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1. INTRODUÇÃO 

O termo erro inato do metabolismo (EIM) foi descrito por Garrod (1908) em 

seus estudos com pacientes com alcaptonúria, doença em que os afetados 

excretam grandes quantidades de ácido homogentísico na urina (WABER, 

1990; SCRIVER et al., 2001).  

A fenilcetonúria foi descoberta em 1934 quando Asbjörn Folling, médico 

norueguês, descreveu pela primeira vez a doença ao observar dois irmãos com 

atraso mental, odor corporal especial, urina acidificada e que apresentava uma 

coloração verde intensa após a adição de umas gotas de cloreto férrico. Apesar 

da escassez dos recursos de sua época, mas tendo um elevado conhecimento 

em química, Folling conseguiu comprovar que a cor e o odor da urina eram 

devidos a presença de ácido fenilpirúvico. Posteriormente relacionou o atraso 

mental com um erro congênito do metabolismo, conceito proposto 

anteriormente por Archibald Garrod, em 1908. Folling observou ainda, uma 

hereditariedade autossômica recessiva nessa doença e, posteriormente, 

identificou a fenilalanina como marcador bioquímico da mesma e precursora do 

ácido fenilpirúvico. 

Em 1953, Jervis demonstrou que o defeito residia na deficiente atividade da 

enzima hepática fenilalanina-hidroxilase (PAH). No mesmo ano, Bickel 

descreveu a primeira possibilidade de terapia mediante restrição da fenilalanina 

da dieta, que constitui até os dias de hoje, a base do tratamento desses 

doentes. A fase seguinte dessa história foi o desenvolvimento, em 1961, de um 



método simples de rastreio de teor plasmático de fenilalanina, quando Guthrie 

desenvolveu uma técnica para detecção da fenilcetonúria, a partir do sangue 

colhido em um papel de filtro com alto grau de absorção, a fim de prevenir ou 

minimizar o atraso mental dos doentes de PKU, realizando dessa forma, uma 

triagem neonatal (SCHUETT, 2000). 

A implantação do rastreio neonatal iniciou-se, portanto, na década de 60 e 

foi um passo importante para diagnóstico precoce da fenilcetonúria. O Estado 

de Massachusetts foi o primeiro a estabelecer uma lei obrigando a realização 

do teste para todos os recém-nascidos do estado. A partir daí, o teste de 

triagem para fenilcetonúria foi considerado padrão para esse tipo de 

metodologia. 

No Brasil e América Latina, a Triagem Neonatal iniciou-se em 1976 no 

laboratório da APAE de São Paulo e já naquela época os primeiros exames 

eram chamados de “teste do pezinho”. Nos anos 90 tornou-se obrigatório no 

Brasil o Programa de Rastreamento para Fenilcetonúria aos recém- nascidos, 

fazendo com que estes, futuramente, possam levar uma vida normal.  

Assim, este trabalho visa estudar o tema proposto através de uma revisão 

bibliográfica e consultas atualizadas de diversas fontes de informações. 
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2. OBJETIVO 

Evidenciar a importância da triagem neonatal no diagnóstico precoce da 

fenilcetonúria, abordando informações encontradas na literatura sobre os vários 

aspectos relacionados a este EIM, destacando o diagnóstico laboratorial. 
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3. BIOQUÍMICA 

Para Menkes (2000), a fenilalanina é um ingrediente essencial da dieta do 

homem, sendo necessária para a síntese de proteínas. Nos mamíferos, a 

transformação da fenilalanina em tirosina é um processo irreversível, de modo 

que a tirosina não é capaz de substituir a fenilalanina na dieta essencial. A 

hidroxilase fenilalanínica, uma enzima termo-instável, é encontrada no fígado, 

em rins e pâncreas dos indivíduos normais, embora não exista no cérebro e 

nos fibroblastos da derme. O peso molecular desta enzima é de 108.000; ela 

contém ferro e possivelmente também cobre. No fígado, ela foi isolada sob a 

forma de três isoenzimas. Admite-se que a regulação da atividade enzimática 

in vivo seja devido à fosforilação, a qual resulta no acréscimo de 4 mols de 

fosfato inorgânico e em aumento da atividade da hidroxilase. A desfosforilação, 

devida à fosfatase hidroxilase fenilalanínica, resulta em diminuição da atividade 

enzimática, porém não elimina por completo. Além disto, uma proteína capaz 

de estimular a hidroxilase desempenha importante papel na transformação da 

fenilalanina em tirosina. Essa macromolécula é uma enzima que exerce função 

catalítica sobre a transformação de um composto intermediário da fenilalanina, 

o qual é liberado no decorrer da hidroxilação. Na fenilcetonúria, a hidroxilase 

fenilalanínica apresenta estrutura modificada, de modo que sua atividade 

chega a ser abolida completamente, ou quase completamente.  

Segundo Lehninger (2000), primeira enzima na via catabólica da 

fenilalanina, fenilalanina hidroxilase, catalisa a hidroxilação da fenilalanina em 

tirosina. Um defeito genético na fenilalanina hidroxilase é responsável pela 

doença fenilcetonúria (PKU). A fenilalanina hidroxilase insere um dos dois 

átomos de oxigênio do O2 na fenilalanina para formar um grupo hidroxila da 

tirosina; o outro átomo do oxigênio é reduzido a H2O pelo NADH (dinucleotídeo 

de adenina nicotinamida), que também é necessário na reação. Esta é uma de 

uma classe geral de reações catalisadas por enzimas chamadas oxidases de 

função mista, todas as quais catalisam, simultaneamente, a hidroxilação de um 

substrato pelo O2 e a redução a H2O do átomo de oxigênio restante do O2. A 

fenilalanina hidroxilase requer um cofator, a tetraidrobiopterina, que transporta 

elétrons do NADH para o O2 na hidroxilação da fenilalanina (Figura 1).  



 

 

Durante a reação de hidroxilação, a coenzima é oxidada em 

diidrobiopterina e, subseqüentemente, ela é reduzida novamente pela ação da 

enzima diidrobiopterina redutase, em uma reação que requer NADH (Figura 2). 

 

Figura 2: O papel da tetraidrobiopterina na reação catalisada pela fenilalanina 

hidroxilase. O NADH é necessário para restaurar a forma reduzida da 

coenzima. Fonte: LEHNINGER et al., 2000. 

Figura 1: Metabolismo 
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característico de 

fenilcetonúria. 

Fonte: Adaptado 

LEHNINGER et al., 

2000. 

 



Quando a fenilalanina hidroxilase é geneticamente defeituosa, uma via 

secundária do metabolismo da fenilalanina, normalmente pouco empregada, 

passa a ter grande atuação. Nesta via menor, a fenilalanina sofre 

transaminação como o piruvato para liberar o fenilpiruvato. A fenilalanina e o 

fenilpiruvato acumulam-se no sangue e nos tecidos e também são excretados 

na urina: daí o nome desta condição patológica, fenilcetonúria. A maior parte 

do fenilpiruvato é descarboxilada para produzir fenilacetato ou reduzida para 

formar fenillactato. O fenilacetato confere um odor tão característico à urina que 

é empregado para se detectar a PKU em crianças. O acúmulo de fenilalanina, 

ou seus metabólitos, nos primeiros dias de vida impede o desenvolvimento 

normal do cérebro, provocando retardo mental severo. O excesso de 

fenilalanina pode competir com outros aminoácidos pelo transporte através da 

barreira hematoencefálica, resultando em uma depressão de alguns 

metabólitos muito necessários (Figura 3). 

 

Figura 3: Rotas alternativas para o catabolismo da fenilalanina na 

fenilcetonúria. Fonte: Adaptado LEHNINGER et al., 2000. 



4. GENÉTICA 

O gene da fenilalanina hidroxilase foi clonado por clonagem funcional 

usando anticorpos para a enzima purificada como método para isolar a 

sequência de cDNA. O isolamento e a análise da sequência completa do cDNA 

revelaram uma matriz de leitura aberta que codifica uma proteína com 452 

aminoácidos e um peso molecular de 51.800 D. O gene para fenilalanina 

hidroxilase, que foi mapeado em 12q22-q24 e tem 90 kb de DNA, contém 13 

éxons e codifica um mRNA final de 2,4 kb.  

Quase 200 mutações diferentes foram identificadas no gene. Vários alelos 

mutantes específicos são encontrados em pessoas européias com PKU. Uma 

mutação de corte no íntron 12, IVS12nt1, associada aos escandinavos, resulta 

em uma perda do éxon 12 e na geração de um códon finalizador. O término 

prematuro da síntese de proteínas leva a uma falta de fenilalanina hidroxilase e 

à forma grave de PKU. A mutação R408W, que contribui com 50% das 

mutações que ocorrem nos europeus do leste, resulta na conversão de uma 

arginina em triptofano na posição 408 de aminoácido. Isto leva à produção de 

uma proteína defeituosa e uma forma mais grave da doença. A mutação 

R158Q tem uma ampla distribuição, mas é encontrada mais freqüentemente 

nas populações holandesa e belga. Esta forma grave da doença é resultante 

da conversão de uma arginina em glutamina na posição 158 de aminoácido, o 

que produz uma fenilalanina hidroxilase defeituosa. A mutação R261Q, 

associada principalmente às populações suíça e turca, é causada pela 

conversão de uma arginina em glutamina na posição 261 de aminoácido. Esta 

mutação de sentido trocado resulta em uma fenilalanina hidroxilase com 

aproximadamente 30% da atividade normal, e leva a uma forma mais branda 

de PKU (HOFFEE, 2000). 

De acordo com Nussbaum, R. L. et al (2002), as anomalias que levam a 

um aumento no nível sanguíneo de fenilalanina, mais notadamente a PKU, 

ilustram quase todos os princípios de genética e bioquímica importantes para 

os defeitos enzimáticos. Todas as anomalias genéticas do metabolismo da 

fenilalanina são decorrentes de mutações de perda de função no gene que 

codifica a fenilalanina hidroxilase (PAH) ou nos genes necessários para a 



síntese ou a reutilização do seu co-fator, a tetrahidrobiopterina (BH4). Assim, 

nestas últimas condições, a perda de função de PAH é uma anomalia 

secundária de uma mutação em um gene codificante de um componente da via 

de biopterina. 

 

5. VARIANTES DA FENILCETONÚRIA (PKU) 

De acordo com Mira (2000), desde a década de 70, inúmeras variantes da 

PKU foram descobertas, exigindo frequentemente exames laboratoriais que 

permitam uma perfeita diferenciação, para que o diagnóstico clínico e a 

prescrição do tratamento sejam adequados A PKU está relacionada com a 

deficiência da fenilalanina hidroxilase (PAH)  associada  a altas concentrações 

de fenilalanina (Phe) no plasma (≥1.200µmol/L). 

Em estudo realizado com crianças até 5 anos, estabeleceu-se que crianças 

que toleram menos de 250-350 mg Phe/dia para manter a concentração de 

Phe sanguínea em 300µmol/L são classificadas como tendo PKU clássica; 

crianças que toleram 350-400mg Phe/ dia apresentam PKU moderada e as que 

toleram entre 400-600µmol/L com uma dieta normal, sem restrição de 

fenilalanina, são classificadas como tendo HPA branda, demonstrando que a 

associação de cada tipo de mutação da atividade da PAH e seus genótipos 

está relacionada com a tolerância à Phe. 

Na PKU-maternal, a elevada concentração de fenilalanina (Phe) circulante 

na mãe produz uma síndrome clínica característica no feto.  

Goldman (1997) afirma que essa variante faz com que uma pequena 

parcela de pacientes com deficiência da coenzima tetrahidrobiopterina (BH4) 

redutase ou da BH4 sintetase seja diagnosticada incorretamente com PKU 

clássica e submetida a tratamento clínico baseado nos níveis de Phe 

sanguíneos.  

Sabendo-se que existe relação entre o grau de hiperfenilalaninemia e a 

atividade enzimática da PAH, pode-se fazer a seguinte classificação das formar 

metabólicas: 1. Fenilcetonúria Clássica: a atividade enzimática é menor que 

1%, o que faz com que a fenilalanina sanguínea fique maior que 20mg/dL, 



quando o normal seria de 2 a 6mg/dL; 2. Fenilcetonúria leve ou branda: ocorre 

quando a atividade enzimática é de 1 a 3% e os níveis plasmáticos de 

fenilalanina encontram-se entre 4 a 10mg/dL; 3. Fenilcetonúria permanente ou 

benigna: a atividade enzimática é superior a 3% e os níveis de substrato 

encontram-se entre 4 a 10mg/dL. Situação em que não ocorre qualquer 

sintomatologia clínica. São os casos em que os indivíduos podem ter um 

resultado positivo nos testes de triagem, mas não desenvolverão a PKU 

clássica, sendo que a medição dos níveis séricos de fenilalanina é a que 

permite a confirmação. 

Por se tratar de alterações em uma mesma enzima (PAH), estas três 

formas metabólicas podem ser consideradas fenilcetonúria tipo I. Uma vez que 

97% dos casos de hiperfenilalaninemias são causadas por deficiência de PAH, 

os 3% restantes podem ser causados por defeitos em outra parte da via 

catalítica da fenilalanina, sendo classificadas como: 1. PKU tipo II: deficiência 

de diidrobiopteridina- redutase, a enzima que regenera a tetraidrobiopterina, 

essencial para a ação da PAH; 2. PKU tipo III: deficiência no gene de uma das 

enzimas envolvidas na biossíntese de tetraidrobiopterina. 

A PKU é uma doença genética causada por mutação no gene localizado no 

cromossomo 12 que codifica e enzima fenilalanina hidroxilase, ativa no fígado e 

responsável pela transformação do aminoácido fenilalanina em tirosina. A 

elevação de mais de 10mg/dL de fenilalanina no sangue permite a passagem 

de metabólitos em quantidade excessiva para o sistema nervoso central, no 

qual o acúmulo tem efeito tóxico, provocando comprometimento cerebral 

difuso. Os altos níveis de fenilalanina no cérebro podem provocar diminuição 

de neurotransmissores e dificultar a conexão entre as células e/ou resultar em 

desmielinização. A fenilalanina inibe a captação do precursor do aminoácido 

tirosina e triptofano no cérebro, resultando em diminuição da dopamina e 

serotonina.  

 

 



Segundo Menkes (2000), as crianças com fenilcetonúria dão a impressão 

de serem normais, na época do nascimento. Durante os dois primeiros meses 

de vida são frequentes os vômitos (às vezes em jato) e a irritabilidade. O atraso 

do desenvolvimento intelectual torna-se evidente entre os 4 e 9 meses de 

idade. O atraso mental pode ser muito grave, nos casos clássicos, 

incapacitando a criança para aprender a falar e adquirir hábitos higiênicos. As 

convulsões são freqüentes, nos pacientes com acentuado retardo mental; 

costumam ter início antes dos 18 meses de idade, podendo cessar 

espontaneamente.  

No caso típico, a criança é loura de olhos azuis; seus traços fisionômicos 

são normais e muitas vezes agradáveis. A pele é seca e áspera, apresentando 

às vezes, eczema. A presença de um estranho odor de mofo pode levar à 

suspeita diagnóstica; este cheiro é atribuído ao ácido fenilacético. São raras as 

alterações neurológicas graves.  

 

6. EXAMES LABORATORIAS 

Martins et al. (1993), afirmam que a investigação laboratorial sugerida na 

literatura para os EIM é variável quanto ao número e tipo de exames e, em 

geral é realizada de maneira progressiva, segundo os resultados que vão 

sendo obtidos. Utiliza-se a triagem urinária e sanguínea para EIM, que vem se 

mostrando satisfatória no encaminhamento da investigação do diagnóstico. 

Inicia-se com a pesquisa de metabólitos urinários através de testes de triagem 

urinária para EIM, a seguir é realizada a cromatografia urinária de aminoácidos 

ou açúcares. A cromatografia plasmática qualitativa de aminoácidos e dosagem 

de ácidos orgânicos é solicitada de acordo com a indicação clínica e resultados 

laboratoriais. Concomitantemente é realizada a avaliação sanguínea com os 

seguintes exames colhidos em jejum: hemograma, gasometria venosa, 

determinação de sódio (Na), potássio (K), cloro (Cl), glicemia, transaminases 

hepáticas, colesterol total e frações, triglicérides, ácido úrico, lactato, piruvato e 

amônia. O tempo de jejum para os exames é variável de acordo com a faixa 

etária: 3 horas para crianças de 0-6 meses de vida; 4 horas de 6 meses a 1 

ano de idade; 6 horas entre 1 e 2 anos de idade e 8 horas de 2 anos em diante.  



Para Menkes (2000), o diagnóstico de fenilcetonúria pode ser suspeitado 

diante do quadro clínico da doença e através do exame de urina pela prova do 

cloreto férrico. Para tanto, serão adicionadas 3 a 5 gotas de solução de cloreto 

férrico a 10%, a 1mL de urina, sem prévia acidificação  da mesma. Observar a 

mudança de cor que se processa imediatamente e durante os 3 a 4 minutos 

que se seguem. O ácido fenilpirúvico confere à urina uma cor verde-esmeralda, 

a qual desaparece dentro de 20 a 40 minutos. Parece que esta reação se 

baseia na formação de um tautômero do enol, o qual entra em conjugação com 

o sal férrico. A coloração verde é de duração mais curta quando a urina contém 

ácido para-hidroxifenilpirúvico. A coloração verde-castanha que se observa na 

urina na maior parte dos pacientes com histidinemia distingue-se pelo fato de 

ser permanente. A urina dos pacientes com leucinose torna-se, às vezes, um 

colorido azul-marinho, quando acrescida deste reagente. 

A presença de corpos cetônicos ou de salicílicos leva à coloração púrpura 

da urina quando se adiciona o cloreto férrico. As fenotiazinas, a isoniazida e os 

elevados níveis de adrenalina produzem coloração verde.  

Quando a amostra de urina não é preservada corretamente, o ácido 

fenilpirúvico se decompõem, formando benzaldeído e a prova do cloreto férrico 

torna-se negativa. Tanto nas amostras recentes de urina como nas amostras 

antigas, a adição de uma solução diluída de 2,4-dinitrofenilhidrazina leva ao 

aparecimento de um precipitado amarelo em quantidade abundante. A 

confirmação inicial baseia-se na verificação de elevados níveis plasmáticos de 

fenilalanina ou de uma curva anormal de tolerância à fenilalanina. Para fins de 

triagem existe no comércio uma prova simples (fita Phenistix), a qual pode ser 

aplicada tanto à urina como às fraldas molhadas. 

Conforme ficou dito acima, os níveis plasmáticos de fenilalanina são 

elevados no sangue do cordão dos doentes com fenilcetonúria, aumentando 

rapidamente dentro das primeiras horas após o parto. A prova do cloreto férrico 

e a prova da 2,4-dinitrofenilhidrazina não estão indicadas durante o período 

neonatal, uma vez que o ácido fenilpirúvico pode demorar a aparecer na urina. 

Por isso, tem sido proposto um programa de triagem, consistindo na verificação 

dos níveis sanguíneos de fenilalanina ou espectrofluorométricos. 



Para tanto, colhe-se o sangue obtido mediante punção cutânea, numa folha 

de papel de filtro espesso. O material é encaminhado a um laboratório central 

para a dosagem da fenilalanina, aproveitando-se a capacidade para vencer a 

inibição do crescimento do Bacillus subtilis (A.T.C.C. 6051), provocada pela 2-

tienilalanina; ou então, o nível de fenilalanina pode ser dosado pelo método 

espectrofluorimétrico, em seguida à formação de um complexo de fenilalanina, 

ninidrina e cobre cuja fluorescência aumenta na presença de 1-leucil-1-alanina. 

Este método está sendo largamente usado, se bem que os falsos resultados 

positivos sejam da ordem de 1/2.100. Alguns dos falsos resultados positivos 

resultam do atraso da indução da hidroxilase fenilalanínica, enquanto os 

demais são devidos aos casos de hiperfenilalaninemia. Podem ocorrer falsos 

resultados negativos nos lactentes com fenilcetonúria, quando a prova e 

realizada antes de se instituir a alimentação com níveis calóricos adequados.  

Segundo Nussbaum, R. L. et al (2002), a triagem de neonatos para PKU é o 

protótipo pra a triagem de doenças genéticas neonatais. No teste de Guthrie, o 

sangue de uma espetada no calcanhar é coletado em um filtro de papel, e as 

amostras de sangue seco são mandadas a um laboratório de referência para 

serem testadas. No laboratório, pequenos discos são recortados do papel de 

filtro com sangue. Assim, um grande número de amostras pode ser estudado 

simultaneamente, de modo que o custo por teste feito é bem baixo. Usando 

manchas de sangue seco, a obtenção das amostras e o transporte também são 

simples e baratos. Muitos dos testes neonatais são feitos por este tipo de 

inibição bacteriana, do tipo Guthrie (Figura 4). 



 

Figura 4: Teste de Guthrie para triagem de neonatos. Os controles da 

fileira de baixo são usados para quantificar os níveis em pacientes com 

resultados anormais (fila 2). Fonte: Nussbaum, R. L. et al, 2002. 

 

O princípio do teste de Guthrie é o da inibição do crescimento bacteriano 

por um composto tóxico, que pode ser revertido de modo competitivo pela 

presença de compostos fisiológicos estruturalmente similares. Para testar PKU, 

é usada uma linhagem de bactérias que é sensível a beta-2- tienilanina. 

Entretanto, a inibição de crescimento produzida por este composto pode ser 

revertida pela fenilalanina. No teste de triagem neonatal, a bactéria e o 

composto tóxico são misturados com ágar e colocados em uma placa. Os 

discos de papel de filtro são colocados em ágar e então incubados. A 

intensidade do crescimento bacteriano é diretamente proporcional á quantidade 

de fenilalanina presente no sangue. A concentração real pode ser estimada por 

comparação de uma série de padrões que são colocados no centro de uma 

placa. 

Recentemente, a introdução de um equipamento automatizado que dosa 

um grande número de compostos sanguíneos cria a possibilidade de triar até 

40 doenças genéticas em uma única gota de sangue. Embora esse enfoque 



atinja o critério de ser simples e barato, ele falha no critério principal, pois 

detectam muitos distúrbios incomuns, a maioria dos quais não tem tratamento 

efetivo. Assim, a detecção bem inicial não tem benefício para o neonato. No 

futuro, quando se descobrir tratamentos efetivos para essas doenças 

metabólicas raras, este enfoque de triagem múltipla pode oferecer um benefício 

significativo.  

 

7. CONCLUSÃO 

A Fenilcetonúria (PKU) é o mais comum dos Erros Inatos do Metabolismo 

(EIM) de aminoácidos devido uma mutação genética do gene que codifica a 

fenilalanina hidroxilase, enzima esta que converte fenilalanina em tirosina, 

alterando uma via metabólica específica. É uma doença que pode levar a 

complicações neurológicas quando não se tem o diagnóstico realizado 

precocemente (triagem neonatal) e a introdução de uma dieta pobre em 

fenilalanina nos primeiros meses de vida, o que faz com que as crianças 

acometidas possam levar uma vida normal. 

A investigação laboratorial sugerida na literatura para os EIM é variável 

quanto ao número e tipo de exames e, em geral é realizada de maneira 

progressiva, segundo os resultados que vão sendo obtidos.  A triagem urinária 

(metabólitos urinários, aminoácidos ou açúcares) e sanguínea (cromatografia 

plasmática qualitativa de aminoácidos, dosagem de ácidos orgânicos, 

hemograma, gasometria venosa, determinação de sódio (Na), potássio (K), 

cloro (Cl), glicemia, transaminases hepáticas, colesterol total e frações, 

triglicérides, ácido úrico, lactato, piruvato e amônia) para EIM, vem se 

mostrando satisfatória no encaminhamento da investigação do diagnóstico. 

Assim, percebe-se a importância, sobretudo da realização do exame para 

diagnóstico dentro do período de tempo determinado, com vistas a detectar a 

presença do fator de risco e imediatamente iniciar o tratamento, evitando os 

danos inerentes ao fator em questão. Devido ao fato de os testes de triagem 

serem amplamente aplicados, a incidência deste fator de risco vem 



permanecendo a mesma, porém a frequência da doença é atualmente trivial 

nas populações submetidas à triagem. 
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