala222Val)
and ¢.1298A > C (p.Glu429Ala). The distributions of all
genotypes followed the Hardy-Weinberg equilibrium. We
did not detect statistically significant differences when the
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Fig. 1. Allele distribution in a southern European study. Allelic variants in the MMACHC gene identified in ltalian (n = 24), Portuguese (n = 17) or Total
(n = 41) patients with chlC defect are represented as relative perceniage of total,

relative frequency of c.677C = T and c.1298A > C variants
were compared with reported data in Italian [7,8] and Por-
tuguese (9] individuals and with a subset of 25 Italian and
14 Portuguese controls—who were {ree of defects of cobal-
amin metabolism and MMA. The 677C allele occurred in
57% of the MMACHC alleles with an odd ratio (OR) of
1.55 [95% CI 0.87-2.85] whereas the 1298A allele
accounted for 80% of patients (OR = 1.62 [0.87-3]). The
677C allele was equally distributed among Italian and Por-
tuguese whereas the 1298A allele was slightly more fre-
quent in Portuguese (88%) than in Italian (75%)
(p=10.048). No correlation was found between age at
onset, the clinical phenotype and outcome of patients with
cblC defect, and MTHFR genotype.

Discussion

The recent identification of the gene mutated in cblC
defect (4] allowed the recognition of apparent phenotype—
genotype correlations as well as the association of muta-
tions with specific ethnicities as outlined in a large
French-Canadian study [10]. This new information proves
immediately useful for carrier-status detection in families
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where mutations are known, and in setting up initial
screening programs in molecular diagnostic laboratories.
Our study in 41 southern European individuals with
¢blC defect allowed us to confirm some of the previous
findings and to add some slightly different considerations.
Similarly to the large French-Canadian study [9], we found
that the ¢.271dupA mutation represents the most “com-
mon” MMACHC allele (55% total). This is particularly
true for EQ cases and implies that a quick testing for this
specific variant might have a high diagnostic yield. Also,
it would enable a confirmatory diagnosis reducing the need
of more laborious and time-consuming biochemical testing
in cultured cells. Despite a large number of EQ patients in
our study, we detected the ¢.331C > T mutation—so far
considered to be associated with this phenotype—only in
10% of cblC defect alleles. This finding differs from the
French-Canadian study (24% of EO alleles) most likely
because of the high number of cblC patients of Cajun back-
ground enrolled in that study. Consistent with data
observed in the previous multiethnic study [10], also in
the southern European patients we found that the
c.331C > T occurred only in ecarly-onset cases. In as far

as it concerns mutation ¢.394C > T—believed to be associ-
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Fig. 2. Distribution of the most frequent MM.A4CHC variants in this study according to their clinical presentation. Frequencies (%) are compared to thoss
derived from a previously published French-Canadian study [10], EQ, early-onset; LO, late-onset.

ated mostly with a late-onset discase—we found a relatively
high number of early-onset patients carrying this panethnic
variant. However, the presence of a number of compound
heterozygotes, in whom the age of onset is unpredictable,
calls for caution in the interpretation of our findings.
Therefore, the issues of genotype-phenotype correlation
remain to be further investigated.

We identified a single cblC allele harboring a novel
MMACHC variant (¢.544T > C, predicting a p.Cys182Arg
change), suggesting that the likelihood of detecting new
southern FEuropean variants is rather low. Molecular
strategies aimed at the simultaneous detection of the two
more common mutation (Le. ¢.27ldupA and ¢394C>T)
would be profitable since they might detect practically
the whole set of Portuguese patients, 75% of the Italian
cases and more than 50% of patients with different genetic
background. This iz beneficial in terms of achieving
rapidly a confirmatory diagnosis and reducing our current
reliance on a laborious biochemical test of the MMA
subtypes. These observations are particularly useful if
one considers the recent policies for expanded newborn
screening in MMAs [11,12]. In this regard, a guick testing
for the common ¢.271dupA mutation allowed the rapid
confirmation of two mfants {cases 6 and 17 in Table 1)
detected by expanded newborn screening. Application of
this strategy will be important to identify ¢blC infants
pre-symptomatically or early in the course of the
disease.

Remarkably, we found a prevalence of affected males
when compared to the published Quebec study [10], and
higher than expected in autosomal recessive mborn errors
of metabolism [13]. We have not clear explanation for this
phenomenon, and we did not record a high frequency of
female fetus or miscarriages in our kindred. It will be useful
to verify these findings in other population before investi-
gating further this point.

Given that it remains still questioned if other factors,
either genetic or environmental, may play a role in explain-
ing phenotypic expression and heterogeneity, we tested
whether MTHFR might influence the clinical presentation
in patients with cblC defect, a disorder that affects homo-
cysteine metabolism. MTHFR codes for methylenetetrahy-
drofolate reductase, a critical regulator of cellular
methylations by catalyzing the conversion of 5,10-methyl-
enetetrahydrofolate  to  S-methyltetrahydrofolate, the
methyl donor for the remethylation of homocysteine to
methionine. We found that common MTHFR polymor-
phisms (i.e. c.677C> T, ¢.1298A > C) did not influence
clinical presentation. However, we cannot exclude that
more subtle effects might emerge upon reconsidering the
complete spectrum of clinical features and metabolic find-
ngs in our patients.

In summary, we presented the genotype of 41 southern
European patients with ¢blC defect, their allele frequencies,
and showed additional arguments to genetic heterogeneity
and phenotypic expression. Although the identification of
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the gene defect per se does not predict straightforwardly
time and severity of disease appearance, our data corrobo-
rate the importance of a molecular testing. This will be
important for an accurate genetic counseling and to possi-
bly improve the natural course of the disease. Also, it
would enable a confirmatory diagnosis reducing the need
of complex, costly, laborious and time-consuming bio-
chemical testing in cultured skin fibroblasts.
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Discussao

5.1 - Contributo do Programa Nacional de Diagndstico Precoce para a

Evolucéo Clinica dos Doentes Metabdlicos

5.1.1 - Aspectos gerais

Os rastreios sdao uma pratica comum da medicina actual e visam um diagnéstico tao
precoce quanto possivel das patologias em fase pré-sintomatica ou subclinica, como
sucede na area da oncologia com os cancros da mama, do utero, da prostata e colo-
rectal. Assim, podemos afirmar que a Unica justificagcao para rastrear uma doencga é poder
obter algum tipo de beneficio a nivel clinico. Nas DHM, este beneficio esta totalmente
provado num grupo restrito de doencas e sdo poucas aquelas em que o rastreio foi

suspenso por auséncia beneficio (Wilcken B, 2011).

A demonstragdo inequivoca de ganhos efectivos no rastreio das DHM, esta repleta de
dificuldades. A necessidade de criar grupos de controlo ndo sujeitos a rastreio, para
definicdo de caso e para observar a histéria natural, é evidente mas dificil, dada a
necessidade de equidade no acesso a saude. Por outro lado, o nimero de diagndsticos
efectuados na sequéncia do rastreio € maior, com reconhecimento de fendtipos
provavelmente mais benignos em algumas das patologias, dificultando uma comparagao
correcta. Além disso, a necessidade de um periodo de seguimento longo, indispensavel
para afirmar o beneficio resultante, € um factor limitativo. Ha ainda a acrescentar a
limitagdo em termos de numero de casos, o que acarreta uma dificil analise estatistica

das amostras obtidas, dado tratar-se de doencas raras (Wilcken B, 2010).

Neste contexto, € importante a conjugacéo e divulgacdo de toda a experiéncia no
seguimento das doencas rastreadas, na tentativa de avaliar os ganhos efectivos para

cada uma delas.

Podemos afirmar que Portugal reine condi¢cdes apropriadas, sem problemas éticos de
descriminacao e desigualdade, causados pelo alargamento do rastreio, em contraste com
paises onde existem varios centros de rastreio com opcbdes proprias e painéis

heterogéneos.

A existéncia de centros de tratamento com profissionais experientes no tratamento e
seguimento destes doentes é também fundamental. Na Unidade de Doengas Metabdlicas

do Hospital Maria Pia do Centro Hospitalar do Porto, tive oportunidade de durante anos
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tratar e acompanhar a evolugcado de dezenas de doentes que foram diagnosticados de
forma sintomatica. O meu apoio e ligacdo a consulta de seguimento de doentes
rastreados com fenilcetonuria do Instituto de Genética Médica Doutor Jacinto de
Magalhdes, entre Abril de 1995 e Setembro de 1998 e a qual continuei ligada
posteriormente como consultora, deu-me também experiéncia no seguimento desta
doencga. O alargamento do rastreio a mais DHM, a partir de 2004, veio colocar novos
desafios no tratamento de doentes assintomaticos. Algumas doencas tém alta
probabilidade de ser benignas e o seguimento devera ser orientado de forma informada e

cuidadosa, mas sem causar iatrogenia na crianga e ansiedade na familia.

E compreensivel que o rastreio ndo inclua as mesmas doencas em diferentes paises e
que factores epidemiolégicos e econémicos justifiquem as diferentes opgdes. Assim se
compreende que o painel portugués inclua doengas como a argininemia e a 3HMG que

séo particularmente frequentes entre nés (Vilarinho et al., 2010).

5.1.2 - Aminoacidopatias e acidurias organicas

Das doengas do metabolismo das proteinas abrangidas pelo rastreio, serdo discutidas
apenas aquelas mais relevantes na nossa experiéncia e que fazem parte dos trabalhos

incluidos nos resultados.

Embora esta dissertacdo tenha como finalidade avaliar as repercussbes das novas
doencgas passiveis de diagnéstico por MS/MS, incluidas no painel portugués, referir-me-ei
brevemente a fenilcetonuria, que além de ser a base do sucesso a partir da qual se
iniciaram posterior e progressivamente todos os outros rastreios metabdlicos neonatais, €

a unica da qual se dispbe de um follow-up significativo a longo prazo.

Fenilcetonuria

O rastreio desta doenga, faz-se ha mais de 30 anos em Portugal e a incidéncia na nossa
populagao € de 1/10.082. O numero de doentes em seguimento no CGM (total de 160
sendo 139 rastreados), permite um conhecimento seguro dos dois grupos de doentes,
rastreados e nédo rastreados, e uma avaliagdo comparativa. Efectuei consulta de
seguimento destes casos durante trés anos e meio e tive oportunidade de conhecer
doentes pertencentes a varios grupos etarios, desde RN até a idade adulta, e perceber

todas as vantagens do rastreio em termos neuroldgicos, cognitivos, ganhos em qualidade
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de vida para os doentes e para a familia bem como as repercussées em termos sociais.
Com o passar dos anos e a entrada na adolescéncia e vida adulta, novas constatagdes e

novos desafios, inicialmente desconhecidos no inicio do rastreio, se foram colocando.

O diagnéstico dos primeiros casos de fetopatia (restricdo de crescimento intra-uterino,
microcefalia, cardiopatia congénita) alertou para o efeito tdxico dos niveis da Phe nos fetos
de maes com fenilcetonuria e para a necessidade de manter os valores deste aminoacido
muito proximo do normal durante a gravidez (Campistol et al., 1999). As doentes com
fenilcetonuria rastreadas em seguimento, acima referidas, e que ja deram a luz, fizeram-no
na sequéncia de uma gravidez programada e cuidadosamente monitorizada para evitar as
sequelas fetais. Presentemente, sdo seguidas quatro criangcas que tém 3 anos, 6 e 2

meses respectivamente e um desenvolvimento normal (dados nao publicados).

As alteracbes comprovadas a nivel da mielinizagdo cerebral, no comportamento e na
capacidade de desempenho, observados nos doentes quando suspendiam o tratamento
aos 6 — 7 anos de idade, como inicialmente foi aceite, levaram a concluir que o
tratamento nesta doenca deve ser vitalicio (Smith I, 1994). Entretanto, a investigagao
realizada tem demonstrado que, além dos efeitos neurotoxicos causados pelos niveis
elevados de Phe, a consequente deficiéncia de outros aminoacidos neutros no cérebro e
dos neurotransmissores (dopamina, norepinefrina e serotonina) estado também envolvidos
na regulagdo do humor, da emocao e da cognigcédo. E se é verdade que os efeitos dos
niveis plasmaticos de Phe elevados parecem diminuir com a idade, devido a uma maior
sensibilidade dos doentes mais jovens as flutuagdes nas concentracbes deste
aminoacido, alguns estudos mostram evidéncias de disfungdes neuropsicolégicas e
neurofisiolégicas, em doentes adolescentes e adultos tratados precoce e continuamente.
Estes adultos demonstram défices cognitivos especificos, alguns dos quais associados a
area frontal e temporal do cérebro (Paus et al., 1999; Smith e Knowles J, 2000; Anderson,
2010) que ndo podem ser justificados exclusivamente pela ndo adesdo ao tratamento.
Por isso, ao estudar estes doentes devemos ter em consideragcdo nao so6 os efeitos de
niveis de Phe elevados na cognicdao, mas também no funcionamento emocional e

comportamental.

A dieta restrita em proteinas, pode também a longo prazo, aumentar o risco de osteopose,
pela repercussao que a dieta restrita em proteinas tem na deposi¢cdo do calcio osseo
(Nagasaka et al., 2011).

Apesar destes problemas, a evolucdo e estado actual de conhecimento sobre
fenilcetonuria sao assinalaveis e os doentes sdo monitorizados de forma mais cuidada e

evoluem mais favoravelmente.
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Leucinose

A incidéncia desta DHM estimatimada, com base nos doentes sintomaticos é de 1/113 000
entre nos, sendo superior a descrita na literatura que é de 1/185 000. Este facto pode ser
explicado pelo elevado numero de casos identificados na populagédo de etnia cigana do sul
de Portugal. Com o rastreio sistematico, verificamos que a incidéncia é na realidade
superior, 1/86 000 (Quental et al., 2010), seguindo a tendéncia esperada de um maior
numero de doentes pré-sintomaticos em relagdo aos com diagndstico pos-sintomatico.
Provavelmente varios casos ndo eram diagnosticados atempadamente e faleciam sem

diagnéstico devido a evolugao rapida e fatal da patologia.

Estudos retrospectivos indicam que, para um desenvolvimento cognitivo normal o mais
importante é a precocidade de diagnéstico (le Roux etal., 2006) e a rapidez com que se

obtém niveis de Leu abaixo do valor critico de 1000 uymol/L (Simon et al., 2006).

Nos casos diagnosticados de forma sintomatica, ha um predominio de formas de
apresentacido neonatal com uma idade média na altura do diagnéstico de 15 dias (12 dias
nos casos diagnosticados no Hospital Maria Pia), que diminuiu para 11 dias com o rastreio.
Em relagdo ao valor médio de Leu aquando do diagndstico, foi de 2703 pmol/L nos nao

rastreados e 2145 pmol/L nos doentes rastreados.

O diagndstico de RN assintomaticos ou com sintomas iniciais ligeiros, como recusa
alimentar e letargia, como aconteceu com trés casos rastreados, permite uma abordagem
menos invasiva, a qual pode passar apenas pela depuragcao endégena, evitando manobras
de depuracao exogena que, além de serem dispendiosas, comportam riscos acrescidos
para o doente. Exemplo de uma evolucdo desfavoravel devido a dialise peritoneal, foi o
caso de uma doente que teve diagndstico aos 8 dias de vida, com encefalopatia grave e
valores de Leu superiores a 3000 pmol/L. Teve uma abordagem inicial favoravel com
melhoria do estado neuroldgico e valores de Leu inferiores a 1000 umol/L, mas devido a
uma peritonite, teve uma nova subida de Leu com deterioragdo neuroldogica e sequelas

graves permanentes (Martins et al., 2008).

O primeiro doente detectado no inicio do estudo piloto, tinha 20 dias de vida e evoluiu de
forma desfavoravel, com ataxia e atraso de desenvolvimento. Neste caso, decorreram 10
dias entre a data de colheita, que foi aos 5 dias de vida, e a data de recepgdo no
Laboratério Nacional de Rastreio. Este atraso no processamento analitico ocorreu porque
a ficha de diagnéstico tinha ficado retida no Centro de Saude. Constatou-se que havia

locais que aguardavam até obter um numero “suficiente” de fichas para as colocar no
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correio. Este caso contribuiu para que essa falha operacional fosse detectada e corrigida
pelo PNDP.

E importante que a abordagem terapéutica inicial seja protocolada de forma a que os
niveis de Leu descam o mais rapidamente possivel para niveis ndo neurotéxicos, e devera
ser efectuada necessariamente em centros de tratamento experientes. O seguimento a
longo prazo com protocolos uniformes e actualizados € também importante de forma a
manter valores de controlo 0 mais préximo possivel dos ideais e providenciar uma

actuacao rapida e eficaz nos episédios de descompensacao (Kner et al., 2011).

Os dados obtidos na nossa populagdo, vém corroborar que o rastreio para os casos de
leucinose com apresentagcdo classica € importante, uma vez que os niveis de Leu
encontrados no momento da admissao hospitalar estdo directamente correlacionados com
a idade no diagnéstico, sendo fundamental a precocidade para obter uma evolugéo clinica

favoravel.

Argininemia

O défice em arginase é extremamente raro a nivel mundial com uma incidéncia entre
1/363.000 e 1/1.000.000 (Brusilow e Horwich, 2001; Cederbaum e Crombez, 2010).
Contudo, antes da implementacao do rastreio alargado de DHM, ja havia entre nos dez
casos sintomaticos de argininemia diagnosticados (Vilarinho et al., 1990; Braga et al.,
1997; Fidalgo et al., 1997; Cardoso et al., 2001; Santos Silva et al., 2001), o que justifica a
sua inclusdo no painel portugués, contrariamente ao que sucede noutros programas de
rastreio europeus (Vilarinho et al., 2010). Efectivamente, em Portugal a argininemia é a
segunda doenga do ciclo da ureia mais frequente, a seguir ao défice em ornitina
carbamiltransferase, com uma frequéncia calculada ao rastreio de 1/181.558 (Relatorio
PNDP, 2010).

Na nossa Unidade de Doencas Metabdlicas, todos os doentes com défice em arginase,
diagnosticados de forma sintomatica, desenvolveram sintomatologia neurolégica, entre os
2 e 4 anos de idade, excepto no caso da doente com apresentacao hepatica neonatal, que
mantém um exame neurolégico normal aos 19 anos de idade (Martins et al., 2008). Esta
jovem, iniciou tratamento aos 2 meses de vida o que provavelmente tera protegido o
sistema nervoso cetral da exposi¢cao aos compostos guanidinicos neurotoxicos (Deignan et
al., 2010). Os doentes diagnosticados na sequéncia do rastreio, iniciaram tratamento em
meédia aos 16 dias de vida, tém actualmente 9 meses, 2 e 5 anos de idade, e registam um
desenvolvimento psicomotor e exame neuroldgico normais. Se para o ultimo doente a ser

diagnosticado € ainda cedo para emitir um parecer em relagéo a evolugao, para os outros
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dois podemos dizer que o diagndstico precoce foi vantajoso. A crianga mais velha tem uma
apresentacgao classica, e aos 5 anos de idade apresenta um exame neurolégico e imagem
cerebral normais. Nao tem registos de internamento por descompensacdo aguda e a
avaliacdo de QD é normal. A doente de 2 anos de idade teve uma forma de apresentagcao
neonatal e, embora aparentemente assintomatica, na primeira observagao ja apresentava
uma hiperamoniémia (Martins et al., 2010). Esta apresentagdo neonatal, que € rara na
argininemia, manifesta-se com um quadro de faléncia hepatica e encefalopatia sendo o
prognostico neuroldgico normalmente desfavoravel (Schiff et al., 2009). O rastreio neonatal
foi fundamental no progndstico, ao permitir o inicio de tratamento antes de se instalarem
lesdes neurolodgicas irreversiveis no doente. O exame neurolégico o QD sdo normais aos

dois anos de idade. A imagem cerebral é também nornal (Martins et al, 2011).

O Uunico caso de argininemia rastreado descrito na literatura, apresentava um
desenvolvimento e exame neurolégico normais aos 6 anos de idade (Edwards et al, 2009).
Outros casos identicados em rastreio familiar sugerem também que um tratamento iniciado
precocemente pode prevenir a instalacdo de lesdes neurolégicas (Cederbraum et al.,
2004).

A experiéncia adquirida, no tratamento de doentes com argininemia, permitiu-nos ser
pioneiros no transplante hepatico, que revelou ser a terapéutica de eleicdo para os casos
de doencga neurolégica evolutiva, apesar do tratamento conservador (Santos Silva et al.,
2001, Martins et al.,, 2005). Presentemente, a divulgacdo da nossa experiéncia no
tratamento e seguimento dos casos de argininemia rastreados é também extremamente
importante em termos cientificos e clinicos, podendo servir de orientagdo a outros grupos

com menor experiéncia nesta patologia.

Homocistinaria Cléassica

Contrariamente as demais patologias incluidas no painel portugués de rastreio neonatal
alargado, cuja incidéncia se verificou ser superior a previamente estimada, a
homocistinuria apresenta uma incidéncia de 1/544.675, passados 6 anos de rastreio com

apenas um caso positivo (Relatério PNDP, 2010).

O total de 7 doentes diagnosticados em idade pediatrica, detectados de forma sintomatica,
antes do inicio do rastreio, e em seguimento na regido Norte, sdo formas graves da
doenca, portadores da mutacdo T191M e resistentes ao tratamento com a piridoxina
(Martins et al., 2008), e nos quais os valores de Met na primeira semana de vida deveriam
estar teoricamente, aumentados. Apesar de, até a presente data, ndo terem sido referidos

casos de falsos negativos no despiste para esta doenca, sabemos que a homocistinuria
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pode evoluir de forma indolente, sendo os primeiros sintomas detectados apenas no inicio
da idade escolar (luxagao do cristalino), ou mais tardiamente, na adolescéncia ou mesmo
na idade adulta (acidentes tromboticos). Esta hipétese ndo pode ainda ser excluida, tendo
em conta o periodo de tempo que decorreu desde o inicio do rastreio alargado em
Portugal. Eventualamente o doseamento da homocistina na ficha de DP como segundo
marcador, pode reduzir os falsos negativos nesta doenga caso os mesmos existam (Gran
Schreier et al., 2010).

Aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica

Esta patologia, com uma incidéncia de 1/112.248, era a aciduria orgénica diagnosticada
com maior frequéncia em Portugal antes do inicio do rastreio neonatal alargado (Cardoso
et al., 2004). E uma doenca metabdlica com incidéncia particularmente elevada no Médio

Oriente e norte de Africa (Barosh et al., 1990), sendo rara na maioria dos paises europeus.

Uma revisdo do total de 13 doentes portugueses diagnosticados em fase sintomatica
(Cardoso et al., 2000), mostra uma mortalidade de 20%, sobreponivel a descrita na
literatura, sendo ainda de referir na histéria familiar outras criancas falecidas de forma
aguda e com etiologia ndo esclarecida, mas com possibilidade de serem afectadas da
mesma DHM. Segundo a literatura, existe ainda um risco significativo de sequelas

neuroldgicas com atraso cognitivo nos doentes com 3HMG (van der Knaap et al., 1998).

As duas criangas diagnosticadas na sequéncia do rastreio e em seguimento na Unidade de
Doencas Metabdlicas do Hospital Maria Pia iniciaram o tratamento, em média, ao quinto
dia de vida. Estavam assintomaticas e sem alteragcbes bioquimicas detectaveis
(hipoglicemia, acidose metabdlica ou hiperamoniémia). Tém actualmente 2 e 5 anos de
idade, crescimento normal, exame somatico, neurologico e desenvolvimento psicomotor
normais (avaliacdo de desenvolvimento efectuada com a escala de Griffiths - dados ndo
publicados). A progressédo do perimetro cefalico esta dentro dos percentis normais, sem
macrocrania, e a imagem cerebral ndo mostra evidéncia de atingimento da substéncia
branca, a qual esta descrita em alguns doentes aparentemente assintomaticos (van der

Knaap et al., 1998). O exame oftalmolégico € também normal.

O diagnostico precoce de 3HMG pode reduzir a elevada mortalidade associada ao primeiro
episédio de descompensacao, bem como a morbilidade decorrente das situagdes de
descompensagao graves posteriores e tem vantagens a curto prazo. Em relagdo a
evolugcdo a longo prazo, nomeadamente ao atingimento neuroldgico, € necessario um

follow-up criterioso de todos os doentes com avaliagdo seriada por neuropediatria,
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neurofisiologia e imagiologia cerebral, no sentido de avaliar adequadamente a evolugao

dos casos diagnosticados precocemente.

Acidurias metilmalénica e propidnica

No universo das DHM actualmente passiveis de rastreio, o grupo das acidurias organicas
classicas (metilmaldnica, propidnica e isovalérica), é formado por doengas cujos beneficios
do rastreio neonatal sdo particularmente discutiveis. Na sua forma de apresentacao
precoce, cerca de 50% dos doentes estdo ja sintomaticos ao 42 dia de vida e as
terapéuticas existentes parecem melhorar a sobrevida a curto prazo, mas nao alteraram as
repercussdes neurologicas e do desenvolvimento observadas mais tardiamente (Leonard
et al., 2003, Ogier de Baulny, 2005)

Em 2006 Dionisi Vici e colaboradores e o grupo de Horster em 2009 mostraram que em
doentes diagnosticados na sequéncia do rastreio neonatal havia uma morbilidade menor e
uma evolucao mais favoravel quer nas formas de apresentacaotardia quer nas formas com
apresentacao clinica neonatal. O diagnéstico mais precoce permite reverter o quadro
encefalopatico rapidamente e obter assim um desenvolvimento psicomotor normal num
numero superior de doentes. Posteriormente o controlo rapido dos episodios de

descompensacgao é também fundamental na evolugéo a longo prazo.

Os nossos doentes com formas neonatais sintomaticas, , foram internados muito
precocemente, entre o 3° e 6° dias de vida, altura em que ainda nao tinham efectuado a
colheita para o “teste do pezinho”. A forma tardia da aciduria metilmalénica respondeu ao
tratamento com a vitamina B12 e o exame somatico e neurolégico sdo normais, aos 12
anos, bem como o desenvolvimento cognitivo (Martins et al.,, 2008). Dos doentes
identificados no rastreio, estd apenas em seguimento uma crianga de 4 anos com aciduria
isovalérica, que é portadora da mutagao c.932C>T associada a uma apresentacao benigna
e eventualmente assintomatica e que tem sido descrita frequentemente em doentes
rastreados (Ensenauer et al., 2004). A doente ndo efectua qualquer tratamento de base e
tem somente indicacéo para em periodos de maior stress metabdlico aumentar o aporte de
hidratos de carbono, uma vez que foi observada uma tendéncia para desenvolver
cetonuria e acidose metabdlica nas situagdes mais exigentes em termos fisioldgicos

(dados nao publicados).

As acidurias metilmalénicas por alteragcdo do metabolismo da vitamina B12 -
variantes C (Cbl-C) sdo particularmente frequentes nos distritos de Porto e de Braga.

Seguimos na Unidade do Hospital Maria Pia um total de 6 doentes diagnosticados de

forma sintomatica. Destes, apenas um teve manifestagbes no PNN com hipoglicemia,
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acidose metabdlica e hipotonia. A evolucao foi desfavoravel com atingimento neurolégico e
oftalmoldgico graves. Dos cinco casos com manifestacées mais tardias, quatro tém clinica
neurolégica com atraso cognitivo moderado e epilepsia e um apresenta um
desenvolvimento cognitivo normal (Martins et al., 2008). Tal como descrito noutras séries
(Martinelli et al., 2011), verificamos que nestes doentes mesmo apds normalizagao
bioquimica, ndo ha uma regressdo completa do quadro nomeadamente da clinica
neurolégica. E possivel que estes casos (mais tardios) tivessem beneficiado com um
tratamento iniciado mais precocemente, no entanto, de acordo com a bibliografia as
variantes de apresentacgao tardia ndo tém uma resposta ao tratamento tao favoravel como

as formas da aciduria metilmaldnica classica (Fowler et al., 2008).

Foram detectados trés casos de défice da Cbl C no PNDP (através de um aumento da
propionilcarnitina) sendo o Unico falso negativo do rastreio alargado em Portugal,
identificado até a presente data, um caso de défice em Cbl D, forma tardia, diagnosticado
com clinica neurologica aos 8 meses de vida. Segundo a literatura, a execugdo de testes
adicionais, em que se doseie o AMM, a homocisteina e a Met na ficha de diagnéstico
precoce, vai contribuir para reduzir os falsos negativos quando o marcador primario nao for
conclusivo (Shigematsu et al., 2010; Weisfeld-Adams et al., 2010). Para colmatar estas
situagcbes ja é executado por alguns centros o rastreio simultdneo em sangue e urina
recolhida na primeira semana de vida, como é o caso de Centro de Santiago de

Compostela em Espanha (Cocho et al., 2010).

Efectivamente, dado o facto de a colheita ser efectuada muito precocemente entre o 3° e
5° dia de vida, podem ocorrer falsos negativos nos casos com apresentacéo tardia ou
intermitente (Bhattacharya et al., 2006), nomeadamente na leucinose e nalgumas acidurias
organicas como a metilmalénica por défice no metabolismo da cobalamina em que as

manifestacdes clinicas podem surgir alguns anos ou décadas mais tarde.

Em termos de estudo retrospectivo, nao foi possivel uma avaliagdo por MS/MS dos valores
de propionilcarnitina da ficha de rastreio dos doentes sintomaticos com aciduria
metilmaldnica por défice da vitamina B12, por estes terem nascido antes do inicio do
rastreio alargado no nosso pais e as respectivas fichas ja ndo terem qualidade que o

permitisse.

5.1.3 - Defeitos da B-oxidagdo mitocondrial dos acidos gordos

Neste segundo grupo de patologias abrangidas pelo rastreio, serdao discutidas apenas

aquelas com maior frequéncia no nosso pais, ou aquelas nas quais foram elaborados
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registos a nivel nacional e que fazem parte dos artigos incluidos no capitulo dos

resultados.

Défice em MCAD

O rastreio desta doencga é globalmente aceite nos paises ocidentais que efectuam rastreio
por MS/MS. Dos 24 erros hereditarios do metabolismo que fazem parte do painel
portugués de DHM rastreadas por espectrometria de massa, o défice em MCAD € o mais
frequente: 1/9.977 (Vilarinho et al., 2010). Os 6 doentes em seguimento na nossa Unidade
de Doencas Metabdlicas, tém entre 10 meses e 6 anos de idade e apresentam
crescimento estatoponderal, bem como desenvolvimento psicomotor e cognitivo normais
(Martins et al., 2009; Nascimento et al., 2009). Nao ha registo de descompensacgdes e os
internamentos efectuados ocorreram por situagdes de infeccdo, associadas a recusa
alimentar e vomito, com necessidade de fluidoterapia endovenosa para evitar

descompensacao (total de seis internamentos, quatro de curta duragao).

O seguimento destes doentes esta de acordo com o que foi descrito noutras séries (Hass
et al.,, 2007; Ratzel et al.,, 2005). Com a introducdo no rastreio neonatal do défice em
MCAD, a mortalidade associada, que era de 30% no primeiro episddio de
descompensacao, desceu para niveis praticamente nulos, e a morbilidade causada pelas

alteragcdes metabdlicas diminuiu significativamente (van der Hilsst et al., 2007).

MADD

E a mais grave das doencgas da B-oxidagdo mitocondrial dos acidos gordos, estando
associada a uma mortalidade e morbilidade elevadas sobretudo nas formas de
apresentagdo precoce (Schiff et al.,, 2006). A sua inclusdo nos programas de rastreio

neonatal é objecto de debate e a sua efectividade equacionada (Angle e Burton, 2008).

Nos casos de apresentacdo mais precoce, com inicio ainda na vida intra-uterina e
evidentes logo apés o nascimento, com quadros de dismorfia e hipotonia, habitualmente
fatais nos primeiros dias de vida, € consensual que o rastreio neonatal ndo apresenta
beneficio directo na evolugdo da doenga (Vockley J, 2008). Os trés casos de MADD
sintomaticos, referidos no capitulo dos resultados (artigo 6 - resultados) morreram na
primeira semana de vida. Nos casos assintomaticos aquando do rastreio, os marcadores
bioquimicos ndo nos permitem avaliar, de uma forma evidente, o potencial de gravidade da

doenca. O risco de morte subita no primeiro ano de vida é elevado, como aconteceu com
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uma doente nossa e pode ocorrer em criangas tratadas, que aparentemente estao bem ,
sendo desencadeada por gastroenterites ou outras intercorréncias infecciosas,
aparentemente banais (Angle e Burton, 2008). Pelo contrario, nos casos de evolugdo mais
arrastada e silenciosa com miopatia progressiva, o tratamento é eficaz sobretudo nas

formas que respondem a riboflavina (Ohkuma et al., 2009).

As formas de apresentagcao mais tardia, com marcadores bioquimicos presentes de modo
intermitente, podem dar falsos negativos no rastreio neonatal e na investigacdo metabdlica

efectuada fora da crise (experiéncia pessoal).

Dos casos que seguimos, fica a nogao de que o rastreio da MADD é importante, devendo
ser orientado por protocolos de tratamento mais interventivos, com ensinamento detalhado
a familia e associado a estudos moleculares que podem ser orientadores em relacdo ao
prognoéstico se houver correlagcdo gendtipo-fenétipo. A avaliacdo do atingimento
multiorganico é importante mas nao permite excluir o risco de morte subita, por arritmia,

em doentes que tém coragao com morfologia aparentemente normal.

Défice em SCHAD

Nos resultados, apresentamos uma compilagédo dos casos publicados desta patologia rara,
recentemente descrita, e que consiste num defeito da p-oxidagao mitocondrial dos acidos
gordos (Martins et al., 2011), causado por défice na desidrogenase dos hidroxiacidos de
cadeia curta. Descrevemos, detalhadamente, a histéria clinica, fenétipo e gendtipo de
quatro doentes portugueses, provenientes de duas familias ndo relacionadas, e que foram
diagnosticados sintomaticamente. A recuperagao da ficha de diagnéstico precoce do ultimo
doente e a analise do sangue remanescente permitiu verificar que um dos marcadores
bioquimicos da patologia, hidroxibutirilcarnitina (C40H), ja se encontrava elevado no
momento da colheita para rastreio neonatal. Este novo dado € importante pois foi a
primeira vez que se pode evidenciar a presenca deste marcador em doentes com défice
em SCHAD no periodo neonatal, abrindo uma porta a inclusdo de mais uma patologia da
B-oxidagdo no PNDP.

Posteriormente, e com base nesta experiéncia, foi detectado no rastreio um aumento da
concentracao de C40H, numa outra crianga no periodo neonatal, que se veio a confirmar
ter também défice em SCHAD (Marques et al., 2008). Assim, apesar do défice em SCHAD
nao fazer parte do painel oficial de doencas rastreadas, a sua suspeita e diagndstico
precoce é possivel, como foi comprovado por estes dois casos, evitando os episédios de
hipoglicemia e convulsdes associados ao hiperinsulinismo caracteristico do fenétipo, que

podem ocasionar lesdes neuroldgicas irreversiveis (Di Candia et al., 2009). Acrescente-se
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que o tratamento é econdmico e facil de administrar e a raridade da patologia nao é factor

limitante no actual enquadramento do rastreio de DHM por MS/MS.

5.1.4 — Monitorizag&o bioquimica dos doentes

Em varias das doengas diagnosticadas no rastreio, fenilcetondria, argininemia,
hipermetioninémia, tirosinemias, défice no transportador da creatinina, défices em MCAD
e LCHAD e MADD ¢é possivel fazer o follow-up bioquimico basico dos doentes através
dos marcadores doseados no sangue do cartdo. A colheita é feita pelos pais no domicilio,
de acordo com a periodicidade combinada com o médico, e enviada pelo correio para a
Unidade de rastreio neonatal que fornece o resultado rapidamente, permitindo ajustar a
terapéutica telefonicamente. Este tipo de controlo € minimamente invasivo e confortavel
para o doente e para a familia, pois ndo ha necessidade de deslocacdo do doente ao

hospital nem interferéncia com as actividades diarias das respectivas familias.

5.2 - Importancia do Rastreio Alargado nas Familias

A expectativa dos pais em relagdo a um RN é sempre grande e a comunicagao de que

algo podera nao estar bem, constitui um momento de elevado stress.

O facto dos resultados anormais no rastreio serem comunicados aos casais por
profissionais experientes, conjuntamente com informagao apropriada sobre a situagao,
reduz a ansiedade dos pais e aumenta a seguranga da familia quanto ao futuro. Permite
ainda que sejam feitas rapidamente as colheitas necessarias para confirmacado do
diagnéstico, seja iniciado precocemente o tratamento e que o seguimento da crianga a

longo prazo seja o mais adequado.

O sindrome da crianga “vulneravel”, que consiste em tratar situagdes benignas como se
fossem doencas graves (Waisbren et al., 2003), descrito para a 3-metilcrotonilglicinuria e
para as formas mais ligeiras de citrulinemia e aciduria isovalérica, € menos evidente com
0 passar dos anos pela maior seguranga que os clinicos foram adquirindo no seguimento
de criangas assintomaticas detectadas, com base nas alteragbes bioquimicas no rastreio.
Mesmo na auséncia de qualquer tratamento, o seguimento destes casos € importante
para o conhecimento da histéria natural da doenca e para o alerta preventivo das
situagcdes de stress metabodlico. Estes cuidados, sem serem invasivos, podem evitar

situacdbes de morbilidade e mortalidade com intervengbes minimas. Perante o
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desconhecimento da evolugédo a longo prazo, € mais grave a negligéncia que a atitude

vigilante, embora tentando ser minimamente interventivo (Wilken et al., 2009).

O rastreio familiar e diagnéstico dos casos assintomaticos em risco de desenvolver
sintomas em qualquer idade, por vezes com mortalidade elevada, é especialmente
importante e foi frequente para as doencas da B-oxidagdo dos acidos gordos, em
particular para o défice em MCAD. Estdo em seguimento na consulta 4 casos desta
DHM detectados no rastreio familiar (Nascimento et.al, 2009). A avaliagdo das familias
permitiu também reconhecer doentes sintomaticos, ainda sem diagndstico, em
seguimento noutras consultas n&o especializadas. Entre estes, realgamos o pai de um
doente com MADD diagnosticado no rastreio, a quem foi detectada a doenca aos 32
anos, apos multiplos internamentos e avaliagdo em varias especialidades e que esta
clinicamente bem, apds inicio de tratamento (artigo 6 - resultados), e uma crianca de 8
anos de idade com tirosinemia tipo Ill com hiperactividade e défice de atencdo que esta

também actualmente em tratamento (dados nao publicados).

O doseamento da Met no rastreio permite detectar alteracbes da remetilagdo deste
aminoacido. O défice em metionina adenosiltransferase (MAT) na sua forma de
transmissdo dominante é particularmente frequente, estando em seguimento 12 criancas.
Todas as criangas afectadas apresentam uma elevacao ligeira da homocisteina total
(artigo 8 - resultados). Este facto, faz com que neste défice haja um risco acrescido de
acidentes trombaéticos em idade jovem (Linnebank et al., 2005), tal como se constatou na
recolha da histéria familiar (Martins et al., 2007). Neste estudo, foram também
identificados outros familiares com a mesma alteragao, estando indicada uma abordagem
personalizada de acordo com os factores de risco eventualmente associados (Barié |,
2009).

Varios casos de DHM materna tém também sido detectados no rastreio (Vilarinho et al.,
2010). Os primeiros trés casos de aciduria glutarica tipo | foram detectados na sequéncia
da investigagdo de valores baixos de carnitina livre no recém-nascido e estdo descritos
nos resultados (Garcial et al., 2008). Outros casos de doenga materna tém sido
identificados, quer pelos baixos niveis de carnitina (défice primario em carnitina, défice
em MCAD) ou pelos valores elevados de 3-hidroxi-isovalerilcarnitina (C50H) na
metilcrotonilglicinuria (Schimmenti et al., 2007, Leydiker et al., 2011, Gibson et al., 1998).
Estes diagnosticos maternos foram confirmados por estudos enzimaticos e/ou
moleculares e as maes encaminhadas para Centros de Tratamento de adultos, onde

iniciaram terapéutica sempre que justificado.
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O diagnostico do caso index no rastreio possibilita um aconselhamento genético e
permite um diagnédstico prénatal se necessario. Este ponto é extremamente importante
para a familia, uma vez que a informacdo permite uma atitude preventiva. E esta
perspectiva que leva os pais a considerarem licito a introdugao no rastreio de doencas

nao trataveis (Plass et al., 2010).

5.3 - Interesse do Estudo Epidemiolégico nas Novas Doencas

Rastreadas

Uma das vantagens da centralizagdo do rastreio num centro Unico, como sucede em
Portugal, € a reducdo de custos por analise, dada a maior rentabilizacdo dos
equipamentos, aproveitamento de reagentes e formacao do pessoal, dado o trabalho em

larga escala.

Para além disso, o rastreio neonatal sistematico centralizado, permite concentrar e
processar a informacao de uma forma global e obter uma imagem mais real da incidéncia

destas patologias numa populagao.

Os estudos moleculares efectuados a nivel nacional para a leucinose (Quental et al.,
2008), argininemia (Cardoso et al., 2001), fenilcetonuria (Riviera et al., 2000), 3-HMG
(Cardoso et al., 2004), Cbl C (Nogueira el al., 2008) e MADD (artigo 6 — resultados),
permitem-nos conhecer as caracteristicas da nossa populacao, estabelecer a correlagao
gendtipo-fendtipo existente em algumas doencas e € importante na classificagcado dos
subtipos de doenca, na resposta aos cofatores enzimaticos e na monitorizagcdo clinica
posterior. Permite-nos ainda oferecer as familias um aconselhamento genético e um
diagnéstico prénatal. Nas doencas em que o diagndstico prénatal tem que ser feito por
biépsia das vilosidades coridnicas ou cordocentese, como € o0 caso da leucinose, a
identificacdo da mutacdo no caso index permite oferecer um prénatal menos invasivo
como aconteceu com um dos nossos doentes (Quental et al., 2007). Estes estudos
publicados, foram feitos essencialmente nos doentes sintomaticos e agora terdo que ser
comparados e completados com os resultados obtidos nos doentes rastreados, de modo a
obter um conhecimento mais completo da populagdo portuguesa. Efectivamente, s6 o
rastreio, ao permitir-nos conhecer todos os casos de uma determinada patologia, desde os
mais graves que anteriormente faleciam no PNN sem diagndstico etiolégico ou com falsos
diagnésticos, as formas menos graves, que por serem assintomaticas ou oligosintomaticos

nao eram também diagnosticadas, nos pode levar ao verdadeiro conhecimento do nosso

166



Discussao

patriménio genético (Wilken B, 2011). E agora importante continuar a fazer o follow-up

criterioso, que nos permita uma analise fidedigna a longo prazo.

Na 3-HMG esta bem patente a nossa heranga arabe e os nossos doentes sao
maioritariamente portadores da mutacao E37X, descrita na populacédo arabe e no sul de
Espanha (Mitchell et al.,1998, Casals et al., 1998). Esta associagao ¢é frequente entre nds e
também nos paises para onde a emigragédo portuguesa ocorreu, como € o caso do Brasil
(Vargas et al., 2007) e Canada (Cardoso et al., 2000), onde tem sido diagnosticada em

criancas filhas de emigrantes agorianos.

Ha patologias que tém uma maior incidéncia na populagédo de etnia cigana como acontece
no défice em MCAD e na leucinose. Na primeira, este predominio acontece em todo o
territério portugués. Na segunda, este predominio esta restrito a zona sul do Tejo e esta
associado a mutagdo ¢.117delC no gene BCKDHA, que também ¢é frequente no sul de
Espanha (Quental et al., 2008).

Ha doencgas como a MAT e a aciduria metilmaldnica por défice da Cbl C e D, que tém uma
grande incidéncia, numa area muito restrita. Na regido norte todos os casos de aciduria
metilmalénica por défice da Cbl C sdo oriundos dos distritos de Porto e Braga e todos os
de MAT sao dos conselhos de Mirandela, Valpacos e Macedo de Cavaleiros. Estas
situagdes, podem talvez ser explicadas pelo isolamento e consanguinidade nas pequenas

comunidades ou eventual efeito fundador (artigo 8 — resultados).

Além da importancia epidemioldgica e da utilidde preditiva e preventiva, o estudo
molecular é fundamental na nova medicina molecular personalizada. A avaliagdo
estrutural e funcional ao mostrar como a mutacao interfere na ac¢ao da enzima alterada
permite procurar terapéuticas génicas e farmacolégicas (vitaminas, cofactores e
substancias sintéticas), no sentido de minimizar o efeito da mutagcdo na fungao
enzimatica. Foram efectuados estudos de analise estrutural, um para a leucinose e outro

para a MADD que estao incluidos nos resultados (artigos 6 € 10 dos resultados).

5.4 - Alargamento do Rastreio a Novas Patologias

A nivel mundial, o numero de doencas rastreadas varia de pais para pais, € no mesmo
pais ainda conforme as provincias, consoante o painel aprovado para 0s mesmos. Em
muitos casos, 0s painéis nao estao fechados, pelo que mais patologias podem ser
incluidas ou retiradas em fungao dos resultados encontrados e de uma reflexdo cuidada
sobre os mesmos, bem como da evolugéo, n&o so6 técnica mas também do conhecimento

que vamos adquirindo sobre as DHM e comportamento dos seus biomarcadores no
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periodo neonatal. Assim, por exemplo, a 3HMG foi retirada do painel do rastreio alemao e
o rastreio da aciduria glutarica | foi adicionado ao painel inglés. Também no nosso pais,
na sequéncia do diagndstico de varios casos de défice em SCHAD (Martins et al., 2011)
e do doseamento retrospectivo das acilcarnitinas na ficha de DP ter mostrado a presenca
do marcador C40H, foi possivel diagnosticar um caso no rastreio e ponderar incluir esta

patologia no nosso painel.

A realizagdo de estudos de custo beneficio analisando cada doenca por si mas também
globalmente ja mostrou a vantagem em paises que rastreiam em simultdneo mais de 20
doencas como é o caso da Australia e Canada (Norman et al.,, 2009 e Cipriano et al.,
2010).

Ha doencas metabdlicas trataveis, cuja frequéncia é comparativamente elevada, mas que
nao é possivel rastrear por MS/MS porque ndo existe um marcador de rastreio que seja
fidedigno. E o caso do défice em ornitina carbamiltransferase, em que a diminuicdo da
citrulina estd associada a uma percentagem enorme de falsos negativos que nado é
compativel com a inclusdo no DP, com os marcadores actualmente disponiveis (Cavicchi
et al., 2009). Estas doencas colocam desafios no sentido da descoberta de novas

abordagens que permitam a sua inclusao no futuro.

Nas doencgas para as quais ndo existe um tratamento, é relativamente consensual a sua
nao inclusao nos painéis de rastreio. Ha porém quem advogue que a informagao sobre a
sua existéncia seria util para a crianca, evitando manobras de diagndstico mais invasivas
para esclarecer a etiologia, além de permitir a familia um conhecimento e um
aconselhamento genético atempado, evitando outros nascimentos de mais filhos com o

mesmo EIM.
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Novas oportunidades representam novos desafios e este principio também se aplica no
alargamento do rastreio neonatal as novas patologias. E utépico pensar-se em iniciar um
programa de rastreio, apenas quando ha a certeza de quais os beneficios que se vao
obter. Na realidade parte-se de um planeamento que visa atingir determinadas metas e
simultaneamente avaliar os beneficios associados. Esta pratica, exige um follow-up longo
e cuidado e a certeza de que o tratamento é efectuado da melhor forma e por
profissionais experientes. Prova da necessidade de um seguimento ao longo de varios
anos sao os desafios e imprevistos com que se tem deparado o rastreio da fenilcetonduria,

que é efectuado no nosso pais ha mais de trés décadas.

A utilizagdo da MS/MS permite um diagndstico mais rapido e menos invasivo que as
metodologias classicas e & importante para conseguir um diagnéstico, que seja tanto
quanto possivel, pré-sintomatico. Podemos considerar dois tipos de beneficio, para os
doentes que advém desta intervengao: (i) aquele que é obtido a curto prazo e (ii) aquele

que se vai reflectir a longo prazo, na qualidade de vida dos doentes com DHM.

A curto prazo, concluimos que o rastreio é vantajoso nos casos de leucinose, argininemia
e défice em MCAD. Na leucinose, porque o diagndstico mais rapido reduz o tempo a que
0 sistema nervoso central fica exposto a toxicidade da Leu e diminui assim a
probabilidade de sequelas neurolégicas futuras. Na argininemia o tratamento iniciado
precocemente evita as lesdes agudas irreversiveis, causadas pela toxicidade da aménia
nas formas de apresentacdo neonatal, e as lesdes cronicas e progressivas causadas
essencialmente pelos compostos guanidinicos nas formas infantis. Ja no défice em
MCAD a reducao dramatica da mortalidade e morbilidade, associado ao facto de ser uma
doenca relativamente frequente e ter um tratamento minimamente invasivo e pouco

dispendioso, fazem dela a doenca rastreavel por exceléncia.

Ainda é cedo para comparagdes generalizadas de evolugdo a longo prazo. No entanto,
verifica-se que o seguimento de longa duracdo é fundamental na validagao dos ganhos
do rastreio alargado e na decisao futura das patologias para as quais os beneficios sao
efectivos. O uso de protocolos de seguimento e tratamento que contemplem o actual
conhecimento da doenga sédo fundamentais para ter a certeza que nenhum aspecto é

descurado.

Ao longo do periodo de tempo em que decorreu o presente estudo, foram feitos menos
diagnésticos sintomaticos de DHM do que nos anos anteriores, como seria de esperar,
mas também o numero de internamentos por descompensacao aguda esta a diminuir,
mostrando que o rastreio esta a diminuir as crises de descompensacao e por conseguinte

as sequelas devidas ao periodo mais ou menos arrastado que mediava entre a crise
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inaugural e a instituicao do tratamento. Com a deteccao da patologia através do rastreio
neonatal, a qualquer momento que surja a primeira crise segue-se a instituicao pronta do
tratamento adequado, o que tem iniUmeros beneficios para o doente, para a familia e para
os servicos de saude. Os casos que beneficiaram de rastreio familiar usufruiram
indirectamente do programa pois, apesar de nao terem feito rastreio alargado,
beneficiarem de um diagnostico atempado que de outra forma poderia ter sido feito ja

numa fase de grave atingimento neuroldgico.

Acresce-se que o rastreio permitiu identificar patologias que nao tinham sido previamente
diagnosticadas na nossa populagdo, como a aciduria isovalérica, 3-metilcrotonilglicinuria
e o défice em VLCAD. A Uultima, beneficiou de metodologia apropriada ao estudo das
acilcarnitinas, que nao estava anteriormente disponivel. Quanto as duas outras DHM, séo
situacbes de fendtipos pouco severos que poderiam passar despercebidos e nunca ser
sujeitas a estudo metabdlico. Assim, um conhecimento mais aprofundado das patologias
metabdlicas na populacdo portuguesa e da sua epidemiologia, tem sido conseguida na
sequéncia do rastreio alargado, permitindo o reconhecimento de formas ligeiras
associadas a mutacgdes especificas. Foi também possivel aprofundar o conhecimento de
varias patologias, nomeadamente da argininemia, défice em SCHAD e MADD, cujo
interesse cientifico foi reconhecido com a publicagado dos respectivos artigos em revistas

internacionais indexadas.

O facto das DHM serem patologias raras, reveste os estudos multicéntricos e a
colaboragcdo em bases de dados internacionais de uma importancia fundamental. Varios
dos artigos que fazem parte dos resultados desta dissertacdo, foram elaborados em

colaboragdo com outros centros e déao-nos uma perspectiva nacional das patologias.

Fica-nos a certeza de que com o painel actualmente disponivel no rastreio, estao
cobertas grande parte das doengas do metabolismo intermediario no nosso pais. A
comunicagao do resultado anémalo a familia, por parte de um clinico experiente no
diagnostico e tratamento destas patologias, o0 acompanhamento da equipa
multidisciplinar, o caracter gratuito da medicagao/alimentagédo, o aconselhamento e
estudo familiar quer a nivel bioquimico quer genético e a possibilidade de diagnéstico
pré-natal, fazem desta intervencéo integrada na area da pediatria, uma mais-valia para os
doentes metabdlicos portugueses, ao nivel do melhor que se disponibiliza no continente

europeu.
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Anexo |

Tabela A - Doengas tipo intoxicagio

| Equilibrio acido-base
| Combur

[ Cromatografia de aminoacidos plasmaticos

| Informacao Geral Iniciais: [Diagnostico:
Sexa: Idade de diagnostico:
Nome do médico:
Centro de tratamento:
| Historia familiar (irmios afectados, nado-mortos)
: Pais consanguineos? (Grau de parentesco?)
| Periodo perinatal:
[Gravidez (complicagBes)
| Duragiio da gravidez (semanas de gestagiio)
. Peso ao nascimento (percentil)
| Perimetro cci"::a]icu"(pcrcun'lil)
Indice de APGAR
' Diagnostico
| Valores iniciais no rastreio
| Valores de confirmagdo no rastreio
Idade de inicio dos primeiros sintomas
| ﬁeterminaéﬁes analiticas ao diagnostico:
Alteragdes hematologicas Hb: MCV:
Leucdcitos: Plaquetas:
- Alterages bioquimicas Glicose Ureia/Creatinina
TGOMTGP [onograma

Cromatografia de aminoacidos urinarios

Cromatografia de dcidos orgéinicos urinarios

Aménia

| Lactato
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Anexo |

Sintomas periodo neonatal Se sim especificar

| Recusa alimentar

[ Sintomas vegetativos (apneia, bradicardia, hipotermia)

Hipotonia

| Letargia / Coma

Movimentos involuntarios / Convulsdes

| lctericia ndo fisiologica
Dismorfias

| Outrues

. Sintomas tardios

Ma eveolugio estaturo ponderal (percentil)

| Atraso mental (ligeiro. moderado, grave)

Micro/Macrocefalia

| Epilepsia
[ Alteragdes no tonus

| Outras alteragdes neuroligicas

Alteragdes comportamento

[ Cardiomiopatia

[ Alteragdes fungio hepatica

| Alteragdes fungio renal
[ Alteragdes textura cabelo e unhas
[ Qutras alteragdes

[ RMN cerebral (idﬂdc ¢ cjcsn:rig;.?m).
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Tratamento

Restrigao proteica (g proteina/’kg/dia)
[ Mistura de aminoacidos (tipo, g/kg/dia)
[ Cofactores enzimaticos (tipo & dose)

| Camitina (mg/kg/dia)

- Suplementos em ferro

Suplementos vitaminicos

[ Qutros

'. Evdlucﬁo clinica

Numero de consultas programadas (por ano)

Outras consultas (por ano)

Internamentos apds diagnostico

(numero de descompensagdes)

| Complicagfes

Controlo metabolico:

Limites:

Média:

| Cromatografia de aminoacidos plasmaticos/urinirios
| Cromatografia de 4cidos orgnicos urinrios

| Camnitina plasmética

[ Outros

[ Outros comentirios:

Data:
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Tabela B - Doencas da p oxidacio mitocondrial dos icidos gordos

Informacio Geral

| Historia Tamiliar (irmiios alectados, nado-morios)

| Pais consangui.neos? (Grau de pareniesco?)

' Periodo perinatal:

Inicims:

Diagnostico:

Sexo:

Idade de diagnostico:

Nome do medico:

Centro de tratamento;

Gravidez (complicagbes)

Dwragéio da gravidez (semanas de gestagiio)

| Peso ao nascimento (percentil)

| Perimetro cefélico (percentil)

| indice de APGAR

| Dia gnostico

Valores iniciais no rastreio

Valores de confirmagiio no rastreio

| Tdade de inicio dos primeiros sintomas

Determinagdes analiticas no dingnostico:

' Alleraglies hematologicas

| Alteragbes bioq uimicas

Hb:

Leucdcitos:

Glicose

TGOTGP

MCV:
Plaguetas:
Ureia/Creatinina

lonograma

Equilibrio dcido-base

Combur

Actlearnitinas

Carnitina

Cromatografia de acidos orginicos urinarios

Amonia
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Lactato

Sintomas periodo neonatal

Se sim especificar

Recusa alimentar

Sintomas vegetativos (apneia, bradicardia, hipolermia)

Hipotonia

Letargia / Coma

Movimentos involuntarios / Convulstes

Ietericia ndo fisiologica

Dismorfias

Outros

Sintomas tardios

Ma evolugio estaturo ponderal (percentil)

Atraso mental (ligeiro. moderado. grave)

Micro/Macrocefalia

Epilepsia

Alteragdes no tonus/miopatia

Outras alteragdes neuroldgicas

Alteragdes comportamento

Cardiomiopatia

Alteragdes fungio hepitica

Alteragdes fungio renal

Alteragdes oculares

Outras alteragdes

RMN cerebral (idade e descrigio)
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Tratamento

Restrigio TCL (g/kg/dia)/Suplementos TCM (g/kg/dia)
[ Suplementos HC (tipo, p/ke/dia)
; Cofactores enzimaticos (tipo e dose)

| Carnitina (mg/kg/dia)

- Suplementos em DHA

Suplementos vitaminicos

[ Qutros

- Evolugio clinica

Numero de consultas programadas (por ana)

Outras consultas (por ano)

Internamentos apas diagnostico

(numero de descompensagBes)

Comphcagdes

| Controlo metabdlico:

Limites:

Média:

Cromatografia de aminoacidos plasmaticos/urinarios

| Cromatografia de acidos orginicos urinarios

Carnitina plasmética
[ Outros

Outros comentarios:

Data:
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Tabela 1.2 - Aminoacidopatias que fazem parte do actual painel de rastreio (marcadores
bioguimicos iniciais e testes de confirmacao

Doenga Marcador de rastreio Confirmagdo bioguimica
Fenilcetondria / Phe >150 uM AA plasma (TPhe e L Tir}
Hiperfenilalaninemia Phe / Tir >1,5 Doseamento de biopterinas

AA plasma H‘Tirj
Tirosinemia Tipo | Tir > 250 M

“Muccinilacetona urindria
Tirosinemia Tipo 11/ Tir > 450 uM AAno plasma (T Tir)

X Leu > 342 uM

Al plasma (T'Leu, Val e lle)

Leucinose
Val = 250 uM Quantificagdo de aloisoleucina
AA plasma (T"Met)
Hipermetioninemia Met = 50 uM
Homocisteina total (plasma)
Amaonia (T}
Citrulinemia Tipo | Cit > 46 pM AA plasma (TCit)
Acido ordtico urindrio (1)
Amania (T}
Hiperargininemia Arg =50 uM AA plasma (T Arg)
Acido ordtico urindrio (1)
AA plasma [TMet,
Homacistinuria e
Met > 50 pM
Classica Homacisteina total — plasma ()
AA urina (T*Homocistina)
Ac Argininosuccinica Asa =5 pM /I Ac argininossecinico e seus

anidros

enzimatico.

Todas estas patologias podem ser confirmadas com estudo molecular efou estudo
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Anexo IV

Na tabela 1.3 estdo descriminadas as acidurias organicas que fazem parte do actual painel de

rastreio, os marcadores bioguimicos iniciais e os testes de confirmagao:

Doenga Marcador de rastreio Confirmacdo diagnostico
AOs urina
Ac. metilmaldnica C3 > 6.23 pM, C4DC TMetilmaldnico
c2/cz>03 MMetilcitrico e tigilglicina

‘I 3-OH propignico

Ac. Propicnica C3>623uM 13-OH propidnico
C2/C3=03 /3 OH isovalérico
*Propionil e tigilglicina
Ac. Isovalérica CGS>1uM Tisovalerilglicina
c5/c2 3 OH isovalérico
“M4OH isovalerico

Ac. Glutarica tipo | C5DC > 0.2 um TGlutdrico

‘3 OH glutarico
“Glutaconico
Ac.3-Hidroxi-3-Metilglutarica C50H=>1 uMm T3-0H-3-metilglutarico
CeDC > 0.07 uM 3 OH lsovalérico

13 metilglutaconico
3-Metilcrotonilglicindria C50H=>1 puMm Pmetilcrotonilglicina
‘I3 OH Isovalérico

Def. Haldcarboxyiase sintetase C50H>1 pM 1~ ADs urina

Todas estas patologias podem ser confirmadas com estudo molecular e/ou estude

enzimatico.

(€2} acetilcarnitina, (C3) propionilcarniting,.(C5DC) glutarilcarnitina/3hidroxidecanailcarnitina, (C5)
isovalerilcarnitina, {C50H) 3hidroxi-isovalerilcarniting/2 metil-3-hidroxibutirilcarnitina (C6DC)
adipoil/metilglutarilcarnitina,
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Na tabela 1.4 estdo descriminadas os defeitos da f3-oxidagdo mitocondrial dos acidos gordos que
fazem parte do actual painel de rastreio, os marcadores bioguimicos iniciais e os testes de

confirmagao:

Doenca

Marcador de rastreio

Confirmagdo diagnostico

Def, desidrogenase dos ac.

gordos de cadeia média

Def. desidrogenase de 3-
Hidroxi-Acil-CoA de Cadeia

Langa

Ije.f.MuItiplo das acil-CoA

desidrogenases

C8, C8/C10

C160H, C18:10H, C180H

C160H/C16

.Eleval;aes mui.tip.]ias deCaa

C18

Aags urina: ‘T* Hexanoil e

suberilglicina

“I* 5-0OH hexanoico

I dicarboxilicos

Aos urina:
 3-OHdicarboxilicos
1 dicarboxilicos

AOs urina: T do glufa;ricu e

dicarboxilicos de C4 a C10

Def no transporte da 4] \I, carnitina plasma
Carnitina

Def. Desidrogenase daos Ac C14:1,C14:2 AOQs urina: ‘T dicarboxilicos
Gordos de Cadeia Muito de cadeia longa e muito
Longa longa

Def. Carnitine palmitoil- C0/(C16C18)

transferase |

Def Carnitina palmitoil- C0/{C16C18) AOs urina: I dicarboxilicas

transferase Il

Todas estas patologias podem ser confirmadas com estudo molecular e/ou estudo

enzimatico.

C0 camitina livre, (C4) butirilcarnitina, {CB) octanoilcarnitina, (C10) decanoilcarnitina, (C14)
tetradecanoillcarnitina, (C16} palmitoilcarnitina, (C18) estearoilcarnitina, (C160H) Hidroxihexadecanail-
carnitina, (C180H) 3-hidroxi-estearoilcarnitina
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