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_Resumo

As doencas genéticas relacionadas com o metabolismo dos neu-
rotransmissores sdo um grupo de doencas neurometabdlicas em
expansao. Este artigo apresenta a revisao da andlise de biomarca-
dores no liquido cefalorraquidiano (LCR) para o diagndstico de doen-
cas hereditarias dos neurotransmissores (DHN). Fez-se um levan -
tamento retrospetivo dos doentes submetidos a andlise bioquimica
dos neurotransmissores (NT), por apresentarem suspeita de DHN,
com uma variabilidade de apresentacdes neurolégicas e com idades
que variavam entre a idade neonatal, pedidtrica e adulta. O estudo
foi efetuado no Laboratério de Bioquimica Genética/Endocrinolo-
gia Especial do Hospital Dona Estefania (HDE), CHULC, Lisboa, num
periodo compreendido entre 2015-2021. Dos 277 casos levantados
107 (38,6%) apresentavam concentracao de metabolitos dentro dos
valores de referéncia. Dos restantes 170 pacientes que apresenta-
vam alteracdes, trés (1,08%) apresentaram um perfil bioquimico
compativel com défice primario dos NT, confirmado por diagndstico
molecular; em 165 dos casos (59,6%) concluiu-se que as alteracdes
dos metabolitos estavam relacionadas com alteracdes secundarias.
Os restantes dois casos (0,72%) correspondiam a distonias sensi-
veis a dopa, e permaneceram sem confirmacao molecular. Tentamos
explorar a correlacdo de alteracoes secunddrias dos neurotransmis-
sores major com as manifestacoes clinicas. Com este trabalho preli-
minar pretendemos divulgar e evidenciar a importancia destes diag-
nosticos, que permitem excluir alteracées primdrias de secundarias
e, ainda, partilhar a experiéncia e a casuistica que servird de base a
um futuro artigo de investigacdo mais completo.

_Abstract

Genetlic alterations related to neurotransmitter metabolism are an
expanding group of neurometabolic diseases. In this article, we
review the analysis of biomarkers in cerebrospinal fluids (CSF) for the
diagnosis of Hereditary Neurotransmitter Disorders (HND). A retros-
pective survey was carried out on patients submitted to bioche-
mical analysis of neurotransmitters, due to suspicion of HDN, with
variable neurological presentations, and ages ranging from neona-
tal, to pediatric and adult. The study was carried out at the Labora-
tory of Biochemical Genetics/Special Endocrinology at the Hospital
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Dona Estefania (HDE), Lisbon, between 2015-2021. Of the 277 cases
surveyed, 107 (38.6%) had concentrations of metabolites within the
reference values. Of the remaining 170 patients with alterations, 3
cases (1.08%) had a biochemical profile compatible with a primary
deficit with confirmed molecular diagnosis, 165 cases (59.6%) were
considered related to secondary alterations, and the remaining 2
cases (0.72%) corresponding to dopa-reponsive dystonias, remained
without molecular confirmation. We attempted to explore the cor-
relation of minor changes in major neurotransmitters with clinical
manifestations. With this preliminary article, we intend to dissemi-
nate and highlight the importance of these diagnoses, which allow
excluding primary and secondary alterations, as well as to share the
experience and reasoning, serving as a basis for ongoing research.

_Introducao

As doencas hereditdrias dos neurotransmissores
(DHN) sao um grupo de doencas neurometaboli-
cas que resultam de alteracdes nas enzimas envol-
vidas na sintese, degradacdo e transporte dos neu-
rotransmissores (aminas biogénicas) bem como no
metabolismo dos cofatores que ativam essas enzi-
mas, como o fosfato piridoxal (PLP) e a tetrahidro-
biopterina (BH4) e ainda no défice em folato cerebral

(5-metil-tetrahidrifolato; 5-MTHF) (1-3) (figura 1).

A maioria das DHN manifesta-se na idade neonatal
e infancia, embora algumas formas possam surgir na
adolescéncia ou mesmo idade adulta e apresentam
variados fenotipos clinicos. Os sintomas clinicos estao
estritamente relacionados aos efeitos no défice de
dopamina e serotonina, o que permite ajudar a carac-
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Figura 1: 1 Esquema das vias metabdlicas de sintese, degradacdo e transporte dos neurotransmissores (NT)
e regeneracao/sintese dos compostos pterinicos.
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Representacao esquematica de todas as enzimas e metabolitos fundamentais para o diagnostico das DHN (verde os metabolitos estu-
dados no LCR, a amarelo na urina e a cor-de-tijolo a identificacdo do local enzimatico ou de cofatores envolvidos).

BH, - Tetrahidrobiopterina; qBH, - di-hidropterina; 5-HTP - Shidroxitriptofano5-HIAA - Acido hidroxiindolacético; HVA - Acido homo-
vanilico; MHPG - 3-metoxi-4-hidroxilfenilglicol; VMA - Acido vanilmandélico; NE - Nor-epinefrina; EPI - Epinefrina; SP - Sepiaptering;
5-MTHF - 5-metil-tetrahidrofolato.

1.TH: Tirosina Hidroxilase; 2.TrpH: Triptofano Hidroxilase; 3.Sintese da Biopterina (GTPCH - GTP ciclohidrélase I; PTPS - 6-Piruvoil-tetrahi-
dropterina sintase; AR: Autossdmica Recessiva; 4.SR: Sepiapterina Redutase; 5.DHPR: Dihidropteridina redutase (reciclagem da BH4);
6.PCD - Pterina-4a-carbinolamina desidratase (reciclagem da BH4); 7.PLP: 5" - piridoxal-fosfato; 8.DBH - Dopa-beta hidroxilase; AADC
- Descarboxilase dos aminodcidos aromdticos; MAO - Monoamina oxidase; CONT - Catecol-O-Metiltransferase; AD - Aldeido desidroge-
nase; DTDS - Transportador dopaminergico; RCF1 - Proteina transportadora de folato; FRa - Recetor de folato alfa ou FOLRT.

terizar a doenca. Os sinais de deficiéncia dopaminér-
gica incluem parkinsonismo, distonia, coreia, crise
oculogirica, ptose, hipersalivacdao e epilepsia mio-
clénica. As manifestacoes de alteracdo na serotonina
sao menos bem definidas e incluem instabilidade tér-
mica, sudorese, comportamento agressivo e altera-
cdo do sono. Globalmente envolvem varias combina-
coes de manifestacoes neurolégicas, podendo mesmo
mimetizar paralisia cerebral (3.4).
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0 estudo bioquimico destas patologias assenta na
quantificacdo dos biomarcadores (tabela 1) através
da andlise cromatogrdfica do um perfil metabdlico
no liquido cefalorraquidiano (LCR) caracteristico, uma
vez que marcadores periféricos no sangue ou nNa urina
geralmente ndo sdo informativos. O diagnostico com-
preende esta andlise e a sua interligacao com a cli-
nica detalhada. A confirmacdo de diagndstico é feita
através de estudos genéticos moleculares.

A andlise dos NT no LCR deve ser feita num laboraté-
rio especialista em DHN com experiéncia em andlise
e interpretacao (3) de modo a identificar as alteracoes
secundarias que podem estar muitas vezes associadas
a outras doencas genéticas, associadas com epilepsia
e encefalopatia, com medicacdo ou mesmo com alte-
racoes de padrao de neuro-imagem (5.7.8). A andlise
destes metabolitos deve ser criteriosa e detalhada de
modo a acautelar erros de diagndéstico, permitindo dis-
tinquir alteracdes primarias de secundarias. No entan-
to, a dificuldade no diagndstico das DHN pode, muitas
vezes, estar relacionada logo a partida, com a puncao
e colheita do LCR (fase pré analitica), com as técnicas
especializadas usadas na analise e quantificacdo dos
metabolitos, bem como, com a experiéncia na integra-

cao e interpretacao dos resultados (andlise dos perfis
Tabela 1: [1 Doencas Hereditarias dos Neurotransmissores
- Painel dos biomarcadores determinados no
liquido cefalorraquidiano.

Metabolitos estudados Abreviatura
Acido 5-hidroxiindolacetico 5-HIAA
Acido homovanilico HVA
3-metoxi-4-hidrxifenicogliol MHPG
3-orto-metildopa 3-OMD
5-hidroxitriptofano 5-OHTrp
Neopterina NEO
Biopterina BIO
Sepiapterina SP
5-metiltetrahidrofolato S5-MTHF
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bioquimicos), uma vez que inimeras outras patologias
alteram a concentracdo destes metabolitos no LCR (1),
Dal que a implementacdo de um protocolo de colhei-
tas em Portugal, a semelhanca de outros centros euro-
peus tenha sido crucial, pois veio permitir uniformizar
a colheita da amostra e o fluxo até ao laboratdério, de
modo a reduzir os erros inerentes a puncao e acondi-
cionamento das fracoes do LCR (6).

Desde 2016, estd disponivel um esquema de Controlo
de Qualidade Externo (EQA) estabelecido pela ERN-
DIM (European Research Network for evaluation and
improvement of screening, Diagnosis and treatment
of Inherited disorders of Metabolism). O esquema ava-
lia 0 desempenho quantitativo e avalia a capacidade
dos laboratérios em diagnosticar as DHN.O tratamento
¢ geralmente baseado na administracdo terapéutica
de farmacos, cujos mecanismos assentam em reverter
3as alteracoes da sintese e/ou degradacao dos metabo-
litos major dos NT (5HIAA e HVA), e ainda restaurando
os cofatores de ativacdo enzimdtica através de suple-
mentacdo dos mesmos. Nos ultimos anos, o conheci-
mento e descobertas sobre este conjunto de doencas
raras aumentou. No entanto, a dificil tarefa de integrar
sintomas clinicos e valores laboratoriais torna muitas
vezes dificil um diagnostico precoce e a consequente
instituicao de um tratamento adequado (9).

_Material e métodos

A base de dados foi elaborada através do levantamen-
to retrospetivo dos estudos de andlises no LCR corres-
pondentes a 277 doentes com alteracdes neurolégicas
de etiologia desconhecida, principalmente encefalopa-
tias epiléticas graves e doencas do movimento, ana-
lises estas efetuadas no Laboratério de Bioquimica
Genética/Endocrinologia Especial do Hospital Dona Es-
tefania em Lisboa, num perfiodo compreendido entre
2015-2021. Estes doentes eram provenientes de va-
rias consultas e internamento em diferentes hospitais
do Continente e Ilhas, e apresentavam outros estudos

bioquimicos genéticos normais.
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As amostras foram obtidas e estudadas com consenti-
mento informado e sequindo as normas da Comissao
de Etica do HDE.

A escolha da amostra teve por base como método in-
clusivo: alteracoes neuroldgicas sem componente infe-
ciosa, colheita de acordo com o protocolo e informacao
clinica detalhada, bem como informacdo terapéutica ou
suspensao da mesma com vista a puncao lombar.

As amostras foram colhidas em estreita coadjuvacao
com o laboratério obedecendo a um protocolo de co-
Iheita standard elaborado de acordo com o descrito por
Hyland (6) e disponibilizado pelos hospitais. As amos-
tras permaneceram a -70° C até ao momento da anali-
se. O painel completo do estudo dos NT compreendeu
a determinacdo das aminas biogénicas, 0s compostos
pterinicos e o 5-MTHF. De acordo com o padrao dos NT
e da clinica, a andlise da sepiapterina no LCR foi consi-
derada, mesmo que o resultado de biopterina estives-
se dentro dos valores de referéncia. (10,17).

Realizou-se a detecdo e determinacao quantitativa de
marcadores bioquimicos de diagndstico recorrendo a
métodos cromatograficos de HPLC (cromatografia liqui-
da de alta eficiéncia) acoplado a trés diferentes dete-
tores (eletroquimico, diode array e de fluorescéncia),
previamente descrito (12).

A anadlise estatistica incluiu andlise de variancia uni-
direcional e para o estudo da associacao de varidveis
0 teste de qui-quadrado e uma tabela de contingén-
cia bidirecional.
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_Resultados e discussao

Neste estudo fez-se um levantamento retrospetivo dos
casos submetidos ao painel de estudos dos neurotrans-
missores (tabela 1), com um grupo de doentes em ida-
de pediatrica e adulta (tabela 2) a quem foi pedido o
estudo completo por apresentarem suspeita de DHN.

Considerou-se a existéncia de alteracdes nos valores
dos neurotransmissores sempre que 0s niveis dos me-
tabolitos estudados estavam acima ou abaixo do valor
de referéncia. Dos 277 casos levantados, 107 (38,6%)
apresentavam a concentracdo de metabolitos nor-
mal. Entre os restantes 170 casos com alteracdo no
perfil bioquimico, 165 (59,6%) concluiu-se como cau-
salidade uma alteracao secunddria, 3 (1,08%) apre-
sentavam perfil bioquimico compativel com défice
primario que foi confirmado através de diagnosti-
co molecular e, ainda, 2 casos (0,72%) bioquimica e
clinicamente correspondentes a distonias sensiveis
a dopa cujo diagndstico molecular ndo confirmou,
um deles por falecimento antes do diagndstico final.

Tabela 2: [1 Doencas Hereditarias dos Neurotransmissores
- Total de casos estudados entre 2015-2021,
por idade e sexo (n=277).

Idade/anos N.° casos Feminino Feminino

RN 22 10 12
<1 83 40 43
1-2 64 33 31
3-6 48 23 25
7-14 38 19 19

> 14 22 11 11
Total 277 136 141
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Fez-se uma analise da distribuicdo dos diferentes fend-
tipos clinicos divididos por sete grupos (tabela 3 e gra-
fico 1), de acordo com as alteracoes clinicas apresenta-
das, independentemente do resultado analitico. Alguns
casos sobrepdem-se por apresentarem clinica em mais
do que um dos grupos.

Foi investigado, também, a correlacdo entre os per-
fis bioquimicos e os fenotipos clinicos, para o grupo
de alteracdes secunddrias nos diferentes parametros
analiticos. Apurou-se ainda, a partir dos dados que este

Tabela 3: [1 Doencas Hereditdrias dos Neurotransmissores
- Distribuicdo dos fenétipos clinicos por grupos
de acordo com as manifestacdes clinicas.

Grupo Manifestacoes clinicas

Grupo 1 Alteracoes de movimento

Grupo 2 Alteracoes tonus/convulsoes

Grupo 3 Epilepsias e encefalopatia

Grupo 4 Doenca neurodegenerativa

Grupo 5 Alteracdes comportamento/quadros psiquidtricos
Grupo 6 Manifestacdes oculares

Grupo 7 Outras manifestacdes clinicas

estudo permitiu levantar e, considerando as alteracoes
encontrada nos NT major (HVA e 5-HIAA) e a terapéu-
tica administrada, uma associacdo entre as alteracoes
dos NT e o tipo de medicamento anti convulsivante
ministrado (dados nao apresentados). Com o objetivo
de uma futura compreensdo da relacao entre epilep-
sia e neurotransmissores e foco na melhoria dos trata-
mentos e efeitos nos pacientes, serd importante explo-
rar esta varidvel.

Encontrou-se uma associacdo significativa entre a con-
centracao baixa de HVA e do SHIAA e os doentes per-
tencentes ao grupo 3 (com manifestacoes clinicas de
epilepsias e encefalopatia). Relativamente a correlacao
existente entre este grupo (epilepsia e encefalopatia) e
a diminuicdo da concentracdo dos NT major, esta estd
de acordo com o descrito na literatura e pode estar re-
lacionada com a manifestacao propria da epilepsia ou,
mesmo, dever-se ao tratamento instituido (13).

Neste estudo preliminar e em termos de alteracdes
primdrias com confirmacdo genética, foi diagnosticado
uma percentagem de 1,08, que é superior aos achados
em algumas publicacdes com uma amostra semelhan-
te & deste estudo (1°), mas é inferior em percentagem
em artigo com uma coorte mais representativa (14),

Grafico 1: [ Distribuicdo da frequéncia dos fenétipos clinicos dos doentes submetidos
ao estudo bioquimico dos neurotransmissores.
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_Conclusoes

A andlise de amostras do liquido cefalorraquidiano
(LCR) continua a ser a andlise “golden standard” para
0 diagnostico bioquimico das Doencas Hereditdrias
dos Neurotransmissores (DHN). E também de salien-
tar a importancia do estudo de um painel completo
dos metabolitos no LCR, num mesmo laboratorio, fa-
cilitando a andlise e integracdo dos resultados. A and-
lise e interpretacdo desta investigacao bioquimica no
LCR é extremamente exigente e apenas estd disponi-

vel em centros de referéncia.

No caso de DHN como em outras alteracoes metabdli-
cas, o diagnostico precoce e atempado destas doencas
hereditdrias reveste-se de uma grande importancia,
uma vez que apos a sua identificacdo e caracterizacao,
pode recorrer-se a uma rdpida aplicacdo de medidas
terapéuticas e dietas, que evitam sequelas maiores e
promovem uma boa qualidade de vida.

Futuramente, pretende-se completar o presente tra-
balho fazendo a correlacao das alteracdes secundarias
versus medicacao (15) e outras abordagens estatisti-
cas mais aprofundadas.

Em conclusdo, uma estreita colaboracao entre especia-
listas de laboratério e médicos é fundamental para a
interpretacao e compreensao dos niveis de neurotrans-
missores no LCR, o que impulsiona no sentido de uma
continua procura do conhecimento e formacao especi-

fica na drea assistencial e de investigacao.
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