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_Resumo

Os défices do ciclo da ureia s@o um grupo de doengas hereditarias do
metabolismo caracterizadas fundamentalmente por uma acumulagcao
de amonia. Clinicamente o espectro é muito alargado, com formas de
apresentacdo no periodo neonatal até situagées mais moderadas de
apresentacao tardia em adultos. O tratamento é fundamentalmente de
base nutricional e traduz-se numa redugao significativa da mortalidade
e morbilidade. Com a introducao da espectrometria de massa nos labo-
ratorios de rastreio neonatal em meados dos anos 90, passou a ser
possivel quantificar alguns intermediarios do ciclo, 0 que associado
a existéncia de um intervalo livre e um tratamento eficaz, permitiu o
rastreio de algumas das doengas deste grupo. Em 2004 iniciou-se em
Portugal o rastreio dos défices do ciclo da ureia, tendo-se rastreado até
ao presente, 988 687 recém-nascidos e identificado 19 casos positivos.
Recentes desenvolvimentos técnicos vieram possibilitar a quantificacéao
de novos marcadores, mais concretamente do acido orotico, o que
abre a possibilidade de rastrear o défice em ornitina transcarbamilase,
o0 défice do ciclo da ureia mais frequente. Os autores apresentam a situ-
acdo atual do rastreio dos défices do ciclo da ureia e as perspetivas em
virtude dos novos desenvolvimentos técnicos.

_Abstract

Urea cycle disorders (UCDs) are a group of inborn errors of metabo-
lism characterized by ammonia accumulation. The clinical spectrum is
very heterogeneous and ranges from neonatal presentations to almost
asymptomatic adults. Treatment is mainly based on a protein-restricted
diet and results in a significant decrease of mortality and morbidity. The
introduction of tandem mass spectrometry-based techniques in new-
born screening laboratories in the middle 90’s has allowed to detect
and quantify several intermediates of the cycle, and this, alongside with
the existence of a symptom-free interval after birth and effective treat-
ment, allowed to screen for some UCDs. Since 2004, the Portuguese
newborn screening program for UCDs has analyzed 988 687 newborns
and 19 positive cases were detected. Recent technical developments
allow quantifying other UCDs markers on Guthrie cards, more precisely
orotic acid which opens the possibility to screen for ornitine transcar-
bamylase deficiency, the most common UCD. The authors will review
the current status of the newborn screening for UCDs and present
future perspectives.

_Introducéo e objetivo

O catabolismo dos aminoacidos e em menor quantidade as
bactérias intestinais, produzem amdnia, que por sua vez pode
ser reutilizada na sintese de novo de aminoacidos assim como
de outros produtos nitrogenados. A sua acumulagdo, quer
seja devida a um excesso de produc@o quer a uma deficiente
excregao, conduz a uma situacédo clinicamente relevante que
é a hiperamonemia. A acumulac@o de amdnia a nivel cerebral
é toxica, possuindo o organismo humano dois mecanismos
principais de desintoxicacdo: uma passa pela conversao da
amoénia em glutamina e o segundo, mais relevante, é a sua
conversao em ureia, molécula nao toxica, através do ciclo
da ureia. Este ciclo é uma via metabolica que ocorre entre a
mitocdndria e o citoplasma e € composto por um conjunto de
quatro reagOes enzimaticas. A amoénia € inicialmente metaboli-
zada na mitocdndria, por agao da carbamoilfosfato sintetase 1,
em carbamoilfosfato que por sua vez entra no ciclo por agao
da enzima ornitina transcarbamilase. Em cada ciclo, dois ato-
mos de azoto dao origem a uma molécula de ureia (figura 1).

Disfung¢des do ciclo da ureia devidas a défices congénitos das
enzimas que catalisam as varias reagdes do ciclo, do transpor-
tador mitocondrial da citrulina/ornitina, da NAGS ou da CPSH,
conduzem as hiperamonemias primarias (). No entanto, a amo-
nia pode também acumular-se devido a outras causas, como
inibicdes das atividades enziméticas do ciclo devido a compos-
tos téxicos, défices de substratos do ciclo (devidos a algumas
acidurias organicas, défices da B-oxidacdo mitocondrial dos
4cidos gordos ou terapia com valproato de sédio) e ainda insu-
ficiéncias hepaticas graves, sendo designadas de hiperamone-
mias secundarias (1),
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NAGS - N-acetilglutamato sintetase; CPS1 - carbamoilfosfato sintetase 1; AS - argininosuccinato sintetase; AL - argininosuccinato liase;
ARG - arginase; OTC-ornitina transcarbamilase; ORNT1 - transportador mitocondrial da ornitina/citrulina.

Estdo descritos sete défices priméarios do ciclo da ureia
(tabela 1), sendo que todos apresentam um modo de trans-
missao autossémico recessivo, com excecao do défice em
OTC, que é ligado ao cromossoma X ().

pos-natal assintomatico, de duracao variavel, designado de in-
tervalo livre, € uma caracteristica deste grupo de patologias.
As formas menos graves tendem a ter uma apresentacao mais
tardia e geralmente estdo associadas a défices enzimaticos

As formas classicas, com exce¢do das
da Argininemia, incluem uma apresenta-
¢ao aguda no periodo neonatal com so-
noléncia, letargia, vémitos, convulsdes
e rapida progressao para coma (1), A Ar-
gininemia tem classicamente uma apre-
sentacdo entre o segundo e quarto ano
de idade, estando no entanto, descritas
formas raras de apresentacdo neonatal,
nomeadamente na populacdo portugue-
sa (2). Uma vez que s3o doencas de
intoxicacao, a existéncia de um periodo

menos graves (4.

Tabela 1: [ Défices primarios do ciclo da ureia.
Défice do ciclo da ureia

Défice em N-acetilglutamato sintetase (NAGS)

Défice em carbamoil-fosfato sintetase | (CPS 1)

Défice em ornitina transcarbamilase (OTC)

Défice em argininosuccinato sintetase (Citrulinemia tipo I; CIT 1)

Défice em arginase (Argininemia; ARG)

#MIM Gene
237310 NAGS
237300 CPS1
311250 oTC
215700 ASS1
Défice em argininosuccinato liase (Aciddria argininosuccinica; ASL) 207900 ASL
207800 ARG1
238970 ORNT1

Défice em ORNT1 (Hiperornitinemia-Hiperamonemia-Homocitrulintria; HHH)
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O tratamento deste grupo de patologias é fundamentalmente de
base nutricional, com uma limitacdo do aporte proteico e uma
restricdo do catabolismo com a estimulagdo do anabolismo (1),
Por vezes, o tratamento contempla a suplementacao com o0s
intermediarios do ciclo que eventualmente estejam deficitarios
(ex. arginina e citrulina) e ainda a utilizagao de farmacos desinto-
xicantes como por exemplo o benzoato de sodio ou fenilbutirato
de sodio. Em algumas situagdes, o transplante hepatico é con-
siderado o tratamento de eleicdo ().

Perante uma suspeita clinica de um défice do ciclo da ureia, 0
diagndstico ¢ feito recorrendo ao doseamento de marcadores
bioquimicos (tabela 2), determinacao da atividade enzimatica
residual e estudos moleculares.

E reconhecido que uma detecéo e tratamento precoces, duran-
te 0 periodo neonatal, sdo fundamentais para prevenir a pro-
gressdo dos sintomas neste grupo de patologias (° 6). Com a
introducéo da espectrometria de massa em tandem (ms/ms)
nos laboratérios de rastreio neonatal, passou a ser possivel o
doseamento, em sangue colhido em papel nos primeiros dias
de vida, de varios intermediarios do ciclo da ureia (7). Esta pos-
sibilidade, associada a existéncia de um intervalo livre e de tera-
pia eficaz, fez com que algumas patologias deste grupo fossem
sendo progressivamente incluidas em diferentes programas de
rastreio neonatal (8).

Os autores apresentam os resultados do rastreio neonatal dos
défices do ciclo da ureia em Portugal.

Tabela 2:

Doenga Citrulina  Acido argininosuccinico
NAGS N-| ND

CPS | N-| ND

oTC N-| ND

Il " ND

ASL 1 "

ARG 1 ND

HHH N ND

N - Normal; ND - N&o detetavel

_Material e métodos

As amostras de recém-nascidos portugueses foram colhidas
entre 0 3° e 6° dia para cartdes de Guthrie, com papel de filtro
Whatman 903, no ambito do Programa Nacional de Diagnosti-
co Precoce.

Dois MS/MS, um API2000 e um APl QTRAP 4500 (ABSciex)
s&o utilizados no nosso laboratério para efetuar a andlise dos
recém-nascidos, de acordo com o método anteriormente pu-
blicado (9). Esta abordagem possibilita o doseamento da citru-
lina, arginina, ornitina e acido argininosuccinico, que permitem
o rastreio neonatal da Citrulinemia tipo |, da Argininemia e da
Aciduria argininosuccinica (7 10),

_Resultados

O rasteiro sistematico alargado a estas patologias teve o seu
inicio em Portugal em 2004, tendo-se desde entdo rastreados
988.687 recém-nascidos e identificado 19 casos positivos.
Foram identificados dez casos de Citrulinemia tipo I, quatro
casos de Aciduria argininosuccinica e cinco casos de Argini-
nemia, com as prevaléncias ao nascimento de 1: 98 869, 1:
247 172 e 1: 197 737, respetivamente.

_Discussédo e conclusédo

De entre os défices do ciclo da ureia rastreados o mais preva-
lente ao nascimento € a Citrulinemia tipo |, sendo a Aciduria ar-
gininosuccinica e Argininemia mais raras. O sucesso do rastreio
destas patologias tem sido consideravel, no entanto o rastreio
dos défices do ciclo da ureia ainda apresenta alguns desafios.

Marcadores bioquimicos de diagndstico dos défices do ciclo da ureia.

Arginina Ornitina Acido orético
N-] N N-|
N-| N N-|
N-J N N-111
N-| N N-11

! N N-1
" N N-1
N " N-1
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A doenga do ciclo da ureia mais frequente e uma das mais
graves, é o défice em OTC, que é recorrentemente apontado
com sendo uma das patologias com potencial para ser incor-
porado no painel de doencas a rastrear. No entanto, a inexis-
téncia de um marcador suficientemente sensivel e especifico
vem adiando a sua incluséo (5).,

O défice em OTC apresenta um modo de transmissao ligado ao
cromossoma X e apresenta uma grande variabilidade clinica,
mesmo nos doentes do sexo feminino, podendo apresentar-se
como uma forma neonatal grave ou como uma forma de apre-
sentacio mais tardia, normalmente de menor gravidade (5. A
deficiéncia em OTC resulta numa diminui¢ao da citrulina, no
entanto esta ndo é suficientemente especifica e sensivel para
poder ser utilizada como marcador primario de rastreio (1),

Foi recentemente publicada a possibilidade de quantificacdo
do acido orotico em sangue em papel, por MS/MS, com prova
de segundo nivel (12, 13) 0 4cido orético aumenta nos défices
do ciclo da ureia em consequéncia de um aumento do carba-
moilfosfato, que é redirecionado para a via de biossintese das
pirimidinas (14). A combinag&o de valores baixos de citrulina,
com o aumento do acido orético, podera ser utilizada como
marcador no rastreio desta patologia.

Estes desenvolvimentos apontam para a possibilidade do ras-
treio neonatal sistematico do défice em OTC e nesse sentido
seré brevemente implementado, no dmbito do Programa Na-
cional de Diagnostico Precoce, o doseamento do acido oroti-
co em cartao de Guthrie, de forma a avaliar a possibilidade de
rastreio desta patologia na populagao portuguesa.
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