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RESUMO

Galactosemia classica é uma doenca metabdlica hereditdria caracterizada pela deficiéncia de galactose-1-fosfato
uridiltransferase, que provoca deterioracdo neuroldgica progressiva, cataratas e alteragdes nos aparelhos digestivo
e renal.
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Pretendeu-se implementar um diagnéstico precoce da doenga através da determinagao de galactose (em 144
amostras contendo tirosina e/ou fenilalanina aumentadas), galactose-1-fosfato (determinado em 11 amostras com
galactose superior a 4,00 mg/dl), avaliacdo da actividade enzimatica e caracterizacdo molecular. Esta caracterizacdo
permitiu identificar a mutacao p.Q188R em todos os pacientes analisados, entre outras mutagées.

PALAVRAS-CHAVE: galactose; galactosemia; diagndstico precoce; caracterizagao molecular.

ABSTRACT

Classical galactosemia is a hereditary metabolic disease resulting from deficiency of galactose-1-phosphate uridyl-

transferase that leads to progressive neurological deterioration, cataracts and changes in digestive and renal tracts.
The goal of this study was to implement an early diagnosis through quantification of galactose (in 144 samples ha-

ving increased tyrosine and/or phenylalanine), galactose-1-phosphate (determined in 11 samples showing galactose

higher than 4,00 mg/dl), enzymatic activity evaluation and molecular characterisation. This characterisation allowed

the identification of the p.Q188R mutation in all analysed patients, among others.

KEY-WORDS: galactose; galactosemia; early diagnosis; molecular characterization.
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1.INTRODUCAO
11. GALACTOSEMIA

A galactosemia cléssica é uma doenga metabdlica hereditaria que afecta cerca de 1:30 000 a 1:60 000
recém-nascidos, caracterizada pela deficiéncia da enzima galactose-1-fosfato uridiltransferase (Fridovi-
ch-Keil, 2006). A maioria dos doentes apresenta no periodo neonatal, apds ingestdo de leite, uma de-
terioragao neuroldgica progressiva, cataratas e alteracdes no aparelho digestivo e renal. O diagnéstico
precoce é fundamental para excluir de imediato a galactose da dieta alimentar de modo a evitar seque-
las irreversfveis (Bosch, 2006).

1.2. METABOLISMO DA GALACTOSE

A galactose é um monossacarideo, constituinte importante da dieta alimentar desde o nascimento,
sendo a fonte mais importante a lactose do leite. A hidrdlise da lactose por uma galactosidase — a lac-
tase — nas microvilosidades intestinais, leva a formagao de glucose e galactose (Segal et al, 1995). No
figado, a galactose é rapidamente metabolizada a glucose-1-fosfato pela accdo de quatro enzimas que
constituem a “via de Leloir": galactose mutarotase (GALM), galactocinase (GALK), galactose-1-fosfato
uridiltransferase (GALT) e UDP galactose-4-epimerase (GALE) (Holden et al,, 2003).

No primeiro passo, a 3-D-galactose é epimerizada a a-D-galactose pela enzima GALM (reaccéo 1) (figura
1) Por sua vez, a GALK catalisa a fosforilagdo da a-D-galactose a galactose-1-fosfato, com gasto de ATP
(reaccdo 2) (Bosch, 2006). Posteriormente, a galactose-1-fosfato reage com UDP-glucose, por acgao da
GALT, produzindo glucose-1-fosfato e UDP-galactose (reaccédo 3). Esta pode ser utilizada para a sintese
de glucoconjugados ou ser convertida a UDP-glucose (pela GALE) (Vasquez, 2007). As reaccdes 3 e 4 po-
dem funcionar de modo ciclico até que toda a galactose-1-fosfato que entra na via a partir de galactose
seja convertida a glucose-1-fosfato e, subsequentemente, a glucose-6-fosfato. A reaccao da epimerase
mantém a proporcao de 3:1 entre UDP-glucose e UDP-galactose (Segal et al, 1995).
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Figura 1. Reaccdes do metabolismo da galactose responséveis pela interconversao

galactose-glucose na via de Leloir e vias acessérias [adaptado de Segal et al, 1995].



Além da via de Leloir, existem trés vias acessérias que metabolizam apenas quantidades vestigiais de
galactose (Vasquez, 2007). No entanto, na auséncia da enzima GALT, estas vias podem tornar-se signifi-
cativas (Fridovich-Keil, 2006).

A via acessoria da pirofosforilase converte glucose-1-fosfato a UDP-glucose (reaccéo 5) que, por sua vez,
é convertida em UDP-galactose pela enzima GALE. A UDP-galactose formada também pode ser fonte
da galactose-1-fosfato celular por clivagem de pirofosfato (reaccdo 6) (Segal et al, 1995). Deste modo,
assegura-se uma sintese enddgena de galactose, utilizada para sintese de complexos lipidicos e glico-
proteinas. A segunda via é catalisada pela aldose reductase que reduz a galactose a galactitol (reacgao
7) (Fridovick-Keil, 2006). Por fim, a terceira via metabdlica produz galactonato a partir de galactose por
accdo de uma desidrogenase (reacgdo 8) As duas Ultimas vias acessérias tém um papel importante na
patogenia da galactosemia (Vasquez, 2007).

1.3. MANIFESTACOES CLIiNICAS

O inicio da doenca pode ocorrer in utero uma vez que as vias metabdlicas da galactose se desenvolvem
por volta da 102 semana de gestacdo. S6 apds a ingestao de leite, é que a doencga se comeca a desen-
volver de forma aguda e fulminante associada a sepsis neonatal por E. coli. No entanto, a forma mais
frequente é a sub-aguda apresentando como sintomas vémitos, diarreia, ictericia, hepatomegalia, ascite,
aumento plasmatico de fenilalanina e tirosina, galactosuria, aumento de galactose-1-fosfato plasmatica,
entre outros (Vasquez, 2007).

Apesar da dieta restrita em galactose, ocorrem complicagées tardias que podem ter origem na produ-
cao endogena de galactose, resultante da reciclagem de hidratos de carbono complexos, assim como
da possivel quebra de UDP-galactose (Segal et al, 1995).

Manifestagdes clinicas englobam ainda alteragdes do sistema nervoso (sob a forma de diminui¢édo do QI
dispraxia verbal e tremores), disfuncdo ovdrica, atraso no crescimento, osteoporose, cataratas (resultan-
tes da acumulagao de galactitol) (Vasquez, 2007).

14. DIAGNOSTICO

O rastrejo sistematico neonatal deveria permitir a identificacdo de todos os possiveis doentes com ga-
lactosemia cléssica para confirmagao do diagndstico precoce de modo a evitar sequelas no recém-
nascido (Vasquez, 2007).

Os métodos usados no diagndéstico da galactosemia classica, incluem: i) pesquisa de substancias reduto-
ras na urina, que tem a desvantagem de a galactose poder desaparecer entre 8-12 h apds ser eliminada
da dieta; ii) teste de rastreio neonatal que detecta galactose total (Bosch. 2006); iii) teste de Beutler para
actividade de GALT (Fujimoto et al, 2000); determinacdo de galactitol ou galactose-1-fosfato por espec-
trometria de massa em tandem; iv) caracterizacdo molecular para identificagdo de mutagdes no gene
GALT (Vasquez, 2007).

Em Portugal, o diagndstico da galactosemia cldssica tem por base a suspeita desta patologia, sendo a
amostra enviada para o Laboratério Nacional de Rastreio onde é quantificada a galactose total e avaliada
a actividade de GALT.
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1.5. BIOLOGIA MOLECULAR

O gene GALT encontra-se no cromossoma 9 (9p13) e possui 11 exdes em 4.3 kb de DNA. Até a data, mais
de 180 mutagdes e vérias dezenas de polimorfismos foram descritos no locus GALT com uma distribui-
¢do muito varidvel em funcao da raca e 4rea geografica . A maioria das alteragdes sdo mutacdes missense,
sendo as mais frequentes a p.Q188R, p.K285N e p.5135L. Na tabela 1 estdo descritas as alteracdes ao nivel
do DNA e aminoacido (Bosch et al, 2005)

Tabela 1. Mutagoes mais frequentes do gene GALT [adaptado de Tyfield, 2000].

Mutacio Regido (exao) Nome Nomenclatura | Alteracao de | Tipo de Origem
¢ 9 nucledtido do nucledtido | aminoacido mutagao predominante
p.Q188R E6 c.563 A>G CAG/CGG Glu.ta‘mma Para | issence Caucasoide
arginina
p.K285N E9 €.855G>T AAG/AAT Lisina para Missence Caucaséide
asparagina
p.S135L E5 CA04CST TCG/TTG lseelj'cri‘sapara Missence Negroide

A mutacao p.Q188R é a mais frequente (60-70%) na populagdo europeia (Bosch, 2006). Esta mutacao
encontra-se num dominio altamente conservado entre as espécies, muito proximo do presumivel cen-
tro catalitico da enzima (Tyfield, 2000). A segunda mutagdo mais frequente é a p.K285N que, em algumas
populagdes, contabiliza 25% a 40% dos alelos mutantes (Gort et al, 2006). Estas mutagdes estdo asso-
ciadas a um fendtipo severo provocado pela auséncia de actividade GALT (Tyfield, 2000). Em Portugal,
a mutacao mais frequente é a p.Q188R (58%), seguida da mutacdo c.820+13a>g (4,7%). A mutacao
p.K285N nao foi ainda encontrada na populagdo portuguesa (Gort et al, 2006). A mutagdo p.S135L apare-
ce quase exclusivamente em individuos de origem africana e esta associada a fenétipo com severidade
intermédia, exibindo especificidade tecidular (Manga et al, 1999).

1.6. TRATAMENTO

O tratamento consiste na remocdo de galactose da dieta, o que reverte os sintomas clinicos iniciais
(Segal et al, 1995). No recém-nascido, o aleitamento materno é absolutamente contra-indicado, sendo a
formula de soja o ideal para providenciar calcio (Gort et al, 2006).

Embora qualquer fonte de galactose exdgena seja seguramente insignificante quando comparada com
a producdo enddgena, as alteracdes tardias presentes em doentes com deficiéncia na enzima GALT
justificam a utilizacdo controlada de alguns alimentos nao-lacteos (Vasquez, 2007). E possivel que a
tolerancia a galactose aumente com a idade como resultado da diminui¢do da producao endégena de
galactose nos adultos (Segal et al, 1995).

O controlo da evolugdo do doente deve ser realizado periodicamente (uma a quatro vezes por ano de-
pendendo da idade) através de exames antropotrométricos, neuroldgicos, psicomotores e do desenvol-
vimento da fala e linguagem assim como monitorizados os niveis de galactose-1-fosfato e o quociente
galactitol/creatinina (Bosch et al, 2005).



2. MATERIAL E METODOS
2.1. AMOSTRAS

As amostras incluidas neste estudo foram irreversivelmente anonimizadas conforme estipulado no
Arte19 da Lei n°12/2005 de 26 de Janeiro, depois de recolhidas em Hospitais ou Centros de Saude do
Pais, entre o terceiro e 0 sexto dias de vida e enviadas para o Laboratério Nacional de Rastreios. As amos-
tras recolhidas desde 1 de Janeiro a 30 de Setembro de 2007 foram seleccionadas com base em: i) va-
lores de tirosina superiores a 500,00 mg/dl; ii) valores de fenilalanina superiores a 148,00 mg/dl (obtidos
por espectrometria de massa em tandem).

Foram escolhidas estas amostras pois sao os valores limites considerados como normais no Laboratério
de Diagnostico Precoce do Instituto de Genética Médica Jacinto Magalhées — Porto. Foi ainda analisada
uma amostra por suspeita clinica de galactosemia. Também foi realizada a caracterizagao molecular do
gene GALT em trés membros de uma familia (mée e dois filhos). Sabia-se de antemao que um dos filhos
era doente e que a mée era portadora, pretendendo-se determinar se o sequndo filho (recém-nascido)
era portador ou doente.

2.2. EXTRACCAO DAS AMOSTRAS

As amostras consistiram em discos de papel de filtro (Schleicher and Schuell 903, S&S) impregnados
com sangue total (~2,84ul). Adicionou-se 4cido tricloroacético a 3% para extraccdo das proteinas.

No teste de Beutler adicionou-se saponina para lisar a membrana eritrocitéria e, deste modo, libertar a
enzima GALT.

O DNA foi extraido recorrendo ao kit de sangue total EZ1 (Qiagen®, Alemanha) e, para sangue seco
utilizou-se o kit de tecidos EZ1 (Qiagen®, Alemanha). Foi usado o equipamento de extrac¢ao automatica
EZ1 (Qiagen®, Alemanha).

2.3.DOSEAMENTO DE GALACTOSE-1-FOSFATO

O doseamento de galactose-1-fosfato foi realizado utilizando o Quantase™ Neonatal Total Galactose Scre-
ening Assay (Bio-Rad, Inglaterra). Este kit baseia-se num método enzimatico colorimétrico que doseia ga-
lactose total a partir da conversao de galactose-1-fosfato em galactose apés adicao de fosfatase alcalina.
A galactose total é quantificada pela reducdo de NAD* a NADH pela galactose desidrogenase (figura
2). De acordo com Orfanos et al. (1986), este método pode ser modificado de modo a obter o valor de
galactose-1-fosfato. Nesta adaptagcao a amostra € testada em duplicado, sendo num ensaio adicionadas
as duas enzimas (fosfatase alcalina e galactose desidrogenase) e no outro apenas a galactose desidroge-
nase. No primeiro sdo doseadas a galactose e a galactose-1-fosfato e no segundo apenas a galactose. As
leituras de densidade &ptica foram realizadas em microplaca, a 570/690 nm no Tecan Spectra. A diferen-
ca entre os dois resultados fornece o valor da concentragao de galactose-1-fosfato.
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Figura 2. Reac¢bes enzimdticas envolvidas no método de doseamento enzimatico de galactose total.

24.TESTE DE BEUTLER

No teste de Beutler averigua-se a presenga ou auséncia de actividade de GALT o que revela a auséncia
ou presenca de galactosemia. Quando a transferase estd presente forma-se glucose-1-fosfato que é
convertida pela fosfoglucomutase (presente nos eritrdcitos) em glucose-6-fosfato. A glucose-6-fosfato
¢é oxidada pela sua desidrogenase com reducdo simultanea de NADP* a NADPH (fluorescente sob luz
ultravioleta), que serve como indicador da actividade de GALT (Beutler et al, 1966).

2.5. CARACTERIZAGAO MOLECULAR DO GENE GALT

A deteccéo e identificacdo de mutagdes foram efectuadas por sequenciacao directa a partir de produtos
de PCR. O PCR de amplificacdo foi realizado recorrendo a primers especificos para os 11 exdes e regides
intronicas adjacentes do gene GALT. Para desenho dos primers foi utilizado o Primer 3.0 e testados in
silico com auxilio do programa FastPCR.

O DNA das amostras foi amplificado no termociclador Thermal Cycler (Bio-Rad, Inglaterra). Os produtos
de PCR foram analisados numa electroforese em gel de agarose a 2% (Invitrogen, EUA) utilizando-se,
para visualizagao do DNA, o corante SYBRGreen (Qiagen, Alemanha).

Apds purificacdo com Exosap (GE Healthcare, Suécia), os produtos de PCR obtidos foram sequenciados
em ambas as direc¢oes (forward e reverse) recorrendo ao Big Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied
Biosystems, EUA) e ao sequenciador ABI PRISM™ 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems, EUA). A andlise
das sequéncias foi feita com base na sequéncia do gene GALT.

3. RESULTADOS
3.1. DOSEAMENTO DA GALACTOSE-1-FOSFATO

Para averiguar a exactiddo do método utilizado no doseamento de galactose-1-fosfato, foram prepara-
das vérias solucdes padrao de galactose-1-fosfato, que foram utilizadas para testar o referido método. A
tabela 2 apresenta os valores de galactose-1-fosfato das solucdes padréo e os valores de concentragdo
obtidos para as mesmas solugdes. A correlagdo entre estes valores apresenta-se na figura 3.



Tabela 2. Valores de concentragdo de solugoes padrdo de galactose-1-fosfato e suas concentragdes obtidas utilizando o método de
doseamento de galactose-1-fosfato.

[Galactose-1-fosfato] Média obtida da Coeficiente
(mg/d) [Galactose-1-fosfato] de variagio (%)
(mg/dl)
0,00 0,00 0,00
4,20 308+1,78 57,79
8,40 7,78 £ 2,68 34,45
16,80 18,95 + 3,37 17,78
33,60 35,88 + 8,75 24,39
Gréfico Solugbes Padréo y=1,097 x-0,692
R?=0,996
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Figura 3. Correlagao entre as concentragdes das solugdes padréo e as concentragoes das solugdes obtidas utilizando o método de
doseamento de galactose-1-fosfato.

Para determinar os valores normais de concentracdo de galactose-1-fosfato realizou-se o doseamento
em 75 amostras de sangue seco de recém-nascidos sem galactosemia. A concentracdo média obtida foi
de 5,00 mg/dl com uma amplitude entre 0,00 e 10,93 mg/dl. Este valor de galactose-1-fosfato encontra-
se de acordo com Walter et al (1999).

Uma vez que em situagdes de galactosemia, os valores de galactose-1-fosfato se encontram muito au-
mentados (pelo menos duas vezes o valor normal), considerou-se, para este estudo, o valor limite de
10,00 mg/dl para prosseguir com o estudo, de modo a evitar falsos positivos.

Doseamento de galactose foi feito em 144 amostras (77 com valores de tirosina>500,00 mg/dl, 62
amostras com valores de fenilalanina>148,00 mg/dl e 5 com ambos aumentados). Das 144 amostras,
obteve-se 11 com valores de galactose superiores a 4,00 mg/dl. Para estas 11 amostras, realizou-se o
doseamento de galactose-1-fosfato, tendo-se obtido 2 com valores de galactose-1-fosfato superiores a
10,00 mg/dl (amostra A = 55,38 mg/dl e amostra E = 10,81 mg/dl). Adicionalmente foi realizado o dose-
amento de galactose e galactose-1-fosfato numa amostra enviada por suspeita clinica de galactosemia
(amostra B) cujos resultados foram de 114,92 mg/dl e 116,51 mg/d|, respectivamente, portanto, valores
superiores aos considerados normais. O segundo filho (amostra F) do estudo familiar do gene GALT,
apresentou niveis de galactose de 3,00 mg/dl, valor considerado dentro dos parametros normais.
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3.2. TESTE DE BEUTLER

As amostras com valores de galactose-1-fosfato superiores a 10 mg/dl foram submetidas ao teste de
Beutler (A e E) para comprovar a existéncia de uma galactosemia classica, isto é, amostras sem fluores-
céncia sob luz ultravioleta nao possuem actividade de GALT. A amostra B corresponde a suspeita clinica
de galactosemia. As amostras C e D que correspondem as amostras dos filhos da familia analisada, foram
sujeitas ao teste de Beutler apenas como controlos positivo e negativo, respectivamente (tabela 3).

Tabela 3. Resultados obtidos no teste de Beutler.

Amostras Resultado
A Auséncia de actividade
B Auséncia de actividade
C Auséncia de actividade
D Presenca de actividade
E Presenca de actividade

3.3. CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE GENE GALT

A caracterizacdo molecular foi realizada para as amostras que nao apresentavam actividade de GALT
pelo teste de Beutler. Foi realizada a caracterizacdo molecular da mae (paciente F), por se saber previa-
mente que era portadora da doenca.

A andlise do exdo 6 do gene codificante da GALT no paciente A, revelou a presenca, em homozigotia, da

troca A®G no nucledtido 563 (c.563 A>G), que leva a substituicdo p.Q188R. Nos pacientes B, C,D e F esta
alteracéo foi encontrada em heterozigotia (figura 4).
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Figura 4. Representacdo parcial da sequéncia do exao 6 do gene GALT. 1 - Sequéncia normal; 2. -Sequéncia de um individuo

homozigético para a alteragéo ¢.563 A> G (A); 3 - Sequéncia de um individuo heterozigdtico para a alteragao c.563 A> G (B,C, D e F).

A anélise do exdo 10 no paciente B revelou uma alteracdo C®G no nucledtido 997 (c.997 C>G), que
resulta na substituicdo p.R333G (figura 5).



Figura 5. Representacéo parcial da sequéncia do exdo 10 do gene GALT.

1 - Sequéncia normal; 2 - Sequéncia de um individuo heterozigético para a alteragao c. 997 C> G (B).

No paciente C, a andlise do intrdo 8 revelou uma alteracdo A®G no nucledtido 13 desse intrdo (c.820+13
a>g) (figura 6).
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Figura 6. Representacéo parcial da sequéncia do intréo 8 do gene GALT.

1 - Sequéncia normal; 2 - Sequéncia de um individuo heterozigético para a alteragao c820+13 a>g (C).

4. DISCUSSAO

A galactosemia classica é uma doenca cujo diagndstico precoce é importante para prevenir ou reverter
o quadro sub-agudo da doenca. Através deste trabalho pretendeu-se criar um método de diagndstico
mais rapido, pouco dispendioso e eficaz.

Na primeira fase do trabalho foi realizada uma adaptacédo do kit Quantase™ Neonatal Total Galactose Scre-
ening Assay (Bio-Rad, Inglaterra) para quantificar a galactose-1-fosfato, uma vez que é um marcador mais
especifico da doenca. A partir dos resultados obtidos nas diferentes concentracdes das solucdes-padrao
é possivel constatar um coeficiente de variagao entre os 18% e 58% sendo o valor considerado aceitavel
<20%, e o valor> 50% indica uma elevada dispersao dos valores relativamente a média. No entanto, os
préprios controlos disponibilizados no kit, podem demonstrar uma variacdo entre 5,25 - 11,67 mg/dl e
25,03 - 42,93 mg/dl de galactose total, quando quantificados pelo método usado neste estudo.

Apesar desta adaptacdo do kit ndo demonstrar uma boa precisdo é possivel através do método utilizado
distinguir convenientemente amostras com niveis aumentados de galactose-1-fosfato, que deverdo ser
posteriormente analisadas pelo teste de Beutler.
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Das 144 amostras analisadas, 2 apresentaram valores superiores a 10,00 mg/dl de galactose-1-fosfato
e destas apenas 1 apresentava auséncia de actividade da enzima GALT. O doseamento de galactose-
1-fosfato reduziu o numero de falsos positivos, assim como uma desnecessaria realizacdo do teste de
Beutler. Através deste rastreio a dois tempos (doseamento de tirosina e fenilalanina por MS/MS seguido
de doseamento de galactose e galactose-1-fosfato), € possivel realizar um diagnéstico bioquimico mais
rapido. No entanto este tipo de rastreio ndo é tdo linear, uma vez que podem surgir doentes que nao
apresentam valores aumentados de tirosina e fenilalanina (caso do paciente B). Mas o mais frequente-
mente observado no laboratério de Diagnostico Precoce do Instituto de Genética Médica séo doentes
galactosémicos com valores alterados de tirosina e/ou fenilalanina.

Apds confirmagao da galactosemia classica pelo teste de Beutler, realizou-se a caracterizagdo molecular
do gene GALT. Em todos 0s casos se encontra presente a mutagao mais frequente (p.Q188R). No caso
A, esta mutagdo encontra-se em homozigotia e nos casos B e C em heterozigotia com outra mutagao.
Os pacientes D e F apenas apresentam a mutacdo p.Q188R em heterozigotia logo ndo sdo doentes
galactosémicos, mas sim portadores da doenca. A alteragdo ¢.820+13 a>g encontrada no caso C, é a
segunda mutagao mais frequente em Portugal e a mutagdo p.R333G encontrada no caso B ndo tinha
sido detectada até a data em doentes portugueses (Gort et al, 2006).
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