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RESUMO

SIDS (Sudden Infant Death Syn-
drome) € a designacao utilizada para
definir a morte subita do lactente, que
permanece inexplicada apés uma cuida-
dosa investigagao do caso, a qual inclui
a realizagdo de autdpsia, o exame do
local da morte e a andlise da historia
clinica.

Devido a répida deterioragao que
provocam, as doencas metabdlicas
constituem potenciais causas de morte
subita, quer pelas crises que ocasionam
com intoxicagdo e comprometimento da
sobrevivéncia do individuo, quer por
provocarem alteragdes que aumentam o
risco de falénciade determinados orgaos.

Objectivos: Com este trabalho
pretendemos avaliar o contributo relativo
das doengas metabdlicas e dos défices
energéticos nas situacdes de morte
subita e inexplicada do lactente, na
populacéo portuguesa.

Pacientes e Métodos: Foram dis-
ponibilizadas parainvestigacéo amostras
biolégicas congeladas de 51 lactentes
cuja causa de morte era desconhecida.
Os produtos foram colhidos durante a
autopsia e incluiram: soro, urina, humor
vitreo, musculo e figado. Nos fluidos
bioldgicos fez-se o estudo dos aminoa-
cidos e dos &acidos orgéanicos e nos
tecidos solidos o doseamento da activi-
dade dos varios complexos da cadeia
respiratéria mitocondrial e do teor em
glicogénio. Foi ainda efectuada a ex-
traccé@o de DNA total a partir dos tecidos
sélidos acima referidos o qual foi utilizado
para estudos moleculares.
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Resultados: Foipossivelidentificar
através dos estudos moleculares um
caso de intolerancia hereditaria a frutose
-HFI (homozigotia paraamutacéo A149P
no gene ALDOB). Nos estudos bioqui-
micos foi encontrado um caso positivo
de very long-chain acyl-CoA dehydro-
genase - VLCAD e na maioria das
determinacdes efectuadas, desvios em
relagcao aos controlos normais inerentes
ao catabolismo e aos processos de
cadaverizagao, sendo de salientar: valo-
res muito elevados dos aminoacidos
séricos e a presenga sistematica de
grande quantidade de acido lactico na
urina.

Conclusdes: Nasdoengas metabo-
licas o risco de recorréncia existe e a
identificagcdo de um caso classificado
como SIDS, como sendo na realidade
um erro inato do metabolismo, é impor-
tante para a familia, quer em termos de
instituicdo de tratamento adequado e
adopcao de medidas preventivas, quer
emtermos de aconselhamento genético.

Palavras-Chave: SIDS, doencas
metabdlicas, LCHAD, MCAD, doengas
da cadeia respiratéria mitocondrial.
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INTRODUCAO

O Sindrome da morte subita do
lactente (SMSL), Sudden Infant Death
Syndrome (SIDS) é diagnosticado
quando um lactente morre inesperada-
mente e apds exame do local da morte,
avaliacao da histdria clinica e realizagao
de uma autopsia completa, permanece
sem explicagdo @.

Epidemiologicamente importante
nos paises desenvolvidos onde se tornou
um problema de saude publica pelo facto

de constituir uma das principais causas
de morte infantil do primeiro ano de vida,
esteve praticamente ignorado antes da
revolucdo industrial, devido as degra-
dadas condicdes da época e a elevadis-
sima mortalidade infantil @. Apesar de a
morte sUbita ndo ser um apanagio do
lactente, ja que a morte inesperada e
brutal de um individuo aparentemente
saudavel pode surgirem qualqueridade,
no lactente coloca um problema especi-
fico dadas as alteracdes que ocorrem
neste periodo de vida: nos ciclos de
vigilia e de sono, alimentagao, relagbes
psico-afectivas com o ambiente,
mecanismos de defesa contraainfec¢éo
e multiplas outras fung8es que regulam
a homeostase do organismo.

Com toda esta envolvéncia, ao
longo do século XX foram sendo pro-
postas e investigadas varias causas
possiveis de SIDS incluindo as de
naturezatoxica®, infecciosa®, imunol6-
gica, refluxo ®, stress oxidativo ©,
alteragbes do sono @ e mais recente-
mente altera¢des da condugao a nivel
cardiaco ®. Apesar de todas elas terem
contribuido para o esclarecimento da
causade morte de alguns casos pontuais,
todas falharam como responsaveis
maioritarios pelo evento ndo tendo sido
possivel estabelecer uma causa Unica
ou principal para o sindrome. Actual-
mente pensa-se que existirdo varios
factores predisponentes ©), alguns dos
quais se manifestam ainda na vida intra-
uterina, e outros mais tardiamente, os
quais interagem entre si conduzindo a
uma morte subita precoce. Em 1994 foi
proposto o denominado modelo do “triplo-
risco”, segundo o qual factores congéni-
tos ou adquiridos interagem com factores
ambientais desencadeantes, num
periodo critico do desenvolvimento do
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Quadro |
Amostras disponiveis e estudos bioquimicos e enzimaticos realizados

Soro

Urina HV

Musculo Figado

Numero de amostras 41

20 32 29

Analises efectuadas:
(métodos utilizados)

Aminoécidos 38
(cromatografia liquida)

Acidos Organicos
(GC-MS) 6

Glicogénio
(Espectrofotométrico)

Estudo da CRM

(Espectrofotométrico)

Legenda: HV — humor vitreo; GC-MS — cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massa; CRM — cadeia respiratéria mitocondrial.

lactente, no qual a maioria dos casos de
SIDS ocorre 19, Efectivamente, tém sido
identificados véarios factores derisco entre
0s quais se salientam a posicdo em que
se deita o lactente, a partilhado leito com
adultos ou outras criancas mais velhas,
0 sobreaquecimento, prematuridade e /
ou baixo peso, mée fumadora, auséncia
de cuidados pré-natais e pertencer ao
sexo masculino @Y. Além disso aparece
uma maior incidéncia do sindrome nas
areas urbanas, nos meses frios, durante
0 SONOo e NOS grupos socio-econdémicos
mais desfavorecidos @,

E possivel que este sindromeinclua
numerosas condi¢gfes e varias circuns-
tdncias de morte e ainda que, certas
patologias (teoricamente diferentes do
SIDS) possam ser virtualmente indistin-
guiveis. As doencas hereditarias do
metabolismo constituem potenciais
causas de morte subita, quer pelas crises
gue ocasionam com intoxicagéo e com-
prometimento da sobrevivénciado indivi-
duo, quer por provocarem alteracdes
que aumentam o risco de faléncia de
determinados 6rgéos.

A primeira referéncia a associa¢éo
entre uma doenga metabdlica (hiper-
plasia das supra-renais congénita) e a
morte stbita do lactente datade 1962 12,
no entanto, s6 em meados dos anos 80
surgiram numerosos estudos dando
especial atencdo a associacdo entre
erros inatos do metabolismo e SIDS
(18.141516) o5 quais se focalizaram pre-
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dominantemente nas alteracdes da f3-
oxidagéo mitocondrial dos &cidos gordos
e mais concretamente no défice em
medium chain acyl-CoA dehydrogenase
-MCAD 518, Alguns estudos da literatura
sugeriam inclusivamente, que um
elevado nimero de casos de morte subita
(15-20%) poderia ser atribuido adoencas
metabolicas “7*®, no entanto publicacdes
mais recentes propdem numeros bas-
tante inferiores (20),

Neste trabalho procedemos a estu-
dos quer retrospectivos quer prospec-
tivos, no sentido de averiguar da impor-
tancia relativa das doengas metabdlicas
e dos défices energéticos nas situacoes
de SIDS e contribuir paracom o esclareci-
mento da causa de morte em alguns dos
casos.

MATERIAL E METODOS

Foram disponibilisadas parainves-
tigagdo, amostras biologicas de 51
lactentes cuja causa de morte era des-
conhecida. Os produtos foram colhidos
durante a autépsia e incluiram: soro,
urina, humor vitreo, misculo e figado
(Quadro ). Foram também analisadas
amostras biolégicas de quatro casos de
apparent life threatening event - ALTE,
colhidas imediatamente apos a crise.

Estudos efectuados
e Estudo biogquimico: A cromato-
grafialiquidade troca-iénicados aminoa-

cidos livres, bem como a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de
massa (GC-MS) dos acidos organicos
existentes foram efectuados a todos os
liquidos bioldgicos disponiveis @Y. As
metodologias cromatograficas utilizadas
sdo idénticas as normalmente disponi-
veis para os estudos metabdlicos de
rotina, dada a sua versatilidade no
diagndstico de défices da p-oxidacgéo,
aciddrias organicas @Y, aminoacidopatias
e patologias do ciclo da ureia @. Foi
ainda efectuado o doseamento do glico-
génio hepatico.

 Estudo enzimatico: Foram efec-
tuadas as determinag6es espectrofoto-
meétricas das actividades enzimaticas dos
complexos I, I, lll, IV e lI+1Il da cadeia
respiratéria mitocondrial (CRM) nas
amostras de musculo e de figado, pelos
métodos utilizados no diagnéstico enzi-
matico de déficesda CRM @ emdoentes
clinicamente pré-seleccionados.

» Estudo molecular: Foi efectuada a
extraccdo do DNA gendmico total dos
tecidos disponiveis (pelo método classico
do fenol cloroférmio) e realizadas segui-
damente varias pesquisas:

1. No DNA nuclear pesquisaram-se
as mutagbes mais comuns associadas
aos défices da p-oxidacdo mitocondrial
dos acidos gordos (MCAD - G985A e
long-chain 3- hydroxyacyl-CoA dehydro-
genase - LCHAD - G1528C), a glico-
genosetipola (R83C e Q347X), aintole-
rancia hereditaria a frutose - HFI (A149P)
e a aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica
(E37X) (24)( Quadro I1).

2. No DNA mitocondrial também
foram investigadas varias mutagdes ja
descritas em casos de SIDS [T8993G
(25), A10044G (26) e C3303T (27)] e a
mutacgdo A3243G (28), por seramutacao
mais frequentemente detectada no
mMtDNA (Quadro Il1).

Nos casos com idade inferior a 3
meses foram ainda efectuados dosea-
mentos de galactose total sanguinea
uma vez que as galactosemias séo
patologias bastante frequentes na zona
Centro, de onde a maioria dos casos
investigados eram provenientes.




Quadro Il
Mutacdes pesquisadas no DNA nuclear

Patologias Gene Mutacéao N° de casos testados

Défice da p-oxidacdo dos acidos ACADM A985G 32
gordos HADHA G1528C 32
Intolerancia hereditaria a frutose ALDOB A149P 32
Aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica HL E37X 32
Glicogenose tipo la G6PC R83C 21

Q347X 25

Quadro 1l

Mutagbes pesquisadas no DNA mitocondrial

Gene Mutacgéo N° de casos testados
tRNA - A3243G 32
ATPase6 T8993G 32
tRNA ¥ A10044G 19
tRNA - C3303T 17

RESULTADOS E DISCUSSAO

A realizacéo deste trabalho impli-
cou, numa primeira fase ultrapassar
algumasdificuldades de naturezaprética,
que condicionavam a realizagdo do
estudo, nomeadamente o facto de os
produtos para analise bioquimica ou
enzimética deverem ser colhidos e
congelados a—70°C, o mais rapidamente
possivel, para minorar os efeitos do
catabolismo post-morten, constatando-
se que, nem a neve-carbénica nem o
azoto liquido, necessarios para o efeito,
estao facilmente disponiveis nas comar-
cas onde grande parte das autépsias
séo realizadas. Outro obstaculo com o
gual nos deparamos foi ainexisténcia de
valores de referénciapara os parametros
determinados, em cadaveres. A compa-
racdo dos valores encontrados nestas
amostras com as tabelas de valores
normais para a mesma idade s6 nos
permitiam concluir que se tratava de
individuos falecidos e pressupor um
processo catabdlico inerente a lise e
morte celular. Foi portanto, necessario
estudar também amostras de alguns
individuos com causa de morte bem
estabelecida (acidente) as quais foram
colhidas apds um intervalo de tempo
variavel entre a morte e a autopsia (12-
40h) de modo apoderinterpretar e validar

os resultados encontrados no grupo de
criangas com SIDS.

Na maioria das determinacfes
bioquimicas efectuadas foi encontrada
uma grande variacdo nos valores,
inerente ao catabolismo e aos processos
de cadaverizagao, sendo de salientar os
valores muito aumentados nos amino-
acidos séricos e a presenca sistematica
de acido lactico na urina.

Um dos componentes analisados
foram os aminoécidos livres quer no
soro quer no humor vitreo. O humor
vitreo foi considerada a amostra de
eleicdo para este estudo pois mantém a
sua integridade ndo sendo alterado
durante o catabolismo que ocorre nas
primeiras horas ap0s a morte contraria-
mente ao plasma/soro que rapidamente
se altera devido a libertacéo de liquido
do compartimento intracelular onde a
sua concentracdo é muito superior. Nao
foi identificada nenhuma aminoacido-
patia, no entanto em dois casos verifica-
ram-se niveis muito aumentados de
cistationina que nos fizeram suspeitar de
um tumor ou de uma caréncia em
vitamina B6. Na autopsia ndo foi possivel
identificar nenhuma neoplasia, pelo que
a ma nutricdo sera a explicagdo mais
provavel para este achado. Efectiva-
mente, h& varias referéncias na biblio-
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grafia a caréncias alimentares © nomea-
damente ao nivel das vitaminas ?® como
factores que podem contribuir para a
morte sUbita.

Efectuamos também o estudo
cromatogréafico dos &cidos organicos num
pequeno grupo de amostras (n = 19).
Num caso foram identificados corpos
ceténicos o que faz pressupor uma
hipoglicemia anterior a morte e noutro
(S.Pedro do Sul) o perfil dos éacidos
organicos (Figura 1) é compativel com
um défice da B-oxidacdo mitocondrial
afectando as acil-CoA desidrogenases
dos acidos gordos de cadeia muito longa
(VLCAD).

S6 em 9/51 casos foi possivel
obtermos a amostra de urina por pungao
vesical, o que dificultou o estudo dos
acidos organicos. Esta circunstancia
levou-nos a implementar especialmente
para esta investigagdo os métodos de
diagnostico de défices em MCAD e
LCHAD por estudo molecular por serem
duas das doencas metabdlicas mais
frequentemente associadas a morte
sUbita (141618),

Estudos efectuados num centroem
Sheffield sugerem que a contribuicdo do
défice em MCAD para o SIDS devera
andar na ordem de 1% @9. N&o encon-
tramos contudo nos 32 casos testados
nenhum défice em MCAD. Este resultado
estd em concordancia com a nossa
experiéncia no diagndstico de doencas
metabdlicas que nos vem ja ha alguns
anos a sugerir que o défice em MCAD é
uma patologia bastante raraem Portugal
e que comparativamente existe uma
maior prevaléncia do défice em LCHAD
Nno Nosso pais.

Outra patologia pesquisada foi a
aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica, que
cursa com hipoglicemias graves sem
uma concomitante producdo de corpos
cetdnicos, o que levaa que muitas vezes
(20%) seja menosprezada ou néo
diagnosticada tendo por conseguinte
uma evolugéo fatal. Em Espanha esta
patologia foi diagnosticada numa crianga
que morreu durante o sono, sem sinto-
matologia prévia e sem que a autopsia
revelasse sinais de infeccdo, lesbes
cardiacas ou hepaticas . No nosso
estudo foi pesquisada a mutagdo E37X
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Figura 1 - Perfil cromatografico compativel com défice da
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B-oxidagdo mitocondrial

(VLCAD).
Quadro IV
Resultados positivos encontrados neste estudo
Individuo Apresentacao bioquimica e/ou molecular Causa / Diagnostico
CasosAeB Aumento da cistationina plasmatica Possivel ma nutricdo
Casos C Presenca dos acidos: adipico; 2-hexenedidico; Défice VLCAD
subérico; decenedidico; sebacico; 3-hidroxi
sebacico;3-hidroxi-dodecenedioico
Casos D Presencga da mutacdo A149P em homozigotia no HFI
gene ALDO B
CasosEeF Aumento da concentracao de glicogénio hepatico Desidratagéo
Casos G Défice parcial dos complexos | (24%) e IV (13%) Défice do
da CRM
Casos H Défice parcial do complexo IV (26%) da CRM metabolismo
Casos | Défice parcial do complexo IV (31%) da CRM energético

localizada no gene HL, que é a mutacéo
mais frequente da populagéo portuguesa
(31), sem ter sido encontrado nenhum
caso positivo.

Num dos casos de ALTE, foi
possivel durante a segunda crise de
descompensacdo aguda (aos 4 meses
de vida) diagnosticar uma situacdo de
HFI. Esta foi confirmada por estudo
molecular que revelou homozigotia para
amutacéo A149P no gene ALDOB. Nos
individuos afectados por esta meta-
bolopatia de natureza autossomica
recessiva, a ingestao de frutose, saca-
rose ou sorbitol induz crises de acidose
e hipoglicemia grave potencialmente
fatais na auséncia de tratamento rapido
adequado. Normalmente as primeiras
crises surgem por volta do 4° més de
vida, noinicio da diversificagcao alimentar
quando daintroducéo das papas de fruta
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na dieta do lactente, (embora possam
ser antecipadas pela administracdo de
agua agucarada, ou da chupeta “doce”).
Este periodo coincide com o grupo etario
de maior risco para SIDS o que nos levou
a considerar esta patologia como uma
forte candidata para alguns dos casos
observados. E por conseguinte, quanto
a nos relevante, tentar saber junto dos
pais se houve uma adaptacao pacifica a
fruta e as papas lacteas contendo fruta
ou se pelo contrario havia uma histéria
de rejeicdo, vémitos ou palidez apds a
ingestao destes alimentos. Na impossi-
bilidade de pesquisar frutose na urina
dos SIDS, testamos o DNA de todas as
criangas para a mutacdo mais frequente
do gene ALDOB (A149P) e néo foi
encontrado nenhum caso positivo. Esta
abordagem é contudo insuficiente na
exclusdo da patologia uma vez que

existem muitas outras mutagfes des-
critas neste gene, e na nossa populagao
ja foram identificadas quatro mutacdes
para além da A149P em doentes com
HFI. No futuro o estudo molecular podera
e deveraser mais alargado nos casos de
SIDS em que a histéria do caso assim o
justifique.

Em dois casos foram encontrados
niveis anormais de glicogénio no figado,
superiores aos maximos do intervalo de
valores referéncia determinados. Estes
resultados encontram-se em concor-
dancia com a coloracéo histologica por
PAS. Em nenhum deles a investigagéo
molecular permitiu identificar uma
glicogenose tipo I, e igualmente nao foi
reconhecida hepatomegaliano decorrer
da autépsia. Este achado traduzira
provavelmente uma proximidade entre a
Ultima refeicdo e a morte, ndo tendo
ocorrido utilizagdo do glicogénio como
fonte de glicose, e uma desidratagédo
devida a sobreaquecimento (um dos
factores associados ao SIDS), causa
infecciosa, ou a uma desidratacdo do
cadaver nas horas subsequentes a
morte.

Foi ainda possivel identificar trés
défices parciais da cadeia respiratéria
mitocondrial que podem ser conside-
rados responsaveis pela morte se inte-
grados num contexto multi-causal ©. Na
nossa opinido os défices da cadeia
respiratéria tém sido subvalorizados
enquanto causa de SIDS pois grande
parte dasinvestigacdestém sido dirigidas
paraos défices da p-oxidacédo *® e pouco
se sabe da relacéo entre SIDS, défices
da cadeia respiratéria e mutacdes do
mtDNA.

No quadro IV, apresenta-se de
forma resumida os resultados positivos
encontrados neste estudo.

CONCLUSAO

Do estudo efectuado conclui-se que
a abordagem metabdlica aos casos de
SIDS pode contribuir para o esclareci-
mento de algumas das situagfes di-
minuindo a ansiedade familiar e permi-
tindo uma abordagem e acompanha-
mento clinico orientado nas gestacdes
seguintes ©2).



E de salientar que nas doencas
metabdlicas o risco de recorréncia existe
e que a identificacdo de um caso de
SIDS, como sendo na realidade um erro
inato do metabolismo, é importante para
a familia, quer em termos de instituicdo
de tratamento adequado aos outros
descendentes quer na adopcdo de
medidas preventivas.

Este estudo permitiu também verifi-
car a necessidade de reajustar o proto-
colo de investigagéo utilizado. Assim, a
andlise dos aminoacidos e acilcarnitinas,
destinados ao diagnostico de aminoaci-
dopatias, aciddrias organicas e défices
da p-oxidacdo mitocondrial dos acidos
gordos ndo devera ser efectuado no
sangue/soro colhidos na autdpsia por se
encontrarem profundamente alterados,
mas sim no sangue presente naficha de
diagndstico precoce (cartdo de Guthrie)
colhida no periodo neonatal paradespiste
da fenilcetonuria e hipotiroidismo con-
génito, e que é conservado durante
alguns anos no IGM para eventuais
estudos posteriores medicamente justifi-
cados e autorizados pelos pais. A colheita
de fragmentos de 6érgdos nomeadamente
figado, coracéo, e misculo esquelético
devem continuar a ser realizadas bem
como a extracgdo de DNA para estudos
posteriores que se justifiquem nomeada-
mente para investigacdo das anomalias
da conducéo cardiaca que comegam a
ser apontadas como mais uma das
causas que contribuem para o SIDS.
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SUDDENINFANT DEATH SYNDROME
- MOLECULAR AND BIOCHEMICAL
INVESTIGATION

ABSTRACT

SIDS (Sudden Infant Death Syndro-
me) is the sudden and unexpected death
of an infant which remains unexplained

after thorough case investigation, inclu-
ding performance of acomplete autopsy,
examination of death scene, and review
of clinical history.

Metabolic disorders can lead to sud-
den dead because they cause crises of
intoxication and life threatening, with
dysfunction of several organs, that raise
the risk of general failure.

Objectives: Ourmain objective with
this study, was to evaluate the signifi-
cance of metabolic disorders and energy
deficiencies in sudden infant death syn-
drome, in Portuguese population.

Patientsand Methods: We gotbio-
logical frozen samples from 51 children
whose cause of dead was unknown. The
products were collected during autopsy
and included: serum, urine, humour vit-
reous, muscle and liver. In the biological
fluids samples we analysed amino acids
as well as organic acids, and in referred
tissues we determinate the activity of the
respiratory chain complexes and the
amount of glycogen. It was also possible
to get total DNA from solid tissues which
was used for molecular studies.

Results: Based on molecular find-
ings, it was possible to identify one case
of fructose intolerance - HFI (patient ho-
mozygous for A149P in ALDOB gene).
Biochemical studies revealed one case
of very long-chain acyl-CoA dehydroge-
nase - VLCAD deficiency. However, in
the majority of the assays performed
deviations from normal controls were
found, due to catabolism post-morten
(plasmatic increase of amino acids and
high excretion of lactic acid in urine).

Conclusions: In metabolic disor-
ders the risk of recurrence exists. The
misdiagnosed inherited errors of metabo-
lismas SIDS, itisimportant for the family,
in terms of treatment, prevention attitude
and genetic counselling.

Key-words: SIDS, metabolic dis-
orders, LCHAD, MCAD, mitochondrial
respiratory chain disorders.
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