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_Resumo

A feni lcetonúria (PKU) é uma doença genética autossómica recessiva, 
devido a um erro hereditár io do metabolismo dos aminoácidos. A PKU 
caracter iza-se por um aumento de feni lalanina, em resultado de uma def i-
ciência da enzima hepática, feni lalanina hidroxi lase (PAH), uma enzima 
codif icada pelo gene PAH. É uma das 26 patologias integradas no painel 
das doenças rastreadas em Por tugal, a par tir de sangue colhido em papel 
de f i l tro para o “ teste do pezinho”. A deteção precoce da doença tem 
como objetivo iniciar o tratamento nutr icional atempadamente, de modo 
a prevenir os danos neurológicos nos doentes afetados. Em Por tugal, 
desde 1979 e até ao f inal de 2019, foram rastreados através do Programa 
Nacional de Rastreio Neonatal 3 890 677 recém-nascidos. Sendo que, 
356 são doentes com PKU e 37 são hiper feni lalaninemias moderadas. A 
prevalência ao nascimento da PKU e da hiper feni lalaninemia moderada no 
nosso país é de 1:10.929 e 1:36.123 recém-nascidos, respetivamente. Na 
Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética do Depar tamento 
de Genética Humana do INSA foram caracter izados geneticamente 223 
doentes. Neste estudo, foram identi f icadas 56 mutações já descritas na 
l i teratura, a maior ia compostos heterozigóticos (74% dos doentes). As 
duas mutações mais prevalentes na população por tuguesa são: c.782G>A 
(p.Arg261Gln), c.1066-10G>A (IVS10-11G>A), seguidas pelas mutações  
c.1162G>A (p.Val388Met) e c.194T>C (p.I le65Thr). Este estudo revelou 
uma elevada heterogeneidade quer do ponto vista do fenótipo bioquímico 
quer ao nível molecular, o que poderá ser impor tante na resposta ao trata-
mento destes doentes uma vez que esta estará dependente do respetivo 
genótipo. Os dados deste estudo, contr ibuem para uma melhor compre-
ensão e conhecimento epidemiológico da PKU em Por tugal. 

_Abstract

Phenylketonuria (PKU) is an autosomal recessive genetic disorder due to 
an inborn error of amino acid metabol ism. This disease causes elevation 
of phenylalanine levels in blood and other body f luids due to impairment 
of the hepatic enzyme phenylalanine hydroxylase (PAH), codif ied by the 
PAH gene. PKU is one of the 26-blood spot screened pathologies included 
in the Por tuguese Neonatal Screening Program (PNSP). The early diagno-
sis of the af fected individuals is impor tant, as it can prevent cl inical man-
ifestations of the disease, as neurological damage and severe mental 
retardation as wel l as treatment can be star ted shor tly af ter bir th and the 
patients fal l within the broad normal range of general abi l i ty, at taining 
expected educational standards and have an independent l i fe as adult. In 
Por tugal, since 1979 unti l 2019, 3 890 677 newborns were screened for by 
Por tuguese Neonatal Screening Program (PNSP). Through this program, 
f indings revealed 356 PKU and 37 hyperphenylalaninaemia. The PKU bir th 
prevalence in Por tugal is estimated to be 1:10,929 and 1:36,123 newborn, 
respectively. In the Newborn Screening, Metabol ic and Genetics Unit of 
Human Genetics Depar tment of National Institute of Health Dr. Ricardo 
Jorge, 223 patients were molecular character ized. The PAH molecular 
analysis of these patients revealed 56 distinct var iants (already described 
in the l i terature), most of them found in compound heterozygosity (74% of 
the patients). In this study, the two most prevalent var iants are c.782G>A 
p. (Arg261Gln) and c.1066-11G>A, c.1162G>A, fol lowed by the variants, 
p.(Val388Met) and c.194T>C p.(I le65Thr). Our data reveal high heterogene-
ity at the biochemical and molecular levels and is expected to provide 
a better understanding of the molecular basis of this disease and to pro-
vide clues to elucidate genotype-phenotype correlations. The information 
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obtained wil l also improve the diagnostic appl icabi l i ty of mutational analy-
sis and the capacity to predict the evolution of the disease. The present 
study aims to identi fy and character ize the variants underlying PKU in 
af fected individuals in the Por tuguese PKU/HPA cohor t, for a better under-
standing of this disease.

_Introdução

Em Portugal, nos anos 70, o Programa Nacional de Rastreio 
Neonatal (PNRN) foi inicialmente implementado apenas com 
o rastreio da Fenilcetonúria (PKU). Mais tarde, em 1981 foi 
acrescentado a este programa o rastreio do Hipotiroidismo 
Congénito (CH) (1-4), e em 2004 alargado a mais 23 doen-
ças metabólicas. Em 2019, foi incluído um novo rastreio, o 
rastreio da Fibrose Quística. Presentemente, este programa 
já rastreia 26 doenças e está central izado num único labo-
ratório do Departamento de Genética Humana do Instituto 
Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, no Porto, que 
recebe em média 400 amostras de recém-nascidos/dia (5).

A feni lcetonúr ia (PKU; OMIM #261600) é uma doença gené-
tica autossómica recessiva, causada pela def iciência 
na enzima hepática feni la lanina hidroxi lase (PAH; OMIM 
#612349) (6) que conver te a feni la lanina em tirosina, na pre-
sença do cofator, a tetrahidrobiopter ina (BH4) ( f igura 1a,b ).  
Sempre que a ativ idade da enzima PAH (EC 1.14.16.1) esteja 
reduzida, a feni la lanina, aminoácido essencial, não é hidro-
l isado em tirosina, acumulando-se no sangue e em outros 
f luidos corporais. Níveis e levados de feni la lanina e dos 
seus der ivados metaból icos causam toxicidade or iginando 
atrasos no crescimento, microcefal ia, convulsões, bem 
como alterações no desenvolv imento psicomotor e/ou inte-
lectual (7,8). Quando a feni la lanina, em grande quantidade, 
atravessa a barreira hematoencefál ica, or igina alterações 
irreversíveis e estruturais no sistema nervoso central (9). 
A enzima, PAH, necessita de um cofator para funcionar, 
a tetrahidrobiopter ina (BH4), o qual também é cofator da 
enzima tirosina hidroxi lase (TH) e da tr iptofano hidroxi lase 
(TPH). Cerca de 1-2% dos casos de hiper feni la laninemia 
(HPA) são devidos a mutações nos genes que codif icam as 

enzimas envolv idas na biossíntese e regeneração do BH4 
( f igura 1b ) (10,11). No entanto, alguns doentes com déf ices 
na biossíntese de BH4, como a Doença de Segawa e o 
déf ice em Sepiapter inoreductase, não manifestam hiper fe-
ni la laninemia (12,13). 

O gene PAH, compreende cerca de 100kb do DNA genó-
mico humano e codif ica uma proteína de 452 aminoácidos 
disposta num homotetrâmero funcional. Este gene está 
mapeado no cromossoma 12q23.2 e é constituído por 
13 exões e 12 regiões intrónicas (6,14). Presentemente, 
estão descr itas mais de 1000 mutações no gene PAH asso-
ciadas a PKU (PAHvdb; Phenylalanine Hydroxylase Gene 
Locus-Specif ic Database; ht tp://www.pahdb.mcgi l l .ca / e 
BIOPKU; ht tp://www.biopku.org ) (15). A gravidade cl ínica 
dependerá dos níveis de feni la lanina, que por sua vez, 
ref letem o grau de def iciência da enzima PAH, resultante 
das diversas mutações no gene que codif ica esta enzima. 
Sendo que a maior par te destas mutações, são do tipo 
missense (90%) e a mutação c.1066-11G>A (IVS10-11G>A) 
é a mais frequente na população caucasiana (16 -18). É 
impor tante a caracter ização molecular da PKU, pois o tipo 
de mutação irá condicionar a ativ idade enzimática da PAH 
dos doentes, o que por sua vez, determinará o fenótipo 
bioquímico do doente. Uma ativ idade enzimática nula ou 
residual or igina, regra geral, num fenótipo de PKU clássica
(OMIM #261600), enquanto mutações que apenas inibem 
parcialmente a atividade enzimática, resultam em fenótipos 
moderados ou ligeiros de HPA. Existe assim um espetro de 
gravidade clínica que vai desde a “PKU clássica” (níveis de 
Phe sob dieta normal ≥1200μmol/L ou >20mg/dL), a “PKU 
moderada” (Phe 360-1200μmol/L ou 6-20mg/dL), à hiperfeni-
lalaninemia moderada (Phe 150-360μmol/L ou 2,5-6mg/dL). 
Em geral, nos recém-nascidos, os níveis plasmáticos normais 
de Phe variam entre 35-100μmol/L (ou 0,6-1,7mg/dL), com 
uma relação Phe/Tyr próximo de 1 (0,6-1,5) (19,20). 

Regra geral, cr ianças com PKU não tratadas, apresentam 
diminuição de pigmentação e adquir indo um tom de pele e 
de cabelo mais claro que a restante famí l ia, devido a uma 
def iciência na síntese de melanina. 

A prevalência desta doença, e as mutações mais comuns, 
diferem entre populações. Estima-se que na Europa a pre-
valência ao nascimento de PKU seja de 1:10.000 recém-
-nascidos (21), no entanto em algumas áreas, a frequência é 
ligeiramente maior (22), por exemplo, na população Andaluza, 
a prevalência é de 1:12.000 (23). Contrariamente, noutros 
países, como na Finlândia, a prevalência desta doença é a 
mais baixa da Europa; 1:100.000, de tal forma que a PKU 
não é incluída nos programas de rastreio neonatal (24,25). Em 
Portugal, a prevalência ao nascimento de PKU e de hiperfe-
nilalaninemia moderada é de: 1:10.929 e 1:36.123, respetiva-
mente (26). O que significa que, em cada ano são rastreados 
aproximadamente 11 novos casos de PKU.

_Objetivos

Pretende-se com este trabalho, não só dar a conhecer os 
dados do rastreio neonatal da PKU em Portugal nos últimos 
40 anos (1979-2019), como identif icar e caracterizar as muta-
ções causais da PKU/HPA na nossa população, contribuindo 
para a melhoria do diagnóstico/prognóstico de PKU/HPA. A 
análise mutacional de PKU/HPA na população portuguesa, 
permitirá também adequar a dieta de acordo com a relação 
genótipo-fenótipo. Por outro lado, pretende-se também refor-
çar a importância de um diagnóstico precoce, através do 
PNRN, minimizando assim, as consequências nefastas de um 
diagnóstico e terapia tardia. 

_Doenças hereditárias do metabolismo

28
número
2020

Doutor Ricardo Jorge
Nacional de Saúde_Instituto Observações_ Boletim Epidemiológico

www.insa.pt

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, IP



51

_Resumo

A feni lcetonúria (PKU) é uma doença genética autossómica recessiva, 
devido a um erro hereditár io do metabolismo dos aminoácidos. A PKU 
caracter iza-se por um aumento de feni lalanina, em resultado de uma def i-
ciência da enzima hepática, feni lalanina hidroxi lase (PAH), uma enzima 
codif icada pelo gene PAH. É uma das 26 patologias integradas no painel 
das doenças rastreadas em Por tugal, a par tir de sangue colhido em papel 
de f i l tro para o “ teste do pezinho”. A deteção precoce da doença tem 
como objetivo iniciar o tratamento nutr icional atempadamente, de modo 
a prevenir os danos neurológicos nos doentes afetados. Em Por tugal, 
desde 1979 e até ao f inal de 2019, foram rastreados através do Programa 
Nacional de Rastreio Neonatal 3 890 677 recém-nascidos. Sendo que, 
356 são doentes com PKU e 37 são hiper feni lalaninemias moderadas. A 
prevalência ao nascimento da PKU e da hiper feni lalaninemia moderada no 
nosso país é de 1:10.929 e 1:36.123 recém-nascidos, respetivamente. Na 
Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética do Depar tamento 
de Genética Humana do INSA foram caracter izados geneticamente 223 
doentes. Neste estudo, foram identi f icadas 56 mutações já descritas na 
l i teratura, a maior ia compostos heterozigóticos (74% dos doentes). As 
duas mutações mais prevalentes na população por tuguesa são: c.782G>A 
(p.Arg261Gln), c.1066-10G>A (IVS10-11G>A), seguidas pelas mutações  
c.1162G>A (p.Val388Met) e c.194T>C (p.I le65Thr). Este estudo revelou 
uma elevada heterogeneidade quer do ponto vista do fenótipo bioquímico 
quer ao nível molecular, o que poderá ser impor tante na resposta ao trata-
mento destes doentes uma vez que esta estará dependente do respetivo 
genótipo. Os dados deste estudo, contr ibuem para uma melhor compre-
ensão e conhecimento epidemiológico da PKU em Por tugal. 

_Abstract

Phenylketonuria (PKU) is an autosomal recessive genetic disorder due to 
an inborn error of amino acid metabol ism. This disease causes elevation 
of phenylalanine levels in blood and other body f luids due to impairment 
of the hepatic enzyme phenylalanine hydroxylase (PAH), codif ied by the 
PAH gene. PKU is one of the 26-blood spot screened pathologies included 
in the Por tuguese Neonatal Screening Program (PNSP). The early diagno-
sis of the af fected individuals is impor tant, as it can prevent cl inical man-
ifestations of the disease, as neurological damage and severe mental 
retardation as wel l as treatment can be star ted shor tly af ter bir th and the 
patients fal l within the broad normal range of general abi l i ty, at taining 
expected educational standards and have an independent l i fe as adult. In 
Por tugal, since 1979 unti l 2019, 3 890 677 newborns were screened for by 
Por tuguese Neonatal Screening Program (PNSP). Through this program, 
f indings revealed 356 PKU and 37 hyperphenylalaninaemia. The PKU bir th 
prevalence in Por tugal is estimated to be 1:10,929 and 1:36,123 newborn, 
respectively. In the Newborn Screening, Metabol ic and Genetics Unit of 
Human Genetics Depar tment of National Institute of Health Dr. Ricardo 
Jorge, 223 patients were molecular character ized. The PAH molecular 
analysis of these patients revealed 56 distinct var iants (already described 
in the l i terature), most of them found in compound heterozygosity (74% of 
the patients). In this study, the two most prevalent var iants are c.782G>A 
p. (Arg261Gln) and c.1066-11G>A, c.1162G>A, fol lowed by the variants, 
p.(Val388Met) and c.194T>C p.(I le65Thr). Our data reveal high heterogene-
ity at the biochemical and molecular levels and is expected to provide 
a better understanding of the molecular basis of this disease and to pro-
vide clues to elucidate genotype-phenotype correlations. The information 

obtained wil l also improve the diagnostic appl icabi l i ty of mutational analy-
sis and the capacity to predict the evolution of the disease. The present 
study aims to identi fy and character ize the variants underlying PKU in 
af fected individuals in the Por tuguese PKU/HPA cohor t, for a better under-
standing of this disease.

_Introdução

Em Portugal, nos anos 70, o Programa Nacional de Rastreio 
Neonatal (PNRN) foi inicialmente implementado apenas com 
o rastreio da Fenilcetonúria (PKU). Mais tarde, em 1981 foi 
acrescentado a este programa o rastreio do Hipotiroidismo 
Congénito (CH) (1-4), e em 2004 alargado a mais 23 doen-
ças metabólicas. Em 2019, foi incluído um novo rastreio, o 
rastreio da Fibrose Quística. Presentemente, este programa 
já rastreia 26 doenças e está central izado num único labo-
ratório do Departamento de Genética Humana do Instituto 
Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, no Porto, que 
recebe em média 400 amostras de recém-nascidos/dia (5).

A feni lcetonúr ia (PKU; OMIM #261600) é uma doença gené-
tica autossómica recessiva, causada pela def iciência 
na enzima hepática feni la lanina hidroxi lase (PAH; OMIM 
#612349) (6) que conver te a feni la lanina em tirosina, na pre-
sença do cofator, a tetrahidrobiopter ina (BH4) ( f igura 1a,b ).  
Sempre que a ativ idade da enzima PAH (EC 1.14.16.1) esteja 
reduzida, a feni la lanina, aminoácido essencial, não é hidro-
l isado em tirosina, acumulando-se no sangue e em outros 
f luidos corporais. Níveis e levados de feni la lanina e dos 
seus der ivados metaból icos causam toxicidade or iginando 
atrasos no crescimento, microcefal ia, convulsões, bem 
como alterações no desenvolv imento psicomotor e/ou inte-
lectual (7,8). Quando a feni la lanina, em grande quantidade, 
atravessa a barreira hematoencefál ica, or igina alterações 
irreversíveis e estruturais no sistema nervoso central (9). 
A enzima, PAH, necessita de um cofator para funcionar, 
a tetrahidrobiopter ina (BH4), o qual também é cofator da 
enzima tirosina hidroxi lase (TH) e da tr iptofano hidroxi lase 
(TPH). Cerca de 1-2% dos casos de hiper feni la laninemia 
(HPA) são devidos a mutações nos genes que codif icam as 

enzimas envolv idas na biossíntese e regeneração do BH4 
( f igura 1b ) (10,11). No entanto, alguns doentes com déf ices 
na biossíntese de BH4, como a Doença de Segawa e o 
déf ice em Sepiapter inoreductase, não manifestam hiper fe-
ni la laninemia (12,13). 

O gene PAH, compreende cerca de 100kb do DNA genó-
mico humano e codif ica uma proteína de 452 aminoácidos 
disposta num homotetrâmero funcional. Este gene está 
mapeado no cromossoma 12q23.2 e é constituído por 
13 exões e 12 regiões intrónicas (6,14). Presentemente, 
estão descr itas mais de 1000 mutações no gene PAH asso-
ciadas a PKU (PAHvdb; Phenylalanine Hydroxylase Gene 
Locus-Specif ic Database; ht tp://www.pahdb.mcgi l l .ca / e 
BIOPKU; ht tp://www.biopku.org ) (15). A gravidade cl ínica 
dependerá dos níveis de feni la lanina, que por sua vez, 
ref letem o grau de def iciência da enzima PAH, resultante 
das diversas mutações no gene que codif ica esta enzima. 
Sendo que a maior par te destas mutações, são do tipo 
missense (90%) e a mutação c.1066-11G>A (IVS10-11G>A) 
é a mais frequente na população caucasiana (16 -18). É 
impor tante a caracter ização molecular da PKU, pois o tipo 
de mutação irá condicionar a ativ idade enzimática da PAH 
dos doentes, o que por sua vez, determinará o fenótipo 
bioquímico do doente. Uma ativ idade enzimática nula ou 
residual or igina, regra geral, num fenótipo de PKU clássica
(OMIM #261600), enquanto mutações que apenas inibem 
parcialmente a atividade enzimática, resultam em fenótipos 
moderados ou ligeiros de HPA. Existe assim um espetro de 
gravidade clínica que vai desde a “PKU clássica” (níveis de 
Phe sob dieta normal ≥1200μmol/L ou >20mg/dL), a “PKU 
moderada” (Phe 360-1200μmol/L ou 6-20mg/dL), à hiperfeni-
lalaninemia moderada (Phe 150-360μmol/L ou 2,5-6mg/dL). 
Em geral, nos recém-nascidos, os níveis plasmáticos normais 
de Phe variam entre 35-100μmol/L (ou 0,6-1,7mg/dL), com 
uma relação Phe/Tyr próximo de 1 (0,6-1,5) (19,20). 

Regra geral, cr ianças com PKU não tratadas, apresentam 
diminuição de pigmentação e adquir indo um tom de pele e 
de cabelo mais claro que a restante famí l ia, devido a uma 
def iciência na síntese de melanina. 

A prevalência desta doença, e as mutações mais comuns, 
diferem entre populações. Estima-se que na Europa a pre-
valência ao nascimento de PKU seja de 1:10.000 recém-
-nascidos (21), no entanto em algumas áreas, a frequência é 
ligeiramente maior (22), por exemplo, na população Andaluza, 
a prevalência é de 1:12.000 (23). Contrariamente, noutros 
países, como na Finlândia, a prevalência desta doença é a 
mais baixa da Europa; 1:100.000, de tal forma que a PKU 
não é incluída nos programas de rastreio neonatal (24,25). Em 
Portugal, a prevalência ao nascimento de PKU e de hiperfe-
nilalaninemia moderada é de: 1:10.929 e 1:36.123, respetiva-
mente (26). O que significa que, em cada ano são rastreados 
aproximadamente 11 novos casos de PKU.

_Objetivos

Pretende-se com este trabalho, não só dar a conhecer os 
dados do rastreio neonatal da PKU em Portugal nos últimos 
40 anos (1979-2019), como identif icar e caracterizar as muta-
ções causais da PKU/HPA na nossa população, contribuindo 
para a melhoria do diagnóstico/prognóstico de PKU/HPA. A 
análise mutacional de PKU/HPA na população portuguesa, 
permitirá também adequar a dieta de acordo com a relação 
genótipo-fenótipo. Por outro lado, pretende-se também refor-
çar a importância de um diagnóstico precoce, através do 
PNRN, minimizando assim, as consequências nefastas de um 
diagnóstico e terapia tardia. 
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_Resumo

A feni lcetonúria (PKU) é uma doença genética autossómica recessiva, 
devido a um erro hereditár io do metabolismo dos aminoácidos. A PKU 
caracter iza-se por um aumento de feni lalanina, em resultado de uma def i-
ciência da enzima hepática, feni lalanina hidroxi lase (PAH), uma enzima 
codif icada pelo gene PAH. É uma das 26 patologias integradas no painel 
das doenças rastreadas em Por tugal, a par tir de sangue colhido em papel 
de f i l tro para o “ teste do pezinho”. A deteção precoce da doença tem 
como objetivo iniciar o tratamento nutr icional atempadamente, de modo 
a prevenir os danos neurológicos nos doentes afetados. Em Por tugal, 
desde 1979 e até ao f inal de 2019, foram rastreados através do Programa 
Nacional de Rastreio Neonatal 3 890 677 recém-nascidos. Sendo que, 
356 são doentes com PKU e 37 são hiper feni lalaninemias moderadas. A 
prevalência ao nascimento da PKU e da hiper feni lalaninemia moderada no 
nosso país é de 1:10.929 e 1:36.123 recém-nascidos, respetivamente. Na 
Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética do Depar tamento 
de Genética Humana do INSA foram caracter izados geneticamente 223 
doentes. Neste estudo, foram identi f icadas 56 mutações já descritas na 
l i teratura, a maior ia compostos heterozigóticos (74% dos doentes). As 
duas mutações mais prevalentes na população por tuguesa são: c.782G>A 
(p.Arg261Gln), c.1066-10G>A (IVS10-11G>A), seguidas pelas mutações  
c.1162G>A (p.Val388Met) e c.194T>C (p.I le65Thr). Este estudo revelou 
uma elevada heterogeneidade quer do ponto vista do fenótipo bioquímico 
quer ao nível molecular, o que poderá ser impor tante na resposta ao trata-
mento destes doentes uma vez que esta estará dependente do respetivo 
genótipo. Os dados deste estudo, contr ibuem para uma melhor compre-
ensão e conhecimento epidemiológico da PKU em Por tugal. 

_Abstract

Phenylketonuria (PKU) is an autosomal recessive genetic disorder due to 
an inborn error of amino acid metabol ism. This disease causes elevation 
of phenylalanine levels in blood and other body f luids due to impairment 
of the hepatic enzyme phenylalanine hydroxylase (PAH), codif ied by the 
PAH gene. PKU is one of the 26-blood spot screened pathologies included 
in the Por tuguese Neonatal Screening Program (PNSP). The early diagno-
sis of the af fected individuals is impor tant, as it can prevent cl inical man-
ifestations of the disease, as neurological damage and severe mental 
retardation as wel l as treatment can be star ted shor tly af ter bir th and the 
patients fal l within the broad normal range of general abi l i ty, at taining 
expected educational standards and have an independent l i fe as adult. In 
Por tugal, since 1979 unti l 2019, 3 890 677 newborns were screened for by 
Por tuguese Neonatal Screening Program (PNSP). Through this program, 
f indings revealed 356 PKU and 37 hyperphenylalaninaemia. The PKU bir th 
prevalence in Por tugal is estimated to be 1:10,929 and 1:36,123 newborn, 
respectively. In the Newborn Screening, Metabol ic and Genetics Unit of 
Human Genetics Depar tment of National Institute of Health Dr. Ricardo 
Jorge, 223 patients were molecular character ized. The PAH molecular 
analysis of these patients revealed 56 distinct var iants (already described 
in the l i terature), most of them found in compound heterozygosity (74% of 
the patients). In this study, the two most prevalent var iants are c.782G>A 
p. (Arg261Gln) and c.1066-11G>A, c.1162G>A, fol lowed by the variants, 
p.(Val388Met) and c.194T>C p.(I le65Thr). Our data reveal high heterogene-
ity at the biochemical and molecular levels and is expected to provide 
a better understanding of the molecular basis of this disease and to pro-
vide clues to elucidate genotype-phenotype correlations. The information 

obtained wil l also improve the diagnostic appl icabi l i ty of mutational analy-
sis and the capacity to predict the evolution of the disease. The present 
study aims to identi fy and character ize the variants underlying PKU in 
af fected individuals in the Por tuguese PKU/HPA cohor t, for a better under-
standing of this disease.

_Introdução

Em Portugal, nos anos 70, o Programa Nacional de Rastreio 
Neonatal (PNRN) foi inicialmente implementado apenas com 
o rastreio da Fenilcetonúria (PKU). Mais tarde, em 1981 foi 
acrescentado a este programa o rastreio do Hipotiroidismo 
Congénito (CH) (1-4), e em 2004 alargado a mais 23 doen-
ças metabólicas. Em 2019, foi incluído um novo rastreio, o 
rastreio da Fibrose Quística. Presentemente, este programa 
já rastreia 26 doenças e está central izado num único labo-
ratório do Departamento de Genética Humana do Instituto 
Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge, no Porto, que 
recebe em média 400 amostras de recém-nascidos/dia (5).

A feni lcetonúr ia (PKU; OMIM #261600) é uma doença gené-
tica autossómica recessiva, causada pela def iciência 
na enzima hepática feni la lanina hidroxi lase (PAH; OMIM 
#612349) (6) que conver te a feni la lanina em tirosina, na pre-
sença do cofator, a tetrahidrobiopter ina (BH4) ( f igura 1a,b ).  
Sempre que a ativ idade da enzima PAH (EC 1.14.16.1) esteja 
reduzida, a feni la lanina, aminoácido essencial, não é hidro-
l isado em tirosina, acumulando-se no sangue e em outros 
f luidos corporais. Níveis e levados de feni la lanina e dos 
seus der ivados metaból icos causam toxicidade or iginando 
atrasos no crescimento, microcefal ia, convulsões, bem 
como alterações no desenvolv imento psicomotor e/ou inte-
lectual (7,8). Quando a feni la lanina, em grande quantidade, 
atravessa a barreira hematoencefál ica, or igina alterações 
irreversíveis e estruturais no sistema nervoso central (9). 
A enzima, PAH, necessita de um cofator para funcionar, 
a tetrahidrobiopter ina (BH4), o qual também é cofator da 
enzima tirosina hidroxi lase (TH) e da tr iptofano hidroxi lase 
(TPH). Cerca de 1-2% dos casos de hiper feni la laninemia 
(HPA) são devidos a mutações nos genes que codif icam as 

enzimas envolv idas na biossíntese e regeneração do BH4 
( f igura 1b ) (10,11). No entanto, alguns doentes com déf ices 
na biossíntese de BH4, como a Doença de Segawa e o 
déf ice em Sepiapter inoreductase, não manifestam hiper fe-
ni la laninemia (12,13). 

O gene PAH, compreende cerca de 100kb do DNA genó-
mico humano e codif ica uma proteína de 452 aminoácidos 
disposta num homotetrâmero funcional. Este gene está 
mapeado no cromossoma 12q23.2 e é constituído por 
13 exões e 12 regiões intrónicas (6,14). Presentemente, 
estão descr itas mais de 1000 mutações no gene PAH asso-
ciadas a PKU (PAHvdb; Phenylalanine Hydroxylase Gene 
Locus-Specif ic Database; ht tp://www.pahdb.mcgi l l .ca / e 
BIOPKU; ht tp://www.biopku.org ) (15). A gravidade cl ínica 
dependerá dos níveis de feni la lanina, que por sua vez, 
ref letem o grau de def iciência da enzima PAH, resultante 
das diversas mutações no gene que codif ica esta enzima. 
Sendo que a maior par te destas mutações, são do tipo 
missense (90%) e a mutação c.1066-11G>A (IVS10-11G>A) 
é a mais frequente na população caucasiana (16 -18). É 
impor tante a caracter ização molecular da PKU, pois o tipo 
de mutação irá condicionar a ativ idade enzimática da PAH 
dos doentes, o que por sua vez, determinará o fenótipo 
bioquímico do doente. Uma ativ idade enzimática nula ou 
residual or igina, regra geral, num fenótipo de PKU clássica
(OMIM #261600), enquanto mutações que apenas inibem 
parcialmente a atividade enzimática, resultam em fenótipos 
moderados ou ligeiros de HPA. Existe assim um espetro de 
gravidade clínica que vai desde a “PKU clássica” (níveis de 
Phe sob dieta normal ≥1200μmol/L ou >20mg/dL), a “PKU 
moderada” (Phe 360-1200μmol/L ou 6-20mg/dL), à hiperfeni-
lalaninemia moderada (Phe 150-360μmol/L ou 2,5-6mg/dL). 
Em geral, nos recém-nascidos, os níveis plasmáticos normais 
de Phe variam entre 35-100μmol/L (ou 0,6-1,7mg/dL), com 
uma relação Phe/Tyr próximo de 1 (0,6-1,5) (19,20). 

Regra geral, cr ianças com PKU não tratadas, apresentam 
diminuição de pigmentação e adquir indo um tom de pele e 
de cabelo mais claro que a restante famí l ia, devido a uma 
def iciência na síntese de melanina. 

A prevalência desta doença, e as mutações mais comuns, 
diferem entre populações. Estima-se que na Europa a pre-
valência ao nascimento de PKU seja de 1:10.000 recém-
-nascidos (21), no entanto em algumas áreas, a frequência é 
ligeiramente maior (22), por exemplo, na população Andaluza, 
a prevalência é de 1:12.000 (23). Contrariamente, noutros 
países, como na Finlândia, a prevalência desta doença é a 
mais baixa da Europa; 1:100.000, de tal forma que a PKU 
não é incluída nos programas de rastreio neonatal (24,25). Em 
Portugal, a prevalência ao nascimento de PKU e de hiperfe-
nilalaninemia moderada é de: 1:10.929 e 1:36.123, respetiva-
mente (26). O que significa que, em cada ano são rastreados 
aproximadamente 11 novos casos de PKU.

_Objetivos

Pretende-se com este trabalho, não só dar a conhecer os 
dados do rastreio neonatal da PKU em Portugal nos últimos 
40 anos (1979-2019), como identif icar e caracterizar as muta-
ções causais da PKU/HPA na nossa população, contribuindo 
para a melhoria do diagnóstico/prognóstico de PKU/HPA. A 
análise mutacional de PKU/HPA na população portuguesa, 
permitirá também adequar a dieta de acordo com a relação 
genótipo-fenótipo. Por outro lado, pretende-se também refor-
çar a importância de um diagnóstico precoce, através do 
PNRN, minimizando assim, as consequências nefastas de um 
diagnóstico e terapia tardia. 
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Figura 1b: Via de hidroxilação da fenilalanina e da 
síntese de BH4 (cofator).
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_Material e métodos

Doentes

Até 2019, um total de 377 PKU/HPA foram detetados pelo 
PNRN. A maioria das amostras foram colhidas entre o 3º e 
o 6º dia de vida dos bebés nascidos em Portugal. Destes, 
223 foram molecularmente caracterizados pela Unidade de 
Rastreio Neonatal (URN), representando cerca de 58% do 
total (223/377). Os restantes 154, já tinham sido estudados 
e publicados anteriormente (27). O diagnóstico de PKU/HPA 
é suspeito quando o nível de Phe no sangue é ≥6mg/dL (360
μmol/L) numa amostra de sangue seco. Recém-nascidos,
com níveis persistentes de Phe 2,5-6mg/dL e uma razão 
Phe/Tyr >1,5 são aval iados per iodicamente nos Centros de 
Referência para o Tratamento de Doenças Hereditár ias do 
Metabol ismo (28). A dieta com restr ição de feni la lanina é 
implementada sempre que os níveis de Phe sejam ≥6mg/dL
(360μmol/L) ( f igura 2 ).

Caracter ização molecular

O DNA genómico foi extraído a partir de sangue total ou 
sangue seco em papel (EZ1, QIAGEN) e os 13 exões e as res-
petivas regiões flanqueadoras do gene PAH (NM_000277.3) 
amplif icadas e sequenciadas através de métodos tradicionais 
(método de Sanger e Next Generation Sequencing ).

_Resultados

Espectro mutacional

A análise aos 223 doentes caracterizados do ponto de vista 
molecular e bioquímico revelou a existência de 56 mutações 
distintas, distr ibuídas por 129 genótipos diferentes. A maior 
parte dos doentes estudados foram compostos heterozigó-
ticos (73,5%). As duas mutações patogénicas mais prevalen-
tes na população portuguesa são: c.782G>A (p.Arg261Gln), 
encontrada em 63 doentes; seguida da mutação intrónica, 

Figura 2: Algoritmo utilizado no rastreio neonatal de fenilcetonúria (PKU).
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Gráfico 1: Mutações mais frequentes nos 223 doentes estudados com fenilcetonúria (PKU).
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c.1066-11G>A (IVS10-11G>A) em 60 doentes. As mutações 
c.194T>C (p.I le65Thr) e c.1162G>A (p.Val388Met) foram 
encontradas em 37 doentes, respetivamente. Entre os 
indiv íduos homozigóticos, 17 eram por tadores da mutação 
c.782G>A (p.Arg261Gln), 10 da mutação c.1066-11G>A 
(IVS10-11G>A), 6 da mutação c.473G>A p.(Arg158Gln), e 5 
com a mutação c.1162G>A (p.Val388Met) (gráfico 1). 

Ver i f icou-se neste estudo, que a maior ia das mutações 
se encontram distr ibuídas na proteína da seguinte forma: 
35 no domínio catal í t ico (62,5%), 10 no domínio regulador 
(17,85%), 4 no domínio de tetramerização (7,14%) e 7 na 
região intrónica (12,5%). Não foi observado nenhuma muta-
ção nos exões 1 e 13.

Espectro bioquímico

Relativamente à correlação entre o fenótipo bioquímico (va-
lor de fenilalanina ao rastreio) e o genótipo, em indivíduos 
homozigóticos, para as cinco mutações mais frequentes na 
população portuguesa, verif icou-se que a mutação que está 
associada com um largo espectro de valores de fenilalanina 
é a mutação intrónica c.1066-11G>A, cujos valores variaram 
desde 10,7 até 30mg/dL. Contrariamente, indivíduos homo-
zigóticos para a mutação c.745C>T (p.Leu249Phe), mostra-
ram ter valores de fenilalanina mais baixos (valor médio de 
10,53mg/dL). A mutação mais comum na população portu-
guesa de PKU; c.782G>A (p.Arg261Gln), está associada com 
valores médios de Phe de 14,37mg/dL, enquanto que as mu-

tações c. 473G>A (p.Arg158Gln) e c.1162G>A (p.Val388Met), 
os valores médios de Phe foram 19,86mg/dL e 12,69mg/dL, 
respetivamente.

_Discussão

Com este estudo pretendeu-se dar a conhecer os dados 
do rastreio da PKU, focando par ticularmente no espectro 
mutacional da feni lcetonúr ia, na população por tuguesa ao 
longo de 40 anos de Programa de Rastreio Neonatal (1979-
-2019). Dos resultados obtidos, observou-se uma grande 
heterogeneidade, com 56 mutações distr ibuídas por 129 
genótipos di ferentes, a maior ia delas do tipo missense 
(76,8%). Estes resultados estão de acordo com os publ ica-
dos na l i teratura para países do sul da Europa e Mediterrâ-
neo, mas claramente di ferente daqueles referentes a países 
da Europa central e nor te da Europa onde as mutações 
prevalentes são: c.1315+1G>C (IVS12+1G>C) e c.1222C>T 
(p.Arg408Trp) (16,29 -31). 

Dos resultados obtidos, veri f icou-se a existência de quatro 
mutações prevalentes: c.782G>A (p.Arg261Gln), c.1066-11-
G>A (IVS10-11G>A), c.1162G>A (p.Val388Met) e c.194T>C 
(p.I le65Thr), representando cerca de 44,17% do total de ale-
los estudados. Esta frequência está em concordância com 
estudos anteriormente publicados, envolvendo a população 
por tuguesa (4,27,32-36).

A mutação intrónica c.1066-11G>A (IVS10-11G>A) é a mais 
comum na base de dados de PAH e dada a sua frequência 
na zona do Mediterrâneo, tem sido descrita como a “muta-
ção do Mediterrâneo” (20,27,37-39). A terceira mutação, mais 
comum encontrada neste estudo, foi a c.194T>C (p.Ile65Thr), 
sendo que esta mutação é bastante frequente também em 
Espanha e Ir landa (20). Para além destas mutações, foram 
também encontradas outras mutações com considerável 
incidência na população portuguesa (entre 5,38% e 2,24%), 
nomeadamente: c.473G>A (p.Arg158Gln), c.527G>T (p.Ar-
g176Leu), c.745C>T (p.Leu249Phe), c.754C>T (p.Arg252Trp), 
c.842C>T (p.Pro281Leu); c.526C>T (p.Arg176*), c.1042C>G 
(p.Leu348Val), c.1208C>T (p.Ala403Val), c.385G>T (p.As-
p129Tyr) e c.809G>A (p.Arg270Lys).

De ressalvar, que a mutação c.1222C>T (p.Arg408Trp), des-
crita como sendo a nível mundial a mutação mais prevalente 
de PKU, na população portuguesa apenas foi identif icada em 
heterozigotia num indivíduo. Esta mutação é a mais comum 
no norte da Europa (40-42).

_Conclusões

A fenilcetonúria (PKU) é a aminoacidopatia mais comum 
na população caucasiana e tornou-se o paradigma de uma 
doença que pode ser facilmente identif icada através de um 
rastreio sistemático e que, tratada atempadamente, evita a 
deterioração neurológica grave com atraso mental profundo.

Os resultados obtidos do estudo do espectro mutacional 
da PKU são dados de epidemiologia molecular relevantes, 
pois são indicativos do grau de disfunção proteica, e/ou ati-
vidade residual e consequentemente do fenótipo metabólico 
a esperar. A classif icação dos diferentes genótipos de PAH, 
permitirá o prognóstico do fenótipo bioquímico e metabólico 
e pode ser úti l como ferramenta preditiva no tratamento das 
hiper fenilalaninemias no recém-nascido (43-45). O diagnós-
tico diferencial de HPA é crucial para distinguir crianças com 
HPA por déf ices na enzima PAH, e HPA por déf ices de BH4 
(cofator), pois o tratamento e prognóstico da doença, são 
diferentes. 

Assim, é extremamente importante o rastreio neonatal desta 
patologia, através do PNRN. Este, permitirá detetar precoce-
mente esta doença e iniciar nos primeiros dias de vida, o 
tratamento adequado, restrito em fenilalanina, e que evitará 
situações irreversíveis de atrasos de desenvolvimento motor, 
cognitivo e intelectual. O diagnóstico diferencial de HPA 
é crucial para distinguir crianças com deficiência da PAH 
(em 98% dos casos) das deficiências resultantes por défice 
de BH4 (2% dos casos). Uma vez feito o diagnóstico, é impor-
tante a caracterização molecular, pois não só contribuirá para 
um melhor conhecimento da relação genótipo-fenótipo, como 
também para o prognóstico do sucesso da resposta terapêu-
tica e ainda permitirá o aconselhamento genético adequado.
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c.1066-11G>A (IVS10-11G>A) em 60 doentes. As mutações 
c.194T>C (p.I le65Thr) e c.1162G>A (p.Val388Met) foram 
encontradas em 37 doentes, respetivamente. Entre os 
indiv íduos homozigóticos, 17 eram por tadores da mutação 
c.782G>A (p.Arg261Gln), 10 da mutação c.1066-11G>A 
(IVS10-11G>A), 6 da mutação c.473G>A p.(Arg158Gln), e 5 
com a mutação c.1162G>A (p.Val388Met) (gráfico 1). 

Ver i f icou-se neste estudo, que a maior ia das mutações 
se encontram distr ibuídas na proteína da seguinte forma: 
35 no domínio catal í t ico (62,5%), 10 no domínio regulador 
(17,85%), 4 no domínio de tetramerização (7,14%) e 7 na 
região intrónica (12,5%). Não foi observado nenhuma muta-
ção nos exões 1 e 13.

Espectro bioquímico

Relativamente à correlação entre o fenótipo bioquímico (va-
lor de fenilalanina ao rastreio) e o genótipo, em indivíduos 
homozigóticos, para as cinco mutações mais frequentes na 
população portuguesa, verif icou-se que a mutação que está 
associada com um largo espectro de valores de fenilalanina 
é a mutação intrónica c.1066-11G>A, cujos valores variaram 
desde 10,7 até 30mg/dL. Contrariamente, indivíduos homo-
zigóticos para a mutação c.745C>T (p.Leu249Phe), mostra-
ram ter valores de fenilalanina mais baixos (valor médio de 
10,53mg/dL). A mutação mais comum na população portu-
guesa de PKU; c.782G>A (p.Arg261Gln), está associada com 
valores médios de Phe de 14,37mg/dL, enquanto que as mu-

tações c. 473G>A (p.Arg158Gln) e c.1162G>A (p.Val388Met), 
os valores médios de Phe foram 19,86mg/dL e 12,69mg/dL, 
respetivamente.

_Discussão

Com este estudo pretendeu-se dar a conhecer os dados 
do rastreio da PKU, focando par ticularmente no espectro 
mutacional da feni lcetonúr ia, na população por tuguesa ao 
longo de 40 anos de Programa de Rastreio Neonatal (1979-
-2019). Dos resultados obtidos, observou-se uma grande 
heterogeneidade, com 56 mutações distr ibuídas por 129 
genótipos di ferentes, a maior ia delas do tipo missense 
(76,8%). Estes resultados estão de acordo com os publ ica-
dos na l i teratura para países do sul da Europa e Mediterrâ-
neo, mas claramente di ferente daqueles referentes a países 
da Europa central e nor te da Europa onde as mutações 
prevalentes são: c.1315+1G>C (IVS12+1G>C) e c.1222C>T 
(p.Arg408Trp) (16,29 -31). 

Dos resultados obtidos, veri f icou-se a existência de quatro 
mutações prevalentes: c.782G>A (p.Arg261Gln), c.1066-11-
G>A (IVS10-11G>A), c.1162G>A (p.Val388Met) e c.194T>C 
(p.I le65Thr), representando cerca de 44,17% do total de ale-
los estudados. Esta frequência está em concordância com 
estudos anteriormente publicados, envolvendo a população 
por tuguesa (4,27,32-36).

A mutação intrónica c.1066-11G>A (IVS10-11G>A) é a mais 
comum na base de dados de PAH e dada a sua frequência 
na zona do Mediterrâneo, tem sido descrita como a “muta-
ção do Mediterrâneo” (20,27,37-39). A terceira mutação, mais 
comum encontrada neste estudo, foi a c.194T>C (p.Ile65Thr), 
sendo que esta mutação é bastante frequente também em 
Espanha e Ir landa (20). Para além destas mutações, foram 
também encontradas outras mutações com considerável 
incidência na população portuguesa (entre 5,38% e 2,24%), 
nomeadamente: c.473G>A (p.Arg158Gln), c.527G>T (p.Ar-
g176Leu), c.745C>T (p.Leu249Phe), c.754C>T (p.Arg252Trp), 
c.842C>T (p.Pro281Leu); c.526C>T (p.Arg176*), c.1042C>G 
(p.Leu348Val), c.1208C>T (p.Ala403Val), c.385G>T (p.As-
p129Tyr) e c.809G>A (p.Arg270Lys).

De ressalvar, que a mutação c.1222C>T (p.Arg408Trp), des-
crita como sendo a nível mundial a mutação mais prevalente 
de PKU, na população portuguesa apenas foi identif icada em 
heterozigotia num indivíduo. Esta mutação é a mais comum 
no norte da Europa (40-42).

_Conclusões

A fenilcetonúria (PKU) é a aminoacidopatia mais comum 
na população caucasiana e tornou-se o paradigma de uma 
doença que pode ser facilmente identif icada através de um 
rastreio sistemático e que, tratada atempadamente, evita a 
deterioração neurológica grave com atraso mental profundo.

Os resultados obtidos do estudo do espectro mutacional 
da PKU são dados de epidemiologia molecular relevantes, 
pois são indicativos do grau de disfunção proteica, e/ou ati-
vidade residual e consequentemente do fenótipo metabólico 
a esperar. A classif icação dos diferentes genótipos de PAH, 
permitirá o prognóstico do fenótipo bioquímico e metabólico 
e pode ser úti l como ferramenta preditiva no tratamento das 
hiper fenilalaninemias no recém-nascido (43-45). O diagnós-
tico diferencial de HPA é crucial para distinguir crianças com 
HPA por déf ices na enzima PAH, e HPA por déf ices de BH4 
(cofator), pois o tratamento e prognóstico da doença, são 
diferentes. 

Assim, é extremamente importante o rastreio neonatal desta 
patologia, através do PNRN. Este, permitirá detetar precoce-
mente esta doença e iniciar nos primeiros dias de vida, o 
tratamento adequado, restrito em fenilalanina, e que evitará 
situações irreversíveis de atrasos de desenvolvimento motor, 
cognitivo e intelectual. O diagnóstico diferencial de HPA 
é crucial para distinguir crianças com deficiência da PAH 
(em 98% dos casos) das deficiências resultantes por défice 
de BH4 (2% dos casos). Uma vez feito o diagnóstico, é impor-
tante a caracterização molecular, pois não só contribuirá para 
um melhor conhecimento da relação genótipo-fenótipo, como 
também para o prognóstico do sucesso da resposta terapêu-
tica e ainda permitirá o aconselhamento genético adequado.
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