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_Resumo

A fenilcetondria (PKU) é uma doenga genética autossomica recessiva,
devido a um erro hereditario do metabolismo dos aminoacidos. A PKU
caracteriza-se por um aumento de fenilalanina, em resultado de uma defi-
ciéncia da enzima hepatica, fenilalanina hidroxilase (PAH), uma enzima
codificada pelo gene PAH. E uma das 26 patologias integradas no painel
das doengas rastreadas em Portugal, a partir de sangue colhido em papel
de filtro para o “teste do pezinho”. A detecdo precoce da doenca tem
como objetivo iniciar o tratamento nutricional atempadamente, de modo
a prevenir os danos neurolégicos nos doentes afetados. Em Portugal,
desde 1979 e até ao final de 2019, foram rastreados através do Programa
Nacional de Rastreio Neonatal 3 890 677 recém-nascidos. Sendo que,
356 sé@o doentes com PKU e 37 sao hiperfenilalaninemias moderadas. A
prevaléncia ao nascimento da PKU e da hiperfenilalaninemia moderada no
nosso pais é de 1:10.929 e 1:36.123 recém-nascidos, respetivamente. Na
Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética do Departamento
de Genética Humana do INSA foram caracterizados geneticamente 223
doentes. Neste estudo, foram identificadas 56 mutagdes ja descritas na
literatura, a maioria compostos heterozigéticos (74% dos doentes). As
duas mutagdes mais prevalentes na populagao portuguesa sao: ¢.782G>A
(p.Arg261GIn), ¢.1066-10G>A (IVS10-11G>A), seguidas pelas mutacdes
c.1162G>A (p.Val388Met) e ¢.194T>C (p.lle65Thr). Este estudo revelou
uma elevada heterogeneidade quer do ponto vista do fenétipo bioguimico
quer ao nivel molecular, o que podera ser importante na resposta ao trata-
mento destes doentes uma vez que esta estara dependente do respetivo
genotipo. Os dados deste estudo, contribuem para uma melhor compre-
ensao e conhecimento epidemiolégico da PKU em Portugal.
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_Abstract

Phenylketonuria (PKU) is an autosomal recessive genetic disorder due to
an inborn error of amino acid metabolism. This disease causes elevation
of phenylalanine levels in blood and other body fluids due to impairment
of the hepatic enzyme phenylalanine hydroxylase (PAH), codified by the
PAH gene. PKU is one of the 26-blood spot screened pathologies included
in the Portuguese Neonatal Screening Program (PNSP). The early diagno-
sis of the affected individuals is important, as it can prevent clinical man-
ifestations of the disease, as neurological damage and severe mental
retardation as well as treatment can be started shortly after birth and the
patients fall within the broad normal range of general ability, attaining
expected educational standards and have an independent life as adult. In
Portugal, since 1979 until 2019, 3 890 677 newborns were screened for by
Portuguese Neonatal Screening Program (PNSP). Through this program,
findings revealed 356 PKU and 37 hyperphenylalaninaemia. The PKU birth
prevalence in Portugal is estimated to be 1:10,929 and 1:36,123 newborn,
respectively. In the Newborn Screening, Metabolic and Genetics Unit of
Human Genetics Department of National Institute of Health Dr. Ricardo
Jorge, 223 patients were molecular characterized. The PAH molecular
analysis of these patients revealed 56 distinct variants (already described
in the literature), most of them found in compound heterozygosity (74% of
the patients). In this study, the two most prevalent variants are ¢.782G>A
p. (Arg261Gin) and c.1066-11G>A, ¢.1162G>A, followed by the variants,
p.(Val388Met) and ¢.194T>C p.(lle65Thr). 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 will also improve the diagnostic applicability of mutational analy-
sis and the capacity to predict the evolution of the disease. The present
study aims to identify and characterize the variants underlying PKU in
affected individuals in the Portuguese PKU/HPA cohort, for a better under-
standing of this disease.

_Introducéo

Em Portugal, nos anos 70, o Programa Nacional de Rastreio
Neonatal (PNRN) foi inicialmente implementado apenas com
o rastreio da Fenilcetonuria (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-
cas metabdlicas. Em 2019, foi incluido um novo rastreio, o
rastreio da Fibrose Quistica. Presentemente, este programa
j& rastreia 26 doencas e esta centralizado num Unico labo-
ratorio do Departamento de Genética Humana do Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, no Porto, que
recebe em média 400 amostras de recém-nascidos/dia (5).

A fenilcetonuria (PKU; OMIM #261600) € uma doenca gené-
tica autossémica recessiva, causada pela deficiéncia
na enzima hepatica fenilalanina hidroxilase (PAH; OMIM
#612349) (6) que converte a fenilalanina em tirosina, na pre-
senca do cofator, a tetrahidrobiopterina (BH4) (figura 1a,b).
Sempre que a atividade da enzima PAH (EC 1.14.16.1) esteja
reduzida, a fenilalanina, aminoacido essencial, ndo é hidro-
lisado em tirosina, acumulando-se no sangue e em outros
fluidos corporais. Niveis elevados de fenilalanina e dos
seus derivados metabdlicos causam toxicidade originando
atrasos no crescimento, microcefalia, convulsdes, bem
como alteracdes no desenvolvimento psicomotor e/ou inte-
lectual (7:8). Quando a fenilalanina, em grande quantidade,
atravessa a barreira hematoencefalica, origina alteragdes
irreversiveis e estruturais no sistema nervoso central (9.
A enzima, PAH, necessita de um cofator para funcionar,
a tetrahidrobiopterina (BH4), o qual também é cofator da
enzima tirosina hidroxilase (TH) e da triptofano hidroxilase
(TPH). Cerca de 1-2% dos casos de hiperfenilalaninemia
(HPA) sao devidos a mutacdes nos genes que codificam as
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enzimas envolvidas na biossintese e regeneracdo do BH4

(figura 1b) (10,11) No entanto, alguns doentes com défices
na biossintese de BH4, como a Doenca de Segawa e o
défice em Sepiapterinoreductase, ndo manifestam hiperfe-
nilalaninemia (12,13),

O gene PAH, compreende cerca de 100kb do DNA geno6-
mico humano e codifica uma proteina de 452 aminoacidos
disposta num homotetrdmero funcional. Este gene esta
mapeado no cromossoma 12g23.2 e ¢é constituido por
13 exdes e 12 regides intrénicas (6:14). Presentemente,
estdo descritas mais de 1000 mutacdes no gene PAH asso-
ciadas a PKU (PAHvdb; Phenylalanine Hydroxylase Gene
Locus-Specific Database; http://www.pahdb.mcgill.ca/ e
BIOPKU; http://www.biopku.org) (15). A gravidade clinica
dependera dos niveis de fenilalanina, que por sua vez,
refletem o grau de deficiéncia da enzima PAH, resultante
das diversas mutacdes no gene que codifica esta enzima.
Sendo que a maior parte destas mutagdes, sdo do tipo
missense (90%) e a mutagao ¢.1066-11G>A (IVS10-11G>A)
é a mais frequente na populacdo caucasiana (16-18) E
importante a caracterizagdo molecular da PKU, pois o tipo
de mutacao ira condicionar a atividade enzimatica da PAH
dos doentes, o que por sua vez, determinara o fendtipo
bioguimico do doente. Uma atividade enzimatica nula ou
residual origina, regra geral, num fenotipo de PKU classica
(OMIM #261600), enquanto mutagdes que apenas inibem
parcialmente a atividade enzimética, resultam em fenotipos
moderados ou ligeiros de HPA. Existe assim um espetro de
gravidade clinica que vai desde a “PKU classica” (niveis de
Phe sob dieta normal >=1200pmol/L ou >20mg/dL), a “PKU
moderada” (Phe 360-1200pumol/L ou 6-20mg/dL), a hiperfeni-
lalaninemia moderada (Phe 150-360umol/L ou 2,5-6mg/dL).
Em geral, nos recém-nascidos, os niveis plasmaticos normais
de Phe variam entre 35-100umol/L (ou 0,6-1,7mg/dL), com
uma relacao Phe/Tyr préximo de 1 (0,6-1,5) (19:20),

Regra geral, criangcas com PKU n&o tratadas, apresentam
diminuicado de pigmentagéo e adquirindo um tom de pele e
de cabelo mais claro que a restante familia, devido a uma
deficiéncia na sintese de melanina.
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A prevaléncia desta doenga, e as mutacdes mais comuns,
diferem entre populagdes. Estima-se que na Europa a pre-
valéncia ao nascimento de PKU seja de 1:10.000 recém-
-nascidos (21), no entanto em algumas 4reas, a frequéncia é
ligeiramente maior (22), por exemplo, na populagdo Andaluza,
a prevaléncia é de 1:12.000 (23). Contrariamente, noutros
paises, como na Finlandia, a prevaléncia desta doenca ¢ a
mais baixa da Europa; 1:100.000, de tal forma que a PKU
n&o é incluida nos programas de rastreio neonatal (24:25), Em
Portugal, a prevaléncia 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 sao rastreados
aproximadamente 11 novos casos de PKU.

Figura 1a: [] Via Metabdlica da fenilalanina.
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_Objetivos

Pretende-se com este trabalho, ndo sé dar a conhecer os
dados do rastreio neonatal da PKU em Portugal nos dltimos
40 anos (1979-2019), como identificar e caracterizar as muta-
¢oes causais da PKU/HPA na nossa populacgao, contribuindo
para a melhoria do diagnéstico/prognéstico de PKU/HPA. A
andlise mutacional de PKU/HPA na populagdo portuguesa,
permitira também adequar a dieta de acordo com a relagao
genotipo-fenotipo. Por outro lado, pretende-se também refor-
car a importancia de um diagnostico precoce, através do
PNRN, minimizando assim, as consequéncias nefastas de um
diagndstico e terapia tardia.

Figura 1b: £ Via de hidroxilagao da fenilalanina e da

sintese de BH4 (cofator).
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In: van Wegberg AMJ, MacDonald A, Ahring K, et al. The complete European
guidelines on phenylketonuria: diagnosis and treatment. Orphanet J Rare Dis.
2017 Oct 12;12(1):162. https://doi.org/10.1186/s13023-017-0685-2
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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 0 3° e
0 6° 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, ja tinham sido estudados
e publicados anteriormente (27). O diagnéstico de PKU/HPA
é suspeito quando o nivel de Phe no sangue ¢ >6mg/dL (360
pumol/L) numa amostra de sangue seco. Recém-nascidos,
com niveis persistentes de Phe 2,5-6mg/dL e uma razédo
Phe/Tyr >1,5 sdo avaliados periodicamente nos Centros de
Referéncia para o Tratamento de Doencas Hereditarias do
Metabolismo (28). A dieta com restricdo de fenilalanina é
implementada sempre que 0s niveis de Phe sejam >6mg/dL
(860umol/L) (figura 2).

Caracterizagdo molecular

O DNA gendmico foi extraido a partir de sangue total ou
sangue seco em papel (EZ1, QIAGEN) e os 13 exdes ¢ as res-
petivas regides flanqueadoras do gene PAH (NM_000277.3)
amplificadas e sequenciadas através de métodos tradicionais
(método de Sanger e Next Generation Sequencing).

_Resultados

Espectro mutacional

A andlise aos 223 doentes caracterizados do ponto de vista
molecular e bioquimico revelou a existéncia de 56 muta¢oes
distintas, distribuidas por 129 genotipos diferentes. A maior
parte dos doentes estudados foram compostos heterozigé-
ticos (73,5%). As duas mutacdes patogénicas mais prevalen-
tes na populacdo portuguesa séo: ¢.782G>A (p.Arg261GIn),
encontrada em 63 doentes; seguida da mutacao intronica,

Figura 2: [ Algoritmo utilizado no rastreio neonatal de fenilcetondria (PKU).
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¢.1066-11G>A (IVS10-11G>A) em 60 doentes. As mutacdes
¢.194T>C (p.lle65Thr) e ¢.1162G>A (p.Val388Met) foram
encontradas em 37 doentes, respetivamente. Entre os
individuos homozigéticos, 17 eram portadores da mutagao
¢.782G>A (p.Arg261GlIn), 10 da mutacdo ¢.1066-11G>A
(IVS10-11G>A), 6 da mutagao ¢.473G>A p.(Arg158Gln), e 5
com a mutacao ¢.1162G>A (p.Val388Met) (grafico 1).

Verificou-se neste estudo, que a maioria das mutagdes
se encontram distribuidas na proteina da seguinte forma:
35 no dominio catalitico (62,5%), 10 no dominio regulador
(17,85%), 4 no dominio de tetramerizacao (7,14%) e 7 na
regido intrénica (12,5%). N&o foi observado nenhuma muta-
¢ao nos exdes 1 e 13.

Espectro bioquimico

Relativamente a correlacao entre o fen6tipo bioquimico (va-
lor de fenilalanina ao rastreio) e o genotipo, em individuos
homozigoticos, para as cinco mutacoées mais frequentes na
populacdo portuguesa, verificou-se que a mutagao que esta
associada com um largo espectro de valores de fenilalanina
¢ a mutacgao intrénica ¢.1066-11G>A, cujos valores variaram
desde 10,7 até 30mg/dL. Contrariamente, individuos homo-
zigbticos para a mutacao ¢.745C>T (p.Leu249Phe), mostra-
ram ter valores de fenilalanina mais baixos (valor médio de
10,53mg/dL). A mutacdo mais comum na populagao portu-
guesa de PKU; ¢.782G>A (p.Arg261GIn), esta associada com
valores médios de Phe de 14,37mg/dL, enquanto que as mu-

Gréfico 1: 1 Mutagdes mais frequentes nos 223 doentes estudados com fenilcetonuria (PKU).
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tacdes c. 473G>A (p.Arg158GiIn) e ¢.1162G>A (p.Val388Met),
0s valores médios de Phe foram 19,86mg/dL e 12,69mg/dL,
respetivamente.

_Discussao

Com este estudo pretendeu-se dar a conhecer os dados
do rastreio da PKU, focando particularmente no espectro
mutacional da fenilcetonuria, na populagdo portuguesa ao
longo de 40 anos de Programa de Rastreio Neonatal (1979-
-2019). Dos resultados obtidos, observou-se uma grande
heterogeneidade, com 56 mutacdes distribuidas por 129
genotipos diferentes, a maioria delas do tipo missense
(76,8%). Estes resultados estao de acordo com os publica-
dos na literatura para paises do sul da Europa e Mediterra-
neo, mas claramente diferente daqueles referentes a paises
da Europa central e norte da Europa onde as mutagdes
prevalentes sdo: ¢.1315+1G>C (IVS12+1G>C) e ¢.1222C>T
(p.Arg408Trp) (16,29-31),

Dos resultados obtidos, verificou-se a existéncia de quatro
mutacdes prevalentes: ¢.782G>A (p.Arg261GIn), ¢.1066-11-
G>A (IVS10-11G>A), ¢.1162G>A (p.Val388Met) e ¢.194T>C
(p.lle65Thr), representando cerca de 44,17% do total de ale-
los estudados. Esta frequéncia estd em concordancia com
estudos anteriormente publicados, envolvendo a populagdo
portuguesa (4,27,32-36)

A mutacéo intronica ¢.1066-11G>A (IVS10-11G>A) é a mais
comum na base de dados de PAH e dada a sua frequéncia
na zona do Mediterrneo, tem sido descrita como a “muta-
cao do Mediterraneo” (20,27.37-39) A terceira mutagéo, mais
comum encontrada neste estudo, foi a ¢.194T>C (p.lle65Thr),
sendo que esta mutagédo é bastante frequente também em
Espanha e Irlanda (20). Para além destas mutagées, foram
também encontradas outras mutacbes com consideravel
incidéncia na populagéo portuguesa (entre 5,38% e 2,24%),
nomeadamente: ¢.473G>A (p.Arg158GIn), ¢.527G>T (p.Ar-
g176Leu), ¢.745C>T (p.Leu249Phe), ¢.754C>T (p.Arg252Trp),
€.842C>T (p.Pro281Leu); ¢.526C>T (p.Arg176™), ¢.1042C>G
(p.Leu348Val), ¢.1208C>T (p.Ala403Val), ¢.385G>T (p.As-
p129Tyr) e ¢.809G>A (p.Arg270Lys).
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De ressalvar, que a mutagdo ¢.1222C>T (p.Arg408Trp), des-

crita como sendo a nivel mundial a mutagdo mais prevalente
de PKU, na populagao portuguesa apenas foi identificada em
heterozigotia num individuo. Esta mutacdo é a mais comum
no norte da Europa (40-42),

_Conclusdes

A fenilcetonuria (PKU) é a aminoacidopatia mais comum
na populagado caucasiana e tornou-se o paradigma de uma
doenca que pode ser facilmente identificada através de um
rastreio sistematico e que, tratada atempadamente, evita a
deterioracao neuroldgica grave com atraso mental profundo.

Os resultados obtidos do estudo do espectro mutacional
da PKU sdo dados de epidemiologia molecular relevantes,
pois sao indicativos do grau de disfungao proteica, e/ou ati-
vidade residual e consequentemente do fendtipo metabdlico
a esperar. A classificag@o dos diferentes genotipos de PAH,
permitird o progndéstico do fendtipo bioguimico e metabdlico
e pode ser Util como ferramenta preditiva no tratamento das
hiperfenilalaninemias no recém-nascido (43-45), O diagnés-
tico diferencial de HPA é crucial para distinguir criangas com
HPA por défices na enzima PAH, e HPA por défices de BH4
(cofator), pois o tratamento e prognostico da doenga, sdo
diferentes.

Assim, é extremamente importante o rastreio neonatal desta
patologia, através do PNRN. Este, permitird detetar precoce-
mente esta doenca e iniciar nos primeiros dias de vida, 0
tratamento adequado, restrito em fenilalanina, e que evitara
situacgdes irreversiveis de atrasos de desenvolvimento motor,
cognitivo e intelectual. O diagndstico diferencial de HPA
é crucial para distinguir criangas com deficiéncia da PAH
(em 98% dos casos) das deficiéncias resultantes por défice
de BH4 (2% dos casos). Uma vez feito o diagndstico, é impor-
tante a caracterizacdo molecular, pois nao s6 contribuira para
um melhor conhecimento da relagao gendtipo-fendtipo, como
também para o prognéstico do sucesso da resposta terapéu-
tica e ainda permitird 0 aconselhamento genético adequado.
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