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SEMINARIO VIII

FENILALANINA HIDROXILASE/
/BIOPTERINA
Carlota Saldanha

Apos a descrigdo sumadria do catabolismo de
fenilalanina ¢ apresentada a ac¢@o enzimatica da
fenilalanina hidroxilase (fenilalanina-4-mono-
-oxigenase E.C. 1.14.16.1), a funcdo do cofactor
tetrahidrobiopterina e as respectivas contribuicdes
na homeostasia da fenilalanina.

Catabolismo da Fenilalanina

Dos vinte L-aminoacidos constituintes das
proteinas oito sdo essenciais, isto €, devem fazer
parte da dieta porque o organismo humano nao
tem capacidade de os sintetizar.

Considerando como exemplo a fenilalanina,
obtém-se por hidroxilagdo deste aminoacido es-
sencial outro ndo-essencial, a tirosina (Figura 1).

Posteriormente a transformagao catabolica da
tirosina (Figura 1) conduz a formagdo de fuma-
rato, de acetato, da glicose “de novo” ou a obten-
¢do de energia. A fenilalanina e a tirosina incluem-
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Fig. 1 — Esquema do catabolismo da fenilalanina e da tirosina (aminoacidos
cetogénicos e gliconeogénicos).

-se no grupo dos aminoacidos cetogénicos e
gliconeogénicos. A tirosina, apds hidroxilacdo (Fi-
gura 1), pode originar mediadores quimicos nao
proteicos com fungdes de neurotransmissor, as
catecolaminas (dopamina, norepinefrina e
epinefrina).

Sequéncias catabolicas (Figura 2) alternativas
a da hidroxilagdo da fenilalanina, originam com-
postos fenilcetonuricos (fenilpiruvato, fenilace-
tato, fenilactato e ou fenilacetilglutamina), cujos
valores de concentracao elevada na urina (fenilce-
tonuria) contribuem para a suspeita de hiperfenila-
lalinémia (valores acima do normal de concentra-
c¢do de fenilalanina no plasma).

Fenilalanina

fenilacetato g———— fenilpiruvato

\

fenilacetilglutamina fenilactato

ortohidroxifenilacetato

Fig. 2 — Esquema dos derivados cetoacidos obtidos nas vias
catabolicas alternativas a hidroxila¢do da fenilalanina

Hidroxila¢cao da Fenilalanina

A interconversao irreversivel do aminoacido
essencial fenilalanina no aminoacido (ndo-
-essencial) tirosina (Figura 3) ocorre na célula
hepatica na presenga de:

* Fenilalanina hidroxilase (PAH)
* Tetrahidrobiopterina (BH,)
* Oxigénio (O,)

fenilalanina + O, NADP
PA@( ><DHPR
tirosina + H, O NADPH + H"
Fig. 3 — Representacdo esquematica da hidroxilagdo da
fenilalanina.

BH 4

BH»
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* Dihidrobiopterina redutase (DHPR)
* Nicotinamida-adenina-dinucleotido-fosfato-
-reduzido (NADPH)

Para a homeostasia da fenilalanina (manuten-
¢do dos valores normais) € necessario:

* Regeneragdo de BH, por redugio de dihidro-
biopterina (BH,) formada

* Normal processamento da sintese de BH,

» Auséncia de mutac¢do das enzimas DAH e
DHPR e das enzimas intervenientes na sin-
tese de BH,

* Auséncia de actividade deficiente das
enzimas PAH ¢ DHPR

A fenilalanina-hidroxilase (fenilalanina-4-
-monoxigenase, EC. 1.14.16.1; hepatocito huma-
no) ¢ uma metaloenzima (Fe) tetramérica, alosté-
rica, com fungdes reguladoras, que apresenta
cooperatividade para alguns efectores dependen-
tes, ou nao, de ac¢do hormonal.

A regulacdo homotropica positiva da activi-
dade enzimatica da PAH exercida pela fenilala-
nina (Figura 4) (i) mantém a concentragao deste
aminodcido essencial em valores fisiologicos,
(i1) actua em sinergismo com a fosforilacao das
subunidades e (iii) induz alteragdes conforma-
cionais na enzima conducentes a um estado
activo.

Actividade da
fenilalanina
hidroxilase

[fenilalanina]

Fig. 4 — Representacdo do perfil sigmoéide da variagdo da
actividade enzimatica da fenilalanina hidroxilase em fun-
¢do da concentragdo de fenilalanina.

Sintese da Tetrahidrobiopterina

O cofactor BH, reduz o Fe’* de cada sub-uni-
dade de PAH a Fe?"; ¢ uma pterina ndo-conjugada
(Figura 5) sintetizada no organismo a partir da
hidrolise da guanosina-trifosfato (GTP) pela ac-
cdo da GTP-ciclohidrolase (enzima regulada, por
“feed-back”, pela concentragdo de BH,) (Figura 6).

OH OH
(0] H T
N §TEC,
H
X
N N
H2N | |
H H

Fig. 5 — Estrutura da tetrahidrobiopterina (BT,) 2-amino-4-
-hidroxi-6-(L eritro 1°,2’-dihidroxipropil)-tetrahidropteridina.

GTP
l GTP ciclohidrolase
dihidroneopterina trifosfato ——  neopterina
piruvoiltetrahidropterina sintase

piruvoiltetrahidropterina

sepiaterina lactoiltetrahidropterina
tetrahidrobiopterina

Fig. 6 — Representacdo em esquema da sintese da tetrahidro-
biopterina

A oxidagdo nao enzimatica da dihidroneopte-
rina trifosfato origina neopterina aquando do défi-
ce de piruvoiltetrahidropterina-sintase. Como
consequéncia, a auséncia de sintese de BH, au-
menta a concentracao de fenilalanina no plasma.

A ocorréncia de hiperfenilalalinémia associa-
da a inibigdo da sintese de BH, pode ainda resultar
de deficiente ac¢ao enzimatica da GTP ciclohidro-
lase; nesta situacdo ndo se forma neopterina.

No mecanismo de regeneragdo de BH, a par-
tir de BH,, se ndo existir NADPH e/ou activida-
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de catalitica (por mutagdo) de DHPR ha acumu-
lagao de fenilalanina plasmatica.

A acrescer a estas diferentes situagdes de hiper-
fenilalaninémia podem ocorrer alteragdes na sin-
tese de fenilalanina hidroxilase ou a enzima apre-
sentar actividade enzimatica deficiente.

REPERCUSSOES BIOQUIMICAS
DA HIPERFENILALANINEMIA
E FENILCETONURIA

J. Martins e Silva

A fenilalanina ¢ um dos aminoacidos (AA)
essenciais e, como tal devera ser fornecido na
dieta alimentar. Havendo deficiéncia alimentar em
fenilalanina (ou qualquer dos outros nove AA
essenciais, Quadro I) ha balango azotado negati-
vo, isto &, o total proteico degradado excede o
total sintetizado ou alimentar. Em condig¢des nor-
mais, ha equilibrio entre o catabolismo e anabo-
lismo proteicos.

Quadro I — Aminoacidos fundamentais (n = 20)

Essenciais (n = 9) Nao essenciais (n = 11)
histidina alanina
isoleucina arginina
leucina asparagina
lisina aspartato
metionina cisteina
fenilalanina glutamato
treonina glutamina
triptofano glicina
valina prolina

serina
tirosina

A via catabdlica da fenilalanina termina na for-
magao de fumarato (intermediario do ciclo de Krebs)
e do acetoacetato (um dos corpos cetdnicos). Na
primeira etapa, a fenilalanina ¢ convertida em
tirosina (também um aminoacido aromatico) por
uma mono-oxigenase (a fenilalanina-hidroxilase),
na presenca de oxigénio molecular e um redutor, a
tetra-hidropterina. Em situagdo de deficiéncia to-

tal ou parcial daquela enzima ou de biopterina, a
fenilalanina tende a acumular-se no sangue e em
outros liquidos organicos, a par da escassa ou nula
conversdo em tirosina e subsequentes produtos.
O bloqueio daquela etapa enzimatica ¢ detec-
tado na infincia. A ndo conversao da fenilalanina
ou tirosina acompanha-se de manifestagdes cli-
nicas diversas, com destaque para o atraso men-
tal, perturbacdes neurologicas, descoloracdo da
pele e pélos, e eczema cutdneo. Estas repercus-
soes clinicas resultam decerto da acumulag@o no
organismo da fenilalanina e dos seus derivados
em excesso, ¢ da potencial diminui¢do dos pro-
dutos de degradacao da tirosina (Figura 7):

Fenilalanina

™~

Tirosina
& ¢ ~

Fenilpiruvato, etc

&
Catecolaminas !

— T
Fumarato Acetoacetato

~
Melanina

Fig. 7 — Principais derivados metabolicos e catabolismo da
fenilalanina

Nao esta esclarecida a base bioquimica do atraso
mental. A gravidade desta situag@o acentua-se com
a demora na administragdo de uma dieta com baixo
teor em fenilalanina. Entre outras causas potenciais
o atraso mental podera ser atribuido a efeitos toxi-
cos da fenilalanina, ao interferir no transporte e
metabolismo de outros aminoacidos aromaticos
(por exemplo: tirosina) pelo cérebro. A fenilalanina
em excesso ¢ convertida por transaminagdo em
fenilpiruvato (que ¢ uma fenilcetona, que confere
a designagdo a doenca) e deste em fenil-lactato,
fenilacetato (e fenilacetilglutamina) e o orto-hi-
droxilfenilacetato (Figura 8).

A eliminagao das fenilcetonas em excesso pela
urina esta na origem do odor caracteristico e (de-
sagradavel) a mofo que provém dos doentes e seus
pertences.
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Fig. 8 — Formagao das catecolaminas e melanina a partir da L-tirosina

A descoloracdo dos tegumentos e pélos esta
relacionada com a menor formagdo de melanina.
Esta substancia é um pigmento negro que se acu-
mula em granulos nos melanosomas cutaneos (e
também nas visceras). A melanina ¢ o produto
final de uma das sequéncias enzimaticas secun-
darias da tirosina, iniciada pela respectiva con-
versao em dopa por uma oxidase. Esta reaccao ¢
inibida competitivamente pelo excesso de
fenilalanina nos fenilcetonuricos. Em alternati-
va, a dopa ¢ descarboxilada em dopamina num
processo sequencial que conduz a formacao das
catecolaminas (Figura 8).

FENILCETONURIA CLASSICA
Aguinaldo Cabral

E apresentada a experiéncia da Unidade de
Doengas Metabdlicas (Clinica Universitaria de

Pediatria, HSM/FML) em perto de seis dezenas
de doentes PKU, diagnosticados e tratados entre
1972 e 1991.

Sdo apresentados muitos casos clinicos, sua
evolucdo ao longo de anos, sua avaliagdo mental
e nutricional.

A fenilcetonuria classica (PKU) é uma doenga
metabolica hereditaria autossomica recessiva, de-
vida a deficiéncia da fenilalanina-hidroxilase
(PAH) hepatica, enzima que catalisa a reac¢ao irre-
versivel fenilalanina (Phe) — tirosina (Tyr), em
presenca de um cofactor natural, a tetrahidrobiopte-
rina (BH,). E uma doenca do metabolismo dos
aminoacidos (AA), concretamente do catabolismo
do AA aromatico, a fenilalanina, que é essencial
para os humanos e esta presente em todas as protei-
nas naturais (4-6% do seu peso). A hidroxilagao
da Phe em Tyr constitui a via metabdlica principal
(Fig. 9). A deficiéncia enzimatica determina um
bloqueio com acumulagdo a montante de Phe
(hiperfenilalaninémia), e depleccao de Tyr a jusante.
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Fig. 9 — Interac¢des metabolicas e derivados da fenilalanina

Contudo, hiperfenilalaninémia nao ¢ sinonimo
de fenilcetonuria, pois pode ser provocada tam-
bém por deficiéncia da sintese e regeneragao da
BH,, doencas hepaticas graves, drogas, excessi-
vo aporte proteico, etc. ABH, € simultaneamente
cofactor fundamental da hidroxilagdo da tirosina
e do triptofano (Figura 10).

fenilalanina tirosina
tirosina DOPA — —> Dopamina
3
triptofano 5-OH-Trp — —> Serotonina
BH, BH,
g\

Fig. 10 — Participacdo das biopterinas na hidroxilagdo da
tirosina e do triptofano.

Diferentes mutagdes no gene que codifica a PAH
explicam os diferentes fenotipos da doenga. Na reali-
dade, a deficiéncia de PAH pode ser mais ou menos
profunda, cabendo a defini¢do de PKU classica ao
defeito profundo (<1% da actividade normal) da PAH.

Se ndo for diagnosticada e tratada precocemente
a doenga origina grave e progressivo atraso mental.

O diagnostico precoce € possivel hé varias décadas,
estando em marcha técnicas mais simplificadas para
detecgdo de heterozigotos e diagnostico pré-natal.

A incidéncia da PKU ¢ aproximadamente de
1/10.000 nascimentos, na Europa. Em Portugal é
de 1/15.700.

Notas Historicas

1934 Asbjorn Folling: primeiros casos da do-
enca a que chama “oligofrenia fenil-
piravica”.

1937 Penrose e Quastel: designagdo actual
de fenilcetondria.

1953 Udenfriend e Cooper: descri¢ao do sis-
tema enzimatico da hidroxilagdo da Phe.

1953 Jervis: deficiéncia de PAH no figado
dos doentes.

1951-54 Bickel: dieta restritiva em Phe como
tratamento da PKU.

1957 Kaufman: BH, como cofactor funda-
mental da PAH.

1961-63 Guthrie e Susi: teste de inibi¢do micro-

bioldgica na detecgdo precoce da PKU
(entre nds chamado Teste do pezinho).
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1977-78 Cabalska; Smith: possibilidade de de-
terioracao mental ap6s interrupgao da
dieta entre 4-8 anos de idade.

1978-79 Mabry; Isabel Smith: embrio-fetopatia
provocada pela hiperfenilalaninémia
nas maes PKU ndo tratadas.

1978-80 Danks; Curtius; Kaufman: hiperfenilala-
ninémias malignas por deficiénciade BH,.

1986 Woo e cols.: biologia molecular da PKU.

1986 Simposio Internacional (Bruxelas):
sugerida a importancia da dieta para
toda a vida.

1986-87 Woo e cols.: correlagdo entre os haplo-

tipos DNA polimérficos no locus da
PAH e os fendtipos clinicos da PKU.
Importancia para o aconselhamento ge-
nético, diagndstico pré-natal e detec-
¢do de heterozigotos.

Em Portugal
1975 ML Levy, MJ Feijo, R Portela, H Gon-
calves, MT Nunes, V Rebocho, A Gui-
lherme: publicagdo dos primeiros ca-
Sos portugueses.

Criacdo da Unidade de Doengas Meta-
bélicas no Servigo de Pediatria no HSM.
Unidade pioneira no diagnostico e tra-
tamento das doencas do metabolismo.
Oficializagdo do Centro de Metabolis-
mo e Genética da Faculdade de Far-
macia de Lisboa.

Criagdo do Instituto de Genética Mé-
dica (Porto) por Jacinto de Magalhaes.
Introdugdo em Portugal de misturas de
AA isentas de Phe.

Implantagdo do Diagndstico Precoce
(teste do pezinho).

A Cabral, R Portela, ML Levy, T Tasco,
C Formozinho, C Silveira, A Guilher-
me: primeiro estudo retrospectivo so-
bre os defeitos da dieta prolongada nas
criangas PKU.

1975

1975

1979

1979-80

1981

1981-83

1988 Introdugdo em Portugal de produtos
hipoproteicos acessiveis aos PKU.

A Cabral, R Portela, T Tasso, F
Eusébio, IT Almeida, PP Leandro,
FP Vieira, I Fernandes, C Silveira: pri-
meiros casos de hiperfenilalaninémias

malignas diagnosticadas em Portugal.

1990-91

Patogénese

A deficiéncia de PAH determina um blo-
queio na via metabodlica principal do
catabolismo da Phe, com acumulacdo a mon-
tante de Phe e seus metabolitos nos fluidos e
tecidos organicos (incluindo o SNC), e modera-
da deficiéncia de Tyr a jusante. A hiperfenila-
laninémia persistentemente mantida pode lesar
de modo irreversivel o cérebro humano, devi-
do as profundas alteragdes do metabolismo ce-
rebral, extremamente nocivas para este 6rgao
do RN e lactente em curso de crescimento, de-
senvolvimento e mielinizagdo. A hiperfenilala-
ninémia inibe a ac¢do da PAH e condiciona,
por interac¢do competitiva nos mecanismos de
transporte de aminodcidos através da barreira
hematoencefalica, um balango negativo de de-
terminados aminoacidos (valina, isoleucina,
leucina, tirosina, triptofano) ao nivel das célu-
las nervosas. Como consequéncia ha diminui-
¢do da sintese proteica e lipoproteica cerebral,
da sintese de neurotransmissores, da arboriza-
¢do dendritica, da sinaptogénese e da mieliniza-
¢d0. A inibi¢do do transporte ¢ entrada no cé-
rebro de Tyr e Trp leva a deficiente sintese de
dopamina e serotonina. A Phe e seus metabo-
litos acumulados (fenilpiruvato, fenil-lactato,
fenilacetato, fenilacetil-glutamina, feniletila-
mina) podem ser detectados no sangue, urina e
LCR. O papel patogénico dos referidos meta-
bolitos no SNC ainda se discute. O envolvi-
mento cerebral ¢ seguramente multifactorial,
parecendo contudo ser a Phe, per se, o “toxi-
co” principal em causa.
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Clinica

Nos doentes nao tratados, o atraso mental € ine-
vitavel (98% terdo QI< 50), surgindo ainda: altera-
¢des graves do comportamento (agitagdo,
agressividade, autismo, psicose), tremor e tiques,
alteracdes do EEG (78-96%), convulsdes (37-50%),
eczema (25%), microcefalia, atraso de crescimen-
to, hipertonia muscular, odor particular (a bafio, a
rato), hipopigmentacao da pele, cabelo e olhos.

Nos doentes diagnosticados e tratados tardia-
mente, tal facto ndo ¢ sempre sindnimo de idiopatia
fenilpirtvica, tudo dependendo da idade de inicio do
tratamento, da actividade enzimatica residual/QI ini-
cial e da qualidade do controlo dietético. Os que a
partida tém um QI <40, ndo chegam nunca a escola
normal, sdo atrasados profundos, com personalidade
psicdtica, autismo gravissimo, instaveis e agitados.
Nestes doentes, a dieta e o apoio médico-psico-
-pedagogico melhoram apenas (mas importante) o
comportamento, o autismo e a comunicagdo global
com o exterior. Os que a partida tém QI> 40, vdo
tendo maiores possibilidades de chegar a escola nor-
mal; o tratamento determina progressos importantes
(chegando alguns a ter QI normal), manifestando, con-
tudo, frequentemente perturbagdes psicoticas, alte-
racdes da psicomotricidade, atraso da linguagem, an-
siedade, dependéncia. Sdo criancas que necessitam
de apoio médico-psico-pedagogico e, por vezes, de
apoios mais especializados: ortofonico e de psico-
motricidade.

Quanto aos doentes diagnosticados e trata-
dos precocemente (com menos de 120 dias de
vida), chegam a escola normal ¢ a um desenvol-
vimento mental normal desde que a dieta seja
cumprida correctamente. Contudo, por vezes, sem
correlagdo aparente com o QI, manifestam per-
turbagdes da organizacao temporo-espacial e da
psicomotricidade fina, do grafismo e verbal. Tém
frequentemente uma personalidade de fundo an-
si0so, por vezes com sintomas neurdticos; a
oralidade pode estar perturbada. Com o tratamen-
to continuado e correcto esta vulnerabilidade
psico-afectiva atenua-se.

Os doentes que interrompem a dieta, na sua
maioria sofrem deterioracao intelectual e compor-
tamental e anomalias de EEG, mostrando grande
resisténcia a reintrodugdo e aceitagcdo do regime,
especialmente se o interregno for dilatado.

Deteccio Precoce. Diagnostico

O diagnostico precoce da PKU é imperativo,
um “rastreio” neonatal ¢ pois fundamental. Este
existe em Portugal desde 1981, sendo a taxa de
cobertura actual de 94%. O “teste do pezinho”,
como ¢ conhecido entre nos, ¢ um procedimento
essencial na preven¢ao do atraso mental, por per-
mitir rastrear situagoes de hiperfenilalaninémia e
de hipotiroidismo.

Entre 5.°-10.° dia de vida, colhe-se sangue a to-
dos os recém nascidos (RN) para um cartao (Cartao
Guthrie), que ¢é enviado para o Instituto de Genética
Meédica no Porto, onde, por método de inibicao
microbiologico (Teste de Guthrie), se referenciam
os RN com hiperfenilalaninémia (Phe>2mg/dL).
Nestes casos, o teste ¢ repetido e, se novamente
positivo, ¢ a crianga enviada a nossa Unidade de
Doengas Metabolicas (HSM), se for da Zona Sul
ou das Ilhas. Nesta Unidade, em internamento, faz-
-se um cuidadoso diagnostico diferencial das
hiperfenilalaninémias, procurando separar as PKU
das deficiéncias de BH, (hiperfenilalaninémias ma-
lignas) bem mais graves do que a PKU.

O diagnostico bioquimico da PKU baseia-se
no doseamento da Phe e Tyr plasmaticas por
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC), em
regime de dieta normal. Esta determinagao ¢ exe-
cutada no Departamento de Bioquimica do Cen-
tro de Metabolismo e Genética (Faculdade de
Farmacia de Lisboa). Na PKU classica ¢ habitual
valores de Phe plasmatica igual ou superiores a
20mg/dL, com tirosinémias inferiores a Smg/dL.

Feito o diagndstico de PKU, o doente ¢ sub-
metido de imediato ao tratamento, seguindo um
protocolo rigoroso de avaliagdo bioquimica, neu-
rologica, mental e nutricional.
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Tratamento

Consiste num regime dietético, controlado,
restritivo em Phe, de modo a fazer baixar o mais
rapidamente possivel os valores elevados, “toxi-
cos”, de Phe plasmatica, mantendo-os inferiores
a 8 mg/dL, se possivel entre 2-4mg/dL, pelo me-
nos até aos 10 anos de idade. Apds essa idade, a
dieta ¢ liberalizada, nunca interrompida, pro-
curando manter a Phe plasmatica entre 10-12mg/
dL até aos 15 anos, e entre 15-19,8mg/dL acima
dos 15 anos. E fundamental evitar tanto os ex-
cessos de aporte como situagdes de caréncia des-
de AA essencial.

As necessidades de Phe sdo fornecidas por
alimentos naturais (leite, vegetais, frutos, produ-
tos hipoproteicos), sendo o restante aporte
proteico e caldrico fornecido por misturas de
aminoacidos isentas de Phe, hidratos de carbono,
lipidos, vitaminas, fluor, acido félico e ferro.

O tratamento dietético deve ser mantido du-
rante toda a vida.

Evolucao. Progndstico

Os factores preditivos fundamentais do desen-
volvimento mental sdo: idade de inicio do tratamen-
to, actividade enzimatica residual, qualidade do con-
trolo dietético, nivel sdcio-econdmico dos pais, QI
dos pais (particularmente da mae). Quanto mais
precoce for o diagnostico e tratamento, melhor o
prognéstico. Se o controlo dietético for rigoroso,
particularmente durante os primeiros 10 anos de
vida, as criangas e adolescentes atingirdo um de-
senvolvimento intelectual normal, muito embora, ¢

apesar de QI altos, poderem manifestar por vezes
pequenas perturbagdes da organizagdo temporo-
-espacial e da psicomotricidade fina, regrediveis.
Como toda a doencga cronica a PKU tem re-
percussdes psicologicas importantes sobre a fa-
milia e doentes, sendo a adolescéncia o periodo
mais critico. O perigo de interrup¢ao do regime,
por inconformismo, ¢ de temer no adolescente.

O problema das maes PKU

O cérebro humano em desenvolvimento ¢ al-
tamente sensivel a danos estruturais, quando ex-
posto in utero a niveis elevados e mantidos de
Phe plasmatica, como acontece nas maes PKU
ndo tratadas. A hiperfenilalaninémia determina
uma embriofetopatia precoce que compromete
o crescimento do feto, origina malformacdes con-
génitas, microcefalia e atraso mental em mais de
90% dos seus filhos.

Assim, antes da concepc¢iio, deve a dieta ser
seguida ou retomada, com muito maior rigor e
vigilancia, e mantida durante toda gravidez. S6
deste modo poderao nascer criangas normais.

Genética

Os estudos classicos de populagdes mostraram
ser a PKU herdada de modo mendeliano (autos-
sOmMico recessiva).

O gene da PAH esta presente no cromossoma
12 (12q22 — q24).

O diagnostico pré-natal ¢ possivel por varias
combinagdes de analise do DNA.
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