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% da Saids
Bibiicises

I

"Eu vou ser veterinario, porque eu sou da
familia da natureza.”

(Criangca com fenilcetoniria diagnosticada precocemente)

"O conhecimento leva a humildade" (Asbjérn Folling) |

De fato, a realizagéo deste estudo proporcionou inimeras novidades
e reflexdes sobre a HPA por deficiéncia de PAH. Uma relacao de
cumplicidade foi criada entre o pesquisador e o pesquisado, que em
muitas vezes se manifestou em curiosidade e solidariedade,
angustia e compaixdo. Saber aceitar ao "ndo, o DNA é meu" é
compreender que o conhecimento convive com a oposigdo de
pensamentos. A informacdo contida no DNA dos pacientes revelou
uma pequena parte oculta das alteracbes moleculares no gene da
PAH. Ainda falta muito para esta histéria acabar.
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RESUMO

A Hiperfenilalaninemia (HPA) decorrente da deficiéncia da fenilalanina
hidroxilase (PAH) é um disturbio metabélico herdado de modo autossdmico recessivo. O
gene da PAH localiza-se na regido q22-g24.1 do cromossomo 12 e abrange 90 kb de
DNA dividido em 13 exons, os quais codificam um mRNA de aproximadamente 2,4 kb.
Até o momento, 412 diferentes alteracdes foram identificadas no locus da PAH. A grande
heterogeneidade molecular observada neste gene pode estar ligada a variabilidade do
fendtipo nos pacientes com HPA por deficiéncia de PAH.

O presente estudo teve como objetivos principais determinar a freqiéncia das
mutacOes e estabelecer uma correlagdo entre os dados bioquimicos e clinicos com as
alteracbes moleculares encontradas nos pacientes com HPA por deficiéncia de PAH no
Sul do Brasil. A amostra foi composta por 30 pacientes nao relacionados que se
encontram em tratamento no Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA). Este estudo foi aprovado pela Comissao Cientifica e pela Comisséo
de Pesquisa e Etica em Saude do HCPA, estando adequado ética e metodologicamente,
de acordo com as Normas de Pesquisa em Saude (resolucédo 01/88 do Conselho Nacional
de Saude).

O protocolo aplicado compreendeu a extragéo de DNA e posterior amplificacéo
por PCR de 13 fragmentos do gene da PAH. Os produtos de PCR foram analisados pela
técnica de polimorfismos conformacionais de cadeia simples (SSCP). As amostras que
apresentaram padroes de mobilidade eletroforética alterados foram submetidas a analise
por digestdo com endonucleases de restricdo especificas e/ou seqlenciamento. Os
pacientes foram classificados em subgrupos (PKU leve, PKU moderada e PKU classica),
de acordo com a tolerancia a Phe quando em dieta controlada.

A técnica de SSCP permitiu a identificacdo de 25 pacientes (83,3%) com
alteragdes nos fragmentos analisados do gene da PAH. Neste estudo, foram encontradas
24 alteragbes diferentes, sendo identificados 26 gendtipos distintos associados a HPA por
deficiéncia de PAH. A analise com endonucleases de restricdo possibilitou a deteccéo de
8 mutagbes (I65T, R252W, R261Q, R261X, IVS10nt-11g>a, V388M, R408W e
IVS12ntig>a). O sequenciamento direto permitiu a detecgéo de 16 alteracdes, sendo 10
mutagbes associadas a doenga (L15/S16fsdelCT, IVS2nt5g>c, F55fsdelT, IVS2nt-13t>g,
N133/Q134fsdelATCA, R158Q, R270K, P281L, IVS7ntig>a e R408Q), 4 polimorfismos
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(IVS2nt18t>c, V245V, Y414Y e IVS12nt-35c>t) e duas alteragbes novas no gene da PAH:
1378g>t e IVS12nt-15t>c. As técnicas empregadas neste estudo permitiram a
identificacdo de pelo menos um alelo mutante em todos os pacientes analisados e o
gendtipo foi determinado em 23 dos 30 pacientes.

A freqiiéncia de mutagdes identificadas neste estudo foi de 87,3% (48/55) e as
mais freqUentes foram a 165T (18,2%), a R261X (9,1%), a R408W (9,1%), a IVS2nt5g>c
(7,3%), a R261Q (7,3%) e a V388M (7,3%). As mutagbes raras apresentaram freqiéncias
variando entre 1,8% e 55%. A presenca de polimorfismos foi observada em 46,6% dos
pacientes com HPA por deficiéncia de PAH, sendo os polimorfismos IVS2nt19t>c, V245V
e IVS12nt-35c>t os mais frequentes. O espectro de mutagdes encontrado em nossos
pacientes € diferente do observado em pacientes de outros paises da América Latina,
confirmando a heterogeneidade molecular desta doenca.

Nao foi estabelecido uma correlagdo entre os valores de atividade residual
prevista (ARP) para a fenilalanina hidroxilase com os parametros clinicos e bioquimicos,
tanto em pacientes com diagnostico precoce como tardio. Mas foi, no entanto, observada
uma correlagéo entre os valores de ARP e os niveis de Tyr durante o tratamento em
pacientes com diagnéstico precoce, indicando que os mesmos podem exercer um papel
importante no controle da dieta e na determinacgéo do fenotipo dos pacientes.

A andlise de regressdo linear simples mostrou uma forte relacdo entre a
tolerancia a Phe da dieta e os niveis de Phe pré e durante o tratamento, permitindo a
classificacdo fenotipica dos pacientes com diagnostico precoce. Esta anadlise mostrou
também uma associacao significativa entre a tolerancia a Phe da dieta e os niveis de Phe
durante o tratamento, permitindo também a determinacdo do fendtipo na maioria dos
pacientes com diagnoéstico tardio. Estes resultados ressaltam a importancia do diagnostico
precoce e de um adequado controle dietético em pacientes com HPA por deficiéncia de
PAH.

Os niveis de Phe e Tyr ndo foram capazes de determinar a gravidade de
mutagdes em heterozigotos para HPA por deficiéncia de PAH, tanto na situac&o de jejum
como apoOs a sobrecarga de aspartame. Nas duas situacbes testadas, as relagdes
Phe/Tyr e Phe?/T yr foram consideradas os melhores parametros para discriminar
individuos heterozigotos e controles.

Este estudo se constitui numa contribuicéo original ao conhecimento das bases
moleculares da HPA por deficiéncia de PAH no Sul do Brasil, trazendo informacdes

relevantes para o melhor entendimento da relacdo gendtipo-fenétipo neste disturbio.



XX1

ABSTRACT

Hyperphenylalaninemia (HPA) due to phenylalanine hydroxylase (PAH)
deficiency is a disorder inherited as an autosomal recessive trait. The focus of the PAH
gene is located on chromosome 12, region q22-g24.1, and spans 90 kb of genomic DNA
divided into 13 exons, which is transcribed into a mRNA of 2.4 kb. To date, 412 different
alterations were identified in the PAH gene. The wide variation of phenotype observed
among patients with PAH deficiency might be due to high molecular heterogeneity.

The aims of the present study were to determine the frequency of mutations
and to establish a correlation between biochemical, clinical and molecular data from
patients with HPA due to PAH deficiency from South Brazil. The sample was composed by
30 unrelated patients under treatment in the Medical Genetics Service of Clinical Hospital
of Porto Alegre (HCPA). This study was approved by the Scientific Committee and
Research and Ethical in Health Committee, being ethically and methodologically suitable,
and according to Principles of Research in Health (resolution 01/88 of Health National
Counsel).

The protocol applied consisted of PCR amplification of 13 fragments of PAH
gene following DNA extraction. The PCR products were analysed by strand single
conformational polymorphisms (SSCP) analysis. The fragments showing abnormal
patterns of electrophoretic mobility were submitted to restriction endonucleases and/or
direct sequencing analyses. The patients were classified in subgroups (mild PKU,
moderate PKU and classical PKU), according to Phe tolerance when controlled diet.

The SSCP technique allowed the identification of 25 patients (83.3%) with
alterations in fragments analysed of the PAH gene. In this study, 24 different alterations
were detected, being identified 26 distinct genotypes associated to HPA due to PAH
deficiency. Restriction endonuclease analysis permitted the detection of 8 mutations (I165T,
R252W, R261Q, R261X, IVS10nt-11g>a, V388M, R408W and IVS12nt1g>a). Sequencing
analysis allowed the detection of 16 alterations, being 10 disease associated mutations
(L15/S16fsdelCT, IVS2ntSg>c, F55fsdelT, IVS2nt-13t>g, N133/Q134fsdelATCA, R158Q,
R270K, P281L, IVS7nt1g>a, R408Q), 4 polymorphisms (IVS2nt19t>c, V245V, Y414Y and
IVS12nt-35¢c>t) and 2 novel alterations in PAH gene: 1378g>t and IVS12nt-15t>c. The
methods applied in this study allowed the identification of at least one mutant allele in all

patients studied and genotype was established in 23 out of 30 patients.
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The frequency of mutations identified in this study was 87.3% (48/55) and most
frequent mutations were 165T (18.2%), R261X (9.1%), R408W (9.1%), IVS2ntSg>c (7.3%),
R261Q (7.3%) and V388M (7.3%). Rare mutations showed frequencies ranging from 5.5%
and 1.8%. Polymorphisms were seen in 46.6% of patients with HPA due to PAH
deficiency, and most frequent were IVS2nt19t>c, V245V and IVS12nt-35¢c>t.

The spectrum of mutations observed in our patients is different from the
observed in patients from other Latin American countries, confirming the molecular
heterogeneity of this disease.

A correlation between values of predicted residual PAH activity (PRA) and
clinical and biochemical parameters was not established, in patients with both early or late
diagnostic. However, a correlation between the values of PRA and Tyr levels during
treatment in patients with early diagnostic was observed, showing that Tyr levels can
perform an important function in diet control and in patients phenotype determination.

The simple linear regression analysis showed a strong correlation between Phe
tolerance and Phe levels before and during treatment, allowing a phenotypic classification
of patients with early diagnostic. On the other hand, this analysis showed only a significant
correlation between Phe tolerance and Phe levels during treatment, allowing phenotype
determination at majority of the patients with late diagnostic. This data demonstrated the
importance of an early diagnostic and suitable dietary control in patients with HPA due to
PAH deficiency.

Plasma Phe and Tyr concentrations did not predict severity of mutations in
obligate heterozygotes for HPA due to PAH deficiency, both in fasting state and after
aspartame loading test. In these two situations, Phe/Tyr and Phe®Tyr ratios were
considered good parameters to discriminate controls from heterozygotes.

This study is an original contribution to the understanding of molecular bases of
the HPA due to PAH deficiency in South Brazil, providing important informations for a

better knowledge of genotype-phenotype correlation in this group of disease.
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1.1 - ERROS INATOS DO METABOLISMO

Os caminhos da genética bioquimica humana ganharam um impulso
consideravel no inicio do século XX com a criagdo do conceito de Erros Inatos do
Metabolismo (EIM), proposto pelo médico inglés Archibald Garrod. Os EIM s&o um grupo
de disturbios hereditarios envolvendo processos de sintese, degradacdo, transporte e
armazenamento de moléculas no organismo. A partir de estudos em pacientes com
alcaptonuria, Garrod observou que os individuos com esta doenca excretavam grandes
quantidades de acido homogentisico na urina, maiores que as observadas em individuos
normais. Verificou, também, que a alcaptonuria tinha uma distribuicdo familiar e que,
freqientemente, um ou mais irm&os eram também afetados, enquanto os pais e os
demais parentes eram aparentemente normais. Baseado na observagdo de uma maior
freqiéncia de casamentos consanguineos entre os pais destes pacientes e nas
descobertas de Mendel, Garrod sugeriu que esta doenca fosse herdada de modo
autossodmico recessivo (Scriver ef al., 1995a).

As doencas relatadas por Garrod, e um numero progressivo de EIM descritos
subseqUentemente, se devem a mutagbes genéticas que afetam, quase sempre, uma
enzima - chave para um passo metabdlico especifico. A maioria dos EIM s&o transmitidos
nas familias de modo autossdmico recessivo, havendo um menor numero de situagdes
recessivas ligadas ao cromossomo X e raros casos de EIM herdados de modo dominante.

Apesar de individualmente raros, os EIM sé&o relativamente frequentes em seu
conjunto, estimando-se que ocorrem 1 em cada 1000 recém-nascidos e vém se tornando
proporcionalmente mais comuns em individuos enfermos, na medida em que as doencgas
infecciosas e nutricionais vao sendo controladas.

Os EIM podem ser divididos em grupos conforme a area do metabolismo

envolvida. A tabela 1.1 ilustra uma classificagdo resumida dos EIM (Giugliani, 1988).
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Tabela 1.1: Classificagdo dos EIM de acordo com a area do metabolismo envolvido

Erros Inatos do Metabolismo Exemplo
Aminoacidos Fenilcetondria
Acidos Organicos Aciddria Metiimalénica
Carbohidratos Galactosemia
Lipidios Doenca de Tay-Sachs
Glicosaminoglicanos Sindrome de Hurler
Glicoproteinas Fucosidose
Purinas e Pirimidinas Doenca de Lesch-Nyhan
Enzimas Eritrocitarias Deficiéncia de Glicose-6-fosfato Desidrogenase
Metais Doenga de Wilson
Lipoproteinas Hipercolesterolemia Familiar
Hommonios Hiperplasia Adrenal Congénita

(Adaptado de Giugliani, 1988).

1.2 - AMINOACIDOS

Embora mais de 300 aminoacidos diferentes tenham sido identificados na
natureza, somente 20 sdo comumente encontrados nas proteinas dos mamiferos, sendo
0s unicos aminoacidos codificados pelo DNA. Cada aminoacido possui um grupo
carboxila, um grupo amino (exceto a prolina, que contém um grupo imino) e uma cadeia
lateral distinta, ligados a um atomo de carbono. Os aminoacidos contém nitrogénio além
dos atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio, também encontrados nos lipidios e
glicidios. Este nitrogénio ndo pode ser armazenado e 0s aminoacidos em excesso as
necessidades biossintéticas da célula sao imediatamente degradados (Montgomery et al ,
1996).

A primeira fase do catabolismo envolve a remogéo dos grupos a-amino por
reacOes de transaminacio e desaminacgado oxidativa, formando amodnia e os a-cetoacidos
correspondentes. Uma porgao da amonia livre é excretada na urina, mas a maior parte é
usada na sintese de uréia, que €&, quantitativamente, a via mais importante para a
eliminagao de nitrogénio do corpo humano (Montgomery et al., 1996).

Na segunda etapa do catabolismo dos aminoacidos, os esqueletos de carbono
dos a-cetoacidos sdo convertidos em intermediarios de rotas metabdlicas produtoras de
energia. Estes compostos podem ser metabolizados até gas carbdnico (CO,) e agua,
glicose, acidos graxos ou corpos cetdnicos por rotas especificas do metabolismo. Os

aminogcidos s&o também precursores de muitos compostos nitrogenados (porfirinas,
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neurotransmissores, horménios, purinas e pirimidinas) que possuem importantes funcbes
fisiologicas (Montgomery et al., 1996).

As aminoacidopatias humanas geralmente s&o mais associadas a alteracdes
no catabolismo dos aminoacidos que com a sua biossintese. Quantidades suficientes de
todos os aminoacidos estdo presentes na dieta de crian¢as bem nutridas, desde que a
deficiéncia de um aminoacido ndo-essencial, causada por um defeito em sua biossintese,
nao ocorra. Contudo, uma falha no catabolismo dos aminoacidos da dieta pode levar ao
acumulo de compostos intermediarios ou derivados dos aminoacidos, causando

toxicidade ao organismo (Montgomery et al., 1996).

1.3 - DISTURBIOS DO METABOLISMO DA FENILALANINA

1.3.1 - Fenilalanina

A fenilalanina (Phe) € um aminoacido essencial, constituido de uma cadeia
lateral apolar que néo faz ligagdes ou doa prétons, nem participa em pontes de hidrogénio
ou ligacgbes idnicas. As cadeias laterais deste aminoacido podem ser consideradas
lipidicas, uma propriedade que promove interagbes hidrofobicas responsaveis pela
estabilidade da estrutura protéica. Levando em consideracdo esta propriedade, a Phe
tende a se localizar no interior da cadeia polipeptidica.

A hidroxilacdo da Phe leva a formacao de tirosina (Tyr) e € a primeira reagao
no catabolismo da Phe. De acordo com a natureza de seus produtos metabdlicos finais, a
Phe & considerada um aminoacido glicocetogénico, pois seu metabolismo leva a
formacéo de fumarato e acetoacetato (Montgomery et al., 1996).

O contetdo de Phe no sangue e em outros tecidos esta em constante equilibrio
homeostatico. Os niveis normais de Phe representam o estado estavel (steady sfate) e
um desvio deste valor representa um novo estado de equilibrio, que pode ou néo ter
conseqléncias para a saude. Os niveis normais de Phe nado sao significativamente
diferentes nas distintas faixas etarias. Os valores normais de Phe apresentam uma
estreita variagdo de 30,0 a 180,0 umol/L em recém-nascidos e individuos adultos. As
hiperfenilalaninemias (HPA) s&o caracterizadas por niveis de Phe mais elevados que a

distribuicdo normal. O sexo parece interferir nas concentragbes de Phe somente na
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adolescéncia, onde o homem apresenta niveis mais elevados do que a mulher (Scriver et
al., 1995a).

1.3.2 - Sistema de Hidroxilagdo da Fenilalanina

Até a descoberta da conversdo de Phe & Tyr nas amostras de figado de
individuos normais, pouco se conhecia sobre a enzima ou enzimas responsaveis por esta
reacdo. Mas, no comego da década de 70, foram identificados muitos fatores bioquimicos
que influenciavam a hidroxilagdo da Phe no figado. Estes achados contribuiram para
determinar que a fenilalanina hidroxilase (PAH, fenilalanina 4-monoxigenase, EC
1.14.16.1) é a enzima responsavel por esse passo metabdlico. Estudos posteriores
revelaram que o sistema de hidroxilagdo hepatico da Phe consiste de quatro
componentes essenciais: a PAH, a dihidropteridina redutase (DHPR), o cofator 6(R)-L-
eritro-tetrahidrobiopterina (BH4) e a pterina-4a-carbinolamina desidratase (PCD).

A molécula de BH,4 participa de outras reacgdes metabdlicas como cofator
natural, como por exemplo, nas reacdes catalisadas pela tirosina hidroxilase (TH, tirosina
3-monoxigenase, EC 1.14.16.2) e triptofano hidroxilase (TPH, triptofano 5-monoxigenase,
EC 1.14.16.4), enzimas importantes na biossintese dos neurotransmissores dopamina e
serotonina. Desta forma, um defeito na biossintese ou regeneragdo do cofator leva a
hiperfenilalaninemia associada a deficiéncia de dopamina e serotonina.

A PAH é uma enzima de funcdo mista: a oxidagdo de Phe se da quando um
atomo de oxigénio & incorporado a Tyr e um segundo atomo é reduzido & agua. O cofator
BH4 atua como doador de elétrons na reacdo catalisada pela PAH. O BH4 é oxidado a
forma correspondente de dihidrobiopterina (BH,) em cada ciclo da rea¢do pela acdo da
enzima PCD. Desta forma, niveis apropriados do cofator sdo mantidos in vivo através da
redugcdo da dihidro a tetrahidrobiopterina pela acéo da enzima dihidropteridina redutase
(DHPR). A figura 1.1 mostra a rota metabdlica da fenilalanina e a participacdo do cofator
BH4 nas hidroxilases dos aminoacidos aromaticos (Scriver ef al, 1995a; Blau e
Blaskoviks, 1996).
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(A) FIGADO
Acido fenilactico
Feniletilamina >
T 1.3
— Acido Acido - :
Fenilalanina }—» fenilpiravico | fenilacético [ Fenilacetilglutamina
1.2
BH4
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BH,
PCD Melanina
Y I
Tirosina | Fumarato e acetoacetato
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PCD
DHPR
v T TPH
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Dopamina A4
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Noradrenalina l
Adrenalina Serotonina

Figura 1.1: Rota metabdlica da fenilalanina - (A) Figado: 1.1: Reagdo de hidroxilagdo da
fenilalanina (reacdo principal) catalisada pela PAH (fenilalanina-4-hidroxilase). A enzima pterina-
4a-carbinolamina desidratase (PCD) converte a forma tetrahidrobiopterina-4a-carbinolamina em
BH», o qual é reduzido a tetrahidrobiopterina (BH,4) pela acdo da enzima dihidropteridina redutase
(DHPR); 1.2 e 1.3: reagbes de transaminagcdo e descarboxilagdo, respectivamente (reagdes
bioquimicas menos utilizadas); (B) Cérebro: Participacdo do cofator BHs nas enzimas tirosina-3-
hidroxilase e triptofano-5-hidroxilase (adaptado de Blau e Blaskoviks, 1996).
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1.3.3 - Estrutura da fenilalanina hidroxilase humana

A PAH é uma enzima que contém atomos de ferro em sua estrutura e catalisa
a hidroxilagao de L-fenilalanina para L-tirosina na presenga do cofator BH4 e da molecula
de oxigénio (Kappock e Caradonna, 1996). A PAH humana recombinante pode se
apresentar nas formas de homotetrameros e homodimeros em uma solugdo com
equilibrio dependente do pH (Hufton ef al., 1995). A fosforilagdo reversivel e a ativagdo do
substrato sdo diretamente responsaveis pela regulacdo da atividade da PAH. A massa
molecular de uma subunidade € de aproximadamente 50 kDa.

A PAH, de modo semelhante as enzimas TH e TPH, consiste de trés dominios:
o dominio regulatério amino terminal, de 12 a 19 kDa envolvido no controle da atividade
enzimatica (residuos de 1 a 142); o dominio catalitico, de 38 kDa, mais conservado,
envolvido na especificidade e hidroxilagdo do substrado e na ligagdo ao cofator (residuos
143 a 410); e o dominio de tetramerizacdo de 5 kDa, o qual é caracterizado pela presenca
de uma longa hélice que promove a oligomerizacdo (agregagdo das cadeias
polipeptidicas ou subunidades) (residuos 411 a 452) (Erlandsen et al., 1997, Fusetti ef al.,
- 1998; Erlandsen e Stevens, 1999; Kobe et a/., 1999).

O atomo de ferro do sitio ativo esta localizado em uma regido coberta e
acessivel a solventes (entre as a-hélices 14 e as B-fitas 8) do dominio catalitico. O ferro
catalitico esta ligado a dois residuos de histidina (His285 e His290), um residuo de acido
glutamico (Glu330) e trés moléculas de agua. Conectado a parte interior do sitio ativo se
encontra um tdnel (cujas paredes sdo formadas pelos residuos 378 a 381), que pode ser
a passagem por onde o substrato se liga ao sitio ativo. A maioria dos 34 aminoacidos que
compdem a regido do sitio ativo s&o residuos hidrofébicos, exceto 3 Glu com carga, 2 His
supostamente carregadas e uma Tyr ndo carregada (Erlandsen e Stevens, 1999).

Os estudos sobre sistema de expressdo da PAH humana e do rato
demonstraram que estas enzimas compartitham propriedades em comum. As duas PAH
s&o enzimas oligoméricas, compostas de subunidades protéicas idénticas e que podem
existir principalmente na forma de tetrameros, trimeros e dimeros. A grande homologia
encontrada na sequéncia de aminoacidos (92,0%) é outro aspecto evidenciado pela
similaridade entre as duas PAH. No entanto, existem algumas diferencas significativas
entre as enzimas, particularmente relacionadas a estrutura e aos mecanismos de

regulacdo (Waters ef al, 1998a).
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1.3.4 - Hiperfenilalaninemias (HPA)

As HPA podem ser classificadas como: HPA por deficiéncia do cofator BH4
(Blau e Blaskovics, 1996) e HPA por deficiéncia de PAH (Scriver ef al., 1995a).

Mutacées no gene da PAH, quando em homozigose ou dupla heterozigose,
resultam em deficiéncia de PAH que por sua vez causa hiperfenilalaninemia (HPA). A
HPA esta relacionada a uma variedade de fenétipos clinicos, incluindo o retardo mental,
se a doenca nao for tratada precocemente. A maioria das HPA é devida a mutagbes no
gene da PAH, e somente 1,0% é devido a genes que codificam enzimas envolvidas na

biossintese ou regeneracdo do cofator BH, (Scriver ef al., 1995a).
1.3.4.1 - HPA por deficiéncia do cofator BH,

As HPA por deficiéencia do cofator BH4 ocorrem devido a deficiéncia das
enzimas envolvidas na sintese (guanosina trifosfato ciclohidrolase | [GTPCH] e &-piruvaoil-
tetrahidropterina sintetase [PTPS]) ou na regeneracéo (dihidropteridina redutase [DHPR] e
pterina4o-carbinolamina desidratase [PCD]) do cofator BHs. Ao contrario da HPA por
deficiencia de PAH, os sintomas clinicos resultantes das alteragcbes bioquimicas no
metabolismo do cofator BH4 ndo sdo evitados apenas com uma dieta restrita em Phe. O
principal objetivo do tratamento destas formas de HPA é a normalizacdo dos niveis de
Phe, através da suplementacdo do cofator e da restauragcdo da neurotransmissao
monoaminérgica pela administragcéo de precursores da dopamina (L-Dopa) e serotonina
(5-hidroxitriptofano, SHT) (Scriver et al, 1995a). Atée o momento, mais de 90 mutacgdes
foram descritas e associadas as alteracbes no metabolismo do cofator BHa

(http:/Amww.unizh.ch/~blau/bh4.html).
1.3.4.2 - HPA por deficiéncia de PAH

A fenilcetonuria (PKU) foi o primeiro EIM associado a deficiéncia mental. A
grande quantidade de conhecimentos acumulados (clinicos, genéticos, bioguimicos,
moleculares) desde 1934, tornou a PKU um modelo de estudo para as doengas genéticas
humanas. Desde a sua descoberta, pelo bioquimico e médico noruegués Asbjern Falling,
a PKU é provavelmente o EIM que tem sido mais extensivamente estudado. Os

acontecimentos a seguir indicam os principais meios para o conhecimento da PKU:
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e A descoberta da PKU (Folling, 1934);

e Determinagéo do mecanismo de heranga (Penrose, 1935);

« ldentificag@o das caracteristicas bioquimicas (Jervis, 1947, Jervis, 1953);

o Tratamento com dieta restrita em Phe (Bickel et al., 1953);

e Detalhamento das caracteristicas clinicas (Paine, 1957);

e Estudos de frequéncia da doenca (Carter e Woolf, 1961; Cohen et al., 1961),

o Implantacdo de programas de triagem neonatal (Guthrie e Susi, 1963);

o Estabelecimento de métodos simples para a quantificagdo dos aminoacidos Phe e Tyr
(McCaman e Robins, 1962; Philips, 1967);

e Reconhecimento dos riscos teratogénicos da Phe: PKU materna (Kerr et al.,, 1968;
Huntiey e Stevenson, 1969);

e Andlise de ligagdo do gene da PAH (Berg e Saugstad, 1974; Kamaryt ef al., 1978;
Knapp ef al., 1982);

e Diagnostico pré-natal (Matalon et al., 1977; Lidsky et al., 1985a);

e Deteccdo de heterozigotos (Paul et al., 1978);

o Estudos de correlagéo do gendtipo com o fendtipo (Guttler, 1980);

e Caracterizagdo e mapeamento do gene da PAH (Woo et al,, 1983; Lidsky ef al., 1984;
Woo ef al., 1984; DiLella ef al., 1986);

e Primeiro protocolo experimental visando ao uso da terapia génica no tratamento
(Lediey et al., 1985);

e Associagdes com marcadores genéticos (Guttler e Woo, 1986);

e ldentificagdo das mutagdes por reagdo em cadeia da polimerase (DiLella et al., 1988):

e Anaiise de expressao dos alelos mutantes da PAH (Okano ef al., 1991);

e Criagdo de um banco de dados contendo todas as altera¢des encontradas no gene da
PAH (Hoang et al., 1996); |

e Criagcdo de um animal geneticamente modificado que imita o fendtipo bioquimico e
clinico (McDonald e Charlton, 1997);

e Determinac&o da estrutura da enzima e dos sitios funcionais (Erlandsen et al., 1997;
Fusetti et al., 1998, Erlandsen e Stevens, 1999; Kobe ef al., 1999);

e Protocolo para o uso da fenilalanina amoénia liase como uma nova ferramenta para o

tratamento (Sarkissian ef al., 1999).
Este estudo representa mais uma contribuicdo para o universo de pesquisas

em PKU. Considerando a participacéo de achados clinicos, bioquimicos e moleculares,
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este grupo de HPA compreende a fenilcetonuria (PKU) classica e formas variantes de
deficiéncia de PAH (PKU moderada, PKU leve, HPA ndo-PKU). O estudo da HPA
transitéria e da PKU materna ndo faz parte dos objetivos deste trabalho e sera abordado
apenas de uma forma resumida a seguir.

A HPA transitoria pode estar associada a um atraso na maturag&o da PAH ou a
um disturbio transitério no metabolismo da biopterina, associado a deficiéncia de PCD
(Eisenmith e Woo, 1995).

A ocorréncia de retardo mental na prole de m&es com PKU € um exemplo de
uma doenga genética dependente do gendtipo da mée. A PKU materna € decorrente do
efeito teratogénico da Phe. As mulheres fenilcetonuricas, que foram tratadas e né&o
apresentam retardo mental e mesmo aquelas com HPA n&o-PKU, correm o risco de gerar
criangas com retardo mental, microcefalia, atraso no crescimento intra-uterino,
malformacgbes congénitas cardiacas e de outros 6rgaos em menor escala. O controle
dietético rigoroso dos niveis de Phe materna parece reduzir e evitar o dano, mas deve ser

introduzido antes da concepg¢éo e continuar durante toda a gestagéo (Rouse et a/., 1997).

a) A Descoberta:

A PKU foi inicialmente denominada por Falling, em 1934, de ‘“imbecillitas
phenylpyrouvica” (oligofrenia fenilpirivica), devido ao fato de ter sido encontrado um
excesso de acido fenilpiravico na urina de pacientes com retardo mental. A presencga de
sintomas semelhantes em irmaos da mesma prole, levou Fglling a postular que este
disturbio no metabolismo da Phe era herdado de um modo autossdmico recessivo. No
ano seguinte a sua descoberta, Penrose confirmou a hipotese de Felling, constatando que
se tratava realmente de uma doenga genética autossdmica recessiva. O termo

fenilcetonuria foi introduzido por Penrose:e Quastel posteriormente (Einsensmith e Woo,
1995).

b) Terapia Dietética e Triagem Neonatal:

Uma década apds a descoberta da PKU, Woolf e Vulliamy, considerando os
inumeros estudos relacionados as caracteristicas genéticas, bioquimicas e clinicas, a
freqUéncia da PKU e ao sucesso no uso do manejo dietético para o tratamento da
galactosemia, sugeriram que os niveis de Phe e de seus metabdlitos podiam ser
reduzidos pelo uso de uma dieta pobre em Phe (Woolf e Vulliamy, 1951). Dois anos mais

tarde, Bickel, baseado nesta hipstese, verificou, apds o estabelecimento da terapia
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dietética, redugdes significativas dos niveis de Phe no soro e de acido fenilpiruvico na
urina de fenilcetonuricos jovens (Bickel, 1996).

A partir destes achados, muitos trabalhos sugeriram que as graves
manifestagbes clinicas e bioquimicas em fenilcetondricos poderiam ser significativamente
reduzidas, desde que os pacientes fossem diagnosticados ainda no periodo neonatal e
tratados precocemente com a referida dieta. Esta observagdo provocou um grande
interesse no desenvolvimento e implementagcéo de programas de triagem neonatal para a
PKU.

O primeiro programa, iniciado em 1957 na California (EUA) e, logo depois na
Gra Bretanha, foi baseado no uso do teste do cloreto férrico para detectar fenilpiruvato na
urina. No entanto, as elevadas concentracdes plasmaticas de Phe precedem, em varias
semanas, o aumento da excregao urinaria de fenilpiruvato, contribuindo, desta forma, para
a obtencao de resultados falso-negativos (Guthrie, 1996; Levy, 1999).

Em 1963, a descoberta por Guthrie de um meétodo semiquantitativo para a
determinacdo dos niveis séricos de Phe em recém nascidos, representou um avango
critico para o tratamento da PKU e para a implantagdo dos programas de triagem
neonatal. Cerca de 150 milhdes de criangas participaram destes programas e
aproximadamente 10000 foram detectadas como pacientes com PKU ou formas variantes

e se encontram em tratamento (Guthrie, 1996; Levy, 1999).

c) Aspectos Clinicos e Bioquimicos:

Devido a natureza complexa do sistema de hidroxilagédo da Phe em humanos,
alteracbes em diferentes componentes protéicos podem prejudicar esse processo,
ocasionando, desta forma, uma elevacdo dos niveis teciduais desse aminoacido. Os
pacientes com PKU s&o normais ao nascimento. Apds a ingestao de leite e, em torno do
sexto dia ap6s o nascimento, a concentragdo plasmatica de Phe excede 1200,0 umol/L e
os metabolitos urinarios sdo excretados, tornando a urina com um odor murino
caracteristico (provavelmente devido a presenca de fenilcetonas) (Scriver et al., 1995a).

Quando a crianga nado ¢é diagnosticada e tratada precocemente, ela ira
desenvolver retardo do desenvolvimento psicomotor, tremores, convulsdes,
hipopigmentagdo (devido a deficiéncia de melanina), hiperatividade, microcefalia,
eczemas cutaneos, agressividade. A alteragdo da funcdo mental é grave e os pacientes
nao tratados possuem quociente de inteligéncia (Ql) inferior a 50 e problemas

neurolégicos que levam a necessidade de institucionalizacdo. Estes pacientes podem
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ainda apresentar eletroencefalograma (EEG) anormal, crescimento pods-natal alterado
(principalmente com redugdo do tamanho do cranio) e redugdo na contagem dos
espermatozoides e volume seminal nos homens afetados. O diagndstico e o tratamento
precoces evitam o aparecimento destas complicagdes (Eisensmith e Woo, 1995; Scriver
et al, 1995a).

Em individuos normais, a concentragdo plasmatica de Phe varia de 30,0 a
180,0 umol/L (0,5 - 3,0 mg/dL). Os pacientes com PKU apresentam valores de Phe de
1000,0 a 1200,0 umol/L (16,0 a 20,0 mg/dL), com aumento de excreg&o urinaria do
aminodcido e de seus metabdlitos (fenilpiruvato, fenilactato, fenilacetato e seus
conjugados fenilacetilglutamina e dihidroxifenilacetato, e feniletilamina, entre outros).
Varios relatos demonstram que os valores plasmaticos de Phe n&o se correlacionam com
as concentracoes de seus metabolitos na urina e ndo ha, até o momento, nenhuma
correlacdo entre os elevados niveis urinarios dos metabdlitos da Phe e danos causados
no cérebro de pacientes com PKU (Scriver ef al., 1995a).

A patogénese da PKU pode ser explicada a partir de trés pontos de vista: (1)
deficiéencia de tirosina; (2) efeito dos elevados niveis de Phe nos mecanismos de
transporte e distribuicdo de metabdlitos; (3) efeitos em rotas alternativas. Apesar do
mecanismo de deficiéncia neuroldgica nao estar totalmente estabelecido, provavelmente
o acumulo de Phe seja o principal agente neurotdxico responsavel pela PKU. v

A Phe pode inibir o transporte e, portanto, a disponibilidade de outros
aminodcidos para o ceéerebro, durante um periodo critico de seu desenvolvimento e
maturacdo. No entanto, nenhum fato isolado consegue explicar completamente os danos
cerebrais destes pacientes, levando a acreditar que trata-se de uma situacé&o multifatorial.
A importancia de um evento sobre o outro provavelmente varia entre os pacientes (ou
familias), devendo o fendtipo PKU possuir muitos determinantes (Scriver ef al., 1995a)

Varios estudos tém usado imagens de ressonancia magnética (MRI) para
comprovar a existéncia de alteragcdes no processo de mielinizagdo do cérebro, as quais
podem estar associadas com o0s niveis elevados de Phe encontrados em pacientes
inadequadamente tratados ou que interromperam o tratamento (Bick ef al, 1991;
Thompson et al., 1991). Como esperado, a maioria dos fenilcetonuricos tratados também
apresenta MRI do cérebro anormal. Porém, desde que de inicio recente, as alteracbes
podem ser revertidas com uma implantacdo adequada do tratamento. Estas alteracdes
podem causar um turnover aumentado da mielina no estado hiperfenilalaninémico. Em

relacdo ao desenvolvimento cognitivo e a fungéo cerebral, estas mudancas na funcéo e
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estrutura da mielina podem alterar mecanismos de conex&o neuronal e diminuir a
conexao sindptica permanente em pacientes com PKU (Scriver et al., 1995a).

Leuzzi e colaboradores demonstraram que as alteragdes da substancia branca
observadas na MRI de pacientes com PKU provavelmente resultaram das exposi¢coes
recentes aos elevados niveis de Phe. A atrofia cerebral encontrada em pacientes com
diagnoéstico tardio pode ser um resultado da exposig&o cronica aos elevados aumentos de
Phe (Leuzzi et al., 1995).

Em outro estudo, Hommes relatou alteragbes nos receptores de
neurotransmissores em modelos animais para PKU. No entanto, n&o esta claro se estes

efeitos s&o totalmente responsaveis pelo dano mental (Hommes, 1994).

d) Diagnostico Laboratorial e Diagndstico Pré-natal:

O diagnédstico para a PKU é usualmente realizado por teste de triagem
neonatal. Os valores normais das concentragbes plasmaticas de Phe s&o menores que
150,0 umol/L em neonatos e menores que 120,0 umol/L em criangas e adultos. Valores
acima de 1200,0 umol/L sdo encontrados em casos de PKU cléssica, sendo mais
elevados que os encontrados nas demais formas de HPA por deficiéncia de PAH (Scriver
et al., 1995a).

N&o ha dificuldades significativas para a implantagdo do teste de triagem
neonatal para a detec¢cdo da PKU e a concentragdo de Phe de uma amostra de sangue
pode ser analisada basicamente por trés procedimentos: (1) teste de Guthrie, um método
semi-quantitativo baseado em um ensaio microbioldgico, de baixo custo e aplicado em
grande escala, mas pode apresentar resultados falsos negativos devido a presenca de
drogas ou substancias enddégenas; (2) cromatografia, um teste semi-quantitativo usado
em muitos laboratdrios pelo baixo custo e pela possibilidade de permitir a deteccio de
outras aminoacidopatias; (3) fluorimetria, o meétodo quantitativo mais preciso para
determinar os niveis plasmaticos de Phe (Scriver ef al., 1995a).

Com o advento de novas técnicas automatizadas outros métodos foram
implantados como por exemplo: Quantase® Phe (baseado na acdo da enzima fenilalanina
desidrogenase sobre a Phe, produzindo fenilpiruvato e amonia; usado em alguns
laboratérios para triagem neonatal), andlise espectrofotométrica (baseada na
quantificagdo do acido trans-cianico obtido a partir da Phe pela acdo da enzima

fenilalanina aménia liase (PAL); ndo é adaptado para a triagem neonatal), cromatografia
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liquida de alta performance (muito especifica, mas necessita de aparelhagem sofisticada;
usado somente para o monitoramento dos niveis de Phe nos pacientes sob dieta) (Taylor
et al.,, 1993; Wang et al., 1997).

Os estudos moleculares de identificagéo e caracterizagdo do gene da PAH em
pacientes com PKU, proporcionaram informagdes valiosas que podem ser usadas no
diagnoéstico pré-natal e na detecgéo de heterozigotos para a deficiéncia de PAH, além de
sua importancia e utilidade na determinag&o do progndstico da doenca. A seqténcia do
cDNA da PAH contém um grande numero de polimorfismos. Estes alelos podem ser
combinados para formar marcadores genéticos (denominados de haplotipos polimérficos)
no locus da PAH. A segregacdo codominante destes haplotipos, associada ao alelo
mutante, € bastante informativa para o diagndstico pré-natal e a deteccdo de
heterozigotos. Os amnidcitos e vilosidades coridnicas sdo as amostras possiveis de
utilizagéo para a analise de DNA. Os métodos moleculares mais comumente usados na
analise de polimorfismos de fragmentos de restricdo (RFLP) e deteccdo de mutagdes séo
baseados na reac&o em cadeia da polimerase (PCR) (Eisensmith e Woo, 1995; Scriver et
al., 1995a). A importancia para o diagndstico pré-natal e outras aplicagdes dos haplétipos
polimorficos serdo mais detalhadamente discutidas na secéo 1.4.

O diagndstico pré-natal para a PKU apresenta diferentes significados
dependendo do contexto social e cultural da populacéo. Do ponto de vista bioético, varios
aspectos sdo considerados. Um deles se traduz no custo dos produtos da dieta, que pode
representar um forte impacto na situagdo econdmica das familias. As diferentes
frequéncias da PKU entre grupos étnicos distintos também repercutem na realizagdo do
diagnostico pré-natal. Nos Estados Unidos e em muitos paises da Europa, o diagnéstico
pré-natal e a interrupgdo da gravidez sdo raramente escolhidos pelas familias com alto
risco, mas na Turquia, onde a frequéncia da PKU & mais elevada, ele pode ter um maior
significado e uma melhor aceitagao (Levy, 1998).

A detecgéo de heterozigotos por métodos moleculares € um ponto conflitante
que merece também ser abordado. A implantagdo de uma variedade de métodos para a
detecgéo de heterozigotos tem sido proposta como um meio de reduzir a incidéncia de
PKU. Estes métodos de triagem devem ser confiaveis e capazes de detectar uma
percentagem significativa de mutagcdes no gene da PAH. A medida que mutacées
adicionais sdo identificadas, a eficiéncia desses métodos na triagem para heterozigotos

deve aumentar (Eisensmith e Woo, 1995).
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1.4 - ASPECTOS MOLECULARES DO GENE DA PAH
1.4.1 - Caracterizagdo do Gene da PAH

a) Localizagao génica:

Os estudos de ligagdo usando marcadores protéicos nao conseguiram
identificar o Jocus da PAH em humanos. Inicialmente, uma ligagdo moderada com o focus
PGM1 da fosfoglucomutase e os loci AMY-1 e AMY-2 da amilase sugeriu que o /ocus da
PAH estaria localizada no cromossomo 1 (Berk e Saugstad, 1974; Kamaryt ef al., 1978).
Contudo, investigagdes posteriores baseadas em metodos para a identificagcdo de
heterozigotos em familias PKU ndo comprovaram esta hipotese (Paul ef al.,, 1979a).

A localizagéo cromossomal do gene da PAH foi determinada por Southern blot
usando DNA gendmico isolado de células hibridas, as quais continham diferentes
combinacbes de cromossomos humanos e de roedores. Técnicas especificas, usando
cDNA da PAH do clone phPAH247 como sonda de hibridizag&o, determinaram que o
Jocus da PAH se encontrava no cromossoo 12. Finalmente, através do mapeamento de
delecdes deste cromossomo e hibridizag&o in situ de preparagbes em metafases obtidas
de células linfoblastéides de caridtipo normal, o gene da PAH foi localizado na regiao

12922-924.1 do cromossomo 12 (Lidsky ef al., 1984).

b) DNA Compiementar (cDNA):

A purificagdo da PAH de figado de rato e a produgdo de anticorpos
monoclonais contribuiram consideravelmente para a clonagem do cDNA da PAH humana
(Woo et al., 1974). O cDNA foi obtido a partir do mRNA da PAH purificada de figado de
rato por imunoprecipitagdo de polissomas (Robson ef al., 1982). Em outro experimento,
Woo e colaboradores (1983) descreveram o isolamento de um clone recombinante
apresentando o cDNA da PAH humana (Woo ef al, 1983). Este clone foi caracterizado
atraves de tradug&o do hibrido selecionado para produzir a proteina PAH. A comparacgédo
entre a sequéncia de aminoacidos prevista do cDNA e a seqiéncia de aminoacidos
parcial obtida da enzima confirmou estes achados (Robson et al., 1984). O clone do cDNA
do rato serviu, entdo, como uma sonda de hibridizagdo especifica para identificar e isolar
varios clones de cDNA da PAH humana, a partir de bibliotecas de cDNA do figado
humano (Kwok et al, 1985). Estes achados permitiram a determinagdo da estrutura

primaria da PAH (Lidsky et al.,, 1985b), a caracterizagdo do mRNA maduro da proteina
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PAH (DiLella et al, 1985), a delineacdo da organizagéo estrutural do gene da PAH
(DiLella et al., 1986) e o estabelecimento de um sistema de haplétipos por RFLP (Woo,

1988).
A extremidade 5' da sequéncia do cDNA da PAH inclui uma regiao promotora

que apresenta (Konecki ef al., 1992):

e Cinco sitios de inicio de transcri¢do (Cap), localizados a cerca de 154 pb do primeiro
codon de iniciagdo (+1, +40, +58, +60 e +96);

e quatro dominios ricos em GC, localizados nas posigbes 14-23, 178-185, 237-244 e
312-318 da sequéncia gendmica;

e uma caixa CCAAT na posigéo 65-69;

e dois sitios de elementos parcialmente responsivos a glicocorticoides (GRE),
localizados nas posigbes 37-42 e 75-80;

e duas caixas CACCC nas posicbes 140-144 e 214-218;

e dois sitios da proteina ativadora 2 (AP-2) e um elemento parcialmente responsivo ao
AMP ciclico (CRE), localizados nas posicoes 86-92, 174-181 e 293-296,
respectivamente;

e codon de inicio de transcrigdo ATG, na posicao 223 do cDNA.

A regido codificante apresenta 1356 nucleotideos, o que corresponde a uma
proteina homopolimérica madura (50 kDa) de 452 aminoacidos.
A extremidade 3' do gene da PAH compreende (Kwok et al., 1985):

e Uma sequéncia codificadora de 41 pb (localizada no exon 13);

e codon de terminacéo TAA, localizado na posigcdo 1358;

e cerca de 848 pares de bases de sequéncia nao traduzida;

e sitio de poliadenilagdo TA (precedido de 13 bases pelo sinal de poliadenilacdo
AATAAA);

e asequéncia CACTG (a 9 pb do sitio de poliadenilagdo) que pode desempenhar fungéo

no processamento do RNA e na poliadenilacéo.

c¢) Organizacgao estrutural do gene:

O gene da PAH engloba 90 kb de DNA gendmico divididos em 13 exons que
s&o transcritos em um mRNA maduro de aproximadamente 2,4 kb. Os exons apresentam
de 41 a 197 pb e os introns de 1 a 23,5 kb (Kwok et al., 1985). Os dinuclectideos gt e ag

estdo presentes em todas as jungbes intron-exon. Os 17 nucleotideos finais da



Introdugédo 17

extremidade 3' de cada intron (regido rica em pirimidinas) contém somente um
dinucleotideo AG. Por outro lado, 8 dos 12 sitios de jungdo presentes no gene da PAH,
apresentam um segundo dinucleotideo gt na seqiiéncia consensual. Trés tipos de jungoes
intron-exon podem ser observadas no gene da PAH: a tipo O (entre os codons) ocorre 6
vezes e as tipos | e Il (interrompendo os cddons apds o primeiro e o segundo
dinucleotideo, respectivamente) ocorrem 3 vezes cada uma. Estas observagdes estdo de
acordo com as jungdes intron-exon de outros genes de células eucaridticas (Dilella ef al.,
1986).

O locus da PAH é rico em marcadores polimdrficos que podem ser usados para
caracterizar cromossomos normais e mutantes. A estrutura do gene da PAH pode ser
resumida na tabela 1.2 e na figura 1.2.

A comparacado da estrutura primaria das proteinas PAH de diferentes espécies
(Morales et al., 1990) e da PAH com outras hidroxilases de mamiferos (Grenet et al,
1987) demonstraram uma alta homologia nas regides codificadoras que estdo localizadas
entre os exons 4 e 11 da proteina PAH. O apice desta homologia se concentra entre as
regibes dos exons 7 e 9. Esta regido central € uma seqguéncia importante para as fungdes
que estas proteinas compartitham, como a ligagéo do oxigénio e do cofator e a conversao

catalitica do substrato (Jennings ef al., 1991).

Tabela 1.2: Tamanho dos exons e introns do gene da PAH

Exon Tamanho (pb) Intron Tamanho (kb)
1 118 1 4,5
2 108 2 16,5
3 184 3 235
4 89 4 13,5
5 68 5 12,0
6 197 6 2,5
7 136 7 1,0
8 70 3 3,5
9 57 9 1,5
10 96 10 1,2

11 134 11 3,2
12 116 12 1,2
13 41 - -

(Adaptado de Kwok ef al., 1985 e DilLella et al., 1986).



Introdugdo 18
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Figura 1.2: Gene e Proteina da PAH. a) Representacio esquematica do gene da PAH indicando
a distribuicdo dos exons e introns. Os exons sdo representados por caixas. b) Estrutura da
proteina com seus dominios (A: dominio regulatério; B: dominio catalitico; C: dominio de
tetramerizacdo) (Adaptado de Kwok et al., 1985 e Erlandsen e Stevens, 1999).

d) Regulagao do gene da PAH:

O gene da PAH pode ser regulado por mecanismos de controle da transcrig&o
e pos-traducéo, os quais estéo localizados:na regi&o promotora do gene da PAH. A regido
flanqueadora 5' contém 5 sitios Cap que s@o usados na expressao génica. A presenca
destes sitios & uma caracteristica dos genes constitutivos (Scriver, 1995b).

O gene da PAH n&o apresenta caixa TATA, mas contém pequenas seqiéncias
correspondente a varios elementos de controle (cis-acting elements) que podem atuar na
expressdo do gene da PAH. Estes elementos incluem os dominios ricos em GC (uma
outra caracteristica dos genes constitutivos) e o segmento CCAAT que € um alvo dos
fatores regulatorios para a eficiéncia da transcricdo (Scriver, 1995b).

Os glicocortictides podem afetar a atividade da PAH (Dahl e Mercer, 1986). O

efeito dos glicocorticdides na hidroxilagdo e homeostasia da Phe pode ser mediado
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através da interagdo cooperativa de proteinas ligadas aos sitios GRE e CACCC. A
presenca de sitios de ligagéo para as proteinas AP-2 e um CRE parcial ressalta a grande
complexidade encontrada nos mecanismos de regulagao do gene da PAH (Konecki ef al.,
1992).

Estudos in vivo, baseados na fus@o dos genes da PAH e da enzima bacteriana
cloranfenicol acetil transferase (CAT) em camudongos transgénicos, demonstraram que a
regido flanqueadora 5' contém elementos promotores funcionais que podem conferir a

expressao especifica do gene da PAH para o tecido e estagio de desenvolvimento (VWang

et al, 1992)

e) Homologia entre hidroxilases dependentes do cofator BHy:

A PAH faz parte de uma classe de enzimas dependentes do cofator BHa4: as
hidroxilases dos L-aminoacidos aromaticos. Também estdo incluidas nesta classe a TH e
TPH. A PAH compartilha muitas propriedades bioquimicas e fisicas com estas enzimas,
sugerindo que as mesmas surgiram a partir de um ancestral comum e podem constituir
uma familia de proteinas associadas estruturaimente. As enzimas PAH, TH e TPH
catalisam reacdes de hidroxilagdo para a formacaéo de Tyr, serotonina e catecolamina,
respectivamente, usando o mesmo atomo de ferro e diferindo apenas na sua
especificidade ao substrato. As trés hidroxilases s@o organizadas em 3 dominios muito
semelhantes: dominio regulatdrio, dominio catalitico e dominio de tetramerizag&o (Fusetti
et al., 1998). Versbes truncadas (sem a parte da regido amino terminal da proteina) da
PAH e TH de murinos podem ainda executar a reagido de hidroxilacdo, mas com uma
aparente perda da especificidade do substrato. A PAH encontrada em Chromobacterium
violaceum é menor que a PAH da Drosophila e de mamiferos (~36 kDa versus 52 kDa) e
parece necessitar da regido homodloga da extremidade amino terminal das proteinas
destas outras espécies (Onishi ef al., 1991).

A sequéncia de nucleotideos bastante conservada entre os cDNA destas
proteinas (PAH, TH e TPH) (Grennet et al., 1987) e a grande homologia na seqiiéncia dos
aminoacidos das trés hidroxilases (Morales et al, 1990) sdo observadas tanto em
especies distintas como na mesma espécie. Varios anticorpos foram produzidos para
reconhecer estas proteinas (Jennings e Cotton, 1990; Jennings et al, 1991). As juncdes
intron-exon s&o também bastante conservadas nos trés genes. No entanto, algumas
diferencas podem ser observadas na estrutura das hidroxilases PAH, TH e TPH. O gene
da PAH humana engloba 90 kb, enquanto o gene da TH engloba 80 kb e a TPH
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apresenta um tamanho intermediario. Quatro espécies de mRNA da TH foram
encontrados em humanos e em outras espécies de primatas, mas nao foram identificados
em um grande numero de outros organismos. Desta forma, a ocorréncia de muttiplos
mRNA da TH e provavelmente especifica de primatas. Por outro lado, muitos mRNA da
PAH e da TPH foram observados em espécies nao-primatas, os quais ndo sao
provavelmente produzidos pelos humanos e outros primatas (Eisensmith e Woo, 1995;
Scriver et al., 1995a).

f) Haplétipos no locus da PAH:

A sequéncia do cDNA da PAH apresenta um grande numero de polimorfismos
reconhecidos e ainda podem ser encontrados muitos outros nos introns. Estes
polimorfismos s&o marcadores genéticos, denominados de haplotipos, que apresentam
pequenas variagdes normais na sequéncia de nucleotideos distribuidas em posicdes
diferentes do gene. Alguns polimorfismos ocorrem em sitios de clivagem das enzimas de
restricao, o que facilita a sua identificagdo. Entre estes, estdo os sistemas bialélicos RFLP
(polimorfismo no tamanho do fragmento de restricdo) que séo denominados pela enzima
de restricdo correspondente (Bgfll, Pvulla e Pvullb na extremidade 5' e EcoRl, Mspla,
Msplla, Xmnl, Hindlll, EcoRV e Sphl na extremidade 3' do gene) (Woo et al., 1983; Lidsky
et al., 1985¢).

Os hapldtipos por RFLP tém se expandido para incorporar varios outros
polimorfismos multialélicos: o sistema Hindlll de numero variavel de repeticbes em
tandem (VNTR), que diferem quanto ao numero de repeticdes e estdo localizado na
extremidade 3' do gene da PAH (Goltsov ef al., 1992); o sistema de pequenas repeticdes
em tandem (STR), localizados no exon 3 do gene da PAH (Goltsov et al, 1993a). O
sistema de polimorfismo de um s nucleotideo (SNP) € denominado de mutacéo
silenciosa e ndo é considerado um alelo RFLP (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/;
Nowacki ef al., 1998).

As substituicbes de nucleotideos responsaveis pelos RFLP ndo prejudicam
qualquer fungo vital e ndo apresentam efeito no fendtipo. Entretanto, em alguns casos,
os sitios de restricdo polimorficos ocorrem na regido codificadora do gene, e mutacdes
nestes sitios podem modificar o modelo dos fragmentos polimérficos ou constantes. Este
achado foi observado nas mutagdes L311P (Lichter-Konecki et al., 1988), G272X, dell 364
(Svensson ef al., 1990) e S273F (Melle et al., 1991).
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Uma relagao entre desequilibrio de ligagdo e distancias de mapas fisicos deste
sitios polimoérficos néo identificou nenhuma regido propensa a recombinagdo no gene da
PAH humana. Considerando que os RFLP sao fortemente ligados ao gene da PAH, eles
podem ser usados para analisar a transmissdo de cromossomos normais ou mutantes em
familias PKU. As frequéncias destes polimorfismos tém sido estabelecidas em
cromossomos normais e mutantes em muitas populagdes. Nas populagdes européias, as
freqéncias podem ser muito significativas, onde 86,0% das familias PKU sé&o
heterozigotas para um sitio RFLP ou mais. Contudo, as frequéncias entre orientais s&o
menores, indicando que apenas 32,0% das familias s&o heterozigotas para um sitio ou
mais, sendo os RFLP menos informativos para o diagnostico pré-natal ou para a deteccéo
de heterozigotos em populagdes asiaticas (Scriver et al., 1995a).

Os hapldtipos surgem da combinagdo do padrdo RFLP, STR e VNTR. A
interacd@o entre estes marcadores genéticos pode representar uma ferramenta importante
para o diagnostico pré-natal. Somente o sistema STR € 80,0 a 85,0% informativo em
populagbes caucasoides. As combinagdes STR + VNTR s&o 90,0% informativas e STR +
VNTR + Xmnl/Mspl ("mini-haplétipo”) s&o 90,0 a 95,0% informativas em populagdes
caucasoides (Eisensmith et a/., 1994).

Os haplétipos do gene da PAH sdao denominados por numeros arabicos e cerca
de 87 ja foram descritos (http:/mwww.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki, 1998). A
distribuicdo de haplotipos e associagbes entre mutagdes e haplotipos variam muito entre
0s grupos étnicos. Alguns exemplos podem ser observados a partir de estudos em varias
populagbes: os haplétipos 1 e 2 sdo comumente associados a mutacdo R408W no
noroeste e leste europeu, respectivamente; o haplotipo 3 com a mutacao IVS12nt1g>a no
norte da Europa; o hapldtipo 6 com a mutagdo 1IVS10nt-11g>a na Turquia, sudeste
europeu e na regido do Mediterraneo; o haplétipo 7 € comumente associado a mutacéo
G272X na Noruega; o haplétipo 9 com a mutacdo I65T no noroeste europeu e na
peninsula ibérica.

Em populagbes especificas, podem ser observados a existéncia de haplétipos
associados com mais de uma mutagdo e de mutagbes que estdo associadas com mais de
um hapldtipo. Por exemplo, o hapldtipo 1 esta também associado a mutagdo R261Q na
Alemanha, Suica e Portugal. A mutacgdo V388M esta associada ao haplétipo 1 na
Espanha e Portugal e ao haplétipo 4 em populagbes chilenas e japonesas. Além de
ocorrer nos haplodtipos 1 e 2, a mutagdo R408W esta associada ao haplétipo 5 na

populacdo polonesa, em menor frequéncia ao haplétipo 34 na populacdo portuguesa e
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aos haplotipos 41 e 44 na populagéo chinesa, indicando uma possivel recorréncia da
mutacdo R408W nestas populagbes. Outra provavel mutagdo recorrente é a E280K, a
qual pode ser encontrada em associagao com 4 diferentes hapldtipos de populagdes
européias e nos haplétipos 1 e 2 em Quebec (Byck ef al, 1997). A tabela 1.3 mostra um
resumo destas associagdes entre mutagdes e haplétipos em diferentes grupos étnicos.

A distribuicdo das mutagbes causadoras de PKU no gene da PAH néo €
uniforme, sendo que 5,0% de todos os cddons abrigam 13,0% das mutacdes
(http:/iwww.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et al, 1998). Byck e colaboradores,
usando o programa MUTPRED (o qual prediz o perfil de mutabilidade), demonstraram que
a maioria dos cédons da PAH contendo um dinucleotideo CpG (citosina-fosfato-guanina)
apresentava uma mutagdo em particular ou varias mutacdes diferentes associadas a um
ou mais haplétipos. Todas as mutagdes analisadas estavam associadas com a deficiéncia
de PAH. Descreveram também que mutag&o recorrente, baseada na hipermutabilidade do
codoén CpG 280, era o provavel mecanismo de origem para a mutagdo E280K (Byck et al,,
1997).

Apesar das diferengas na distribuicdo dos haplétipos por RFLP entre
cromossomos normais e mutantes em diferentes populagdes, correlagdes significativas
entre alguns haplétipos por RFLP e o fenotipo da PKU foram encontradas em populacdes
especificas. Estes estudos demonstraram que os pacientes homozigotos ou heterozigotos
para os alelos mutantes dos haplotipos 2 ou 3 exibiam a forma grave da PKU; enquanto
que os pacientes com alelos mutantes dos hapldtipos 1 ou 4 exibiam uma ampla faixa de
fenotipos, freqientemente menos grave (Guttler ef al., 1987; Svensson et al., 1991).

Os fendtipos discordantes observados na mesma familia, onde a PKU classica
e outras HPA por deficiéncia de PAH foram diagnosticadas em mais de um filho, indicam
que estas alteragbes metabdlicas sdo manjfestacdes fenotipicas resultantes da presenca
de varias combinacbes de diferentes alelos da PAH (Guttler ef al,, 1993a; Svensson et al.,
1993).

g) Mutagodes no gene da PAH:

Antes da determinag&o da estrutura completa do gene da PAH, se pensava
que a PKU era causada por uma deleg@o completa do gene da PAH. Entretanto, a andlise
de DNA gendmico por digestdo com enzimas de restricdo e posterior hibridizacdo com a
sonda hPAH247 (cDNA da PAH do rato), comprovou que a PKU n&o ¢ causada por
delecao total do gene da PAH (Woo et al., 1983).
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A grande heterogeneidade genética observada nos genétipos associados a
HPA por deficiéncia de PAH pode ser explicada a partir de 3 evidéncias: (1) fenotipos
CRIM (cross-reacting immunologic material - quantidade de proteina detectavel ou
material imunologicamente relacionado a determinada proteina) positivos e negativos
podem ser detectados no figado de pacientes com PKU; (2) quantidades adequadas de
mRNA da PAH podem ser detectadas no figado de alguns pacientes, mas ndo em outros;
(3) existe um amplo espectro de fenétipos clinicos observados em pacientes com
deficiéncia de PAH. Baseado nestes achados, varios autores propuseram que a variagao
fenotipica presente nas deficiéncias de PAH refletem uma heterogeneidade implicita a
nivel molecular (Scriver ef al.,, 1995a).

Diversos trabalhos abordam também uma possivel participacdo desta
heterogeneidade em heterozigotos para HPA por deficiéncia de PAH (Svensson et al.,
1994; Treacy ef al., 1997; Guldberg ef al., 1998a; Spada et al., 1998).

Um banco de dados envolvendo varios pesquisadores foi criado para registrar
variacbes alélicas no locus do gene da PAH. Os autores registraram cerca de 412
alteracOes e as relacionaram com centenas de diferentes associagbes (haplotipo, regiao
geografica e populagdo), junto com outras informagbes adicionais (Hoang et al., 1996;
Nowacki et al., 1997; Nowacki et al., 1998). Este banco de dados é constantemente
atualizado (http://www .blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/).

A tabela 1.4 mostra a distribuicdo das alteracdes na sequéncia génica da PAH
(http://www .blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/) e a tabela 1.5 ilustra algumas das mutagdes mais

freqlientes no gene da PAH em popula¢des especificas.

Tabela 1.4: Distribuicao das alteragoes na seqiiéncia génica da PAH

Tipo de alteracao Numero absoluto | Freqiiéncia

Mutacées de ponto de sentido trocado 255 61,9%
Delecbes 56 13,6%

Mutacoes de sitios de juncao 47 11,4%
Mutacdes silenciosas 27 6,6%
Mutacdes de ponto sem sentido 22 5,3%
Insercodes 5 1,2%

Total 412 100,0%

(Adaptado de hitp:/mww.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/ e Nowacki et al., 1998).
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Tabela 1.5: Freqiiéncia de muta¢gées no gene da PAH em diferentes populacdes

Mutacao Populacdo Freqiiéncia relativa (%) Referéncia
Estoniana 84,0 Lillevalli et al., 1996
Bielorussa 75,0 Goltsov et al., 1993b
Lituana 69,2 Eisensmith ef al., 1995
Polonesa 62,3 Eisensmith et al., 1995
R408W Russa 61,0 Eisensmith et al., 1992
Ucraniana 59,8 Eisensmith et al., 1995
Checa 549 Kozak et al., 1997
Hungara 48,6 Eisensmith et al., 1992
Bulgara 44 1 Kalaydjieva et al., 1993
Irlandesa 42 5 Eisensmith et al., 1995
Turca 39,0 Eisenmith et al., 1992
Egipcia 30,8 Effat ef al.,, 1999
Judaica 24,3 Kieiman et al., 1994
italiana (Sudeste) 23,2 Guzzetta et al., 1997
IVS10nt-11g>a | Brasileira (S0 Paulo) 17.4 Acosta et al., 2000
Bulgara 14,7 Kalaydjieva et al., 1993
Chilena 13,0 Pérez et al., 1999
Portuguesa 10,8 Rivera et al., 1998
Espanhola 9,8 Desviat ef al., 1999
Irfandesa (Norte) 20,0 Zschocke et al., 1995
Australiana (Vitéria) 18,1 Ramus et al., 1995
165T Escocesa (Oeste) 15,0 Tyfield et al., 1997
Inglesa 9,6 Tyfield et al., 1997
Espanhola 6,7 Desviat et al., 1999
Portuguesa 5,4 Rivera et al., 1998
Suica 32,0 Eisensmith ef al., 1992
[taliana (Sudeste) 22,2 Guzzetta et al., 1997
Canadense (Quebec) 18,9 Carteretal., 1998
R261Q Holandesa 12,2 Eisensmith e Woo, 1995
Brasileira (Sao Paulo) 12,2 Acosta et al., 2000
Egipcia 11,5 Effat et al., 1999
Portuguesa 10,4 Rivera ef al., 1998
Dinamarquesa 37.3 Guldberg et al., 1993a
Inglesa 22.8 Tyfield et al., 1997
Holandesa 214 Eisensmith e Woo, 1995
IVS12ntig>a Norueguesa 19,0 Eisenmith ef al., 1992
Canadense (Quebec) . 171 Carter et al., 1998
Sueca 15,7 Eisensmith et al., 1992
Australiana (Vitéria) 157 Ramus et al., 1995
Alema 14 .4 Horts et al., 1993
Holandesa 13,3 Eisensmith e Woo, 1985
Belga 8,3 Francois et al., 1994
R158Q Hungara 7.1 Eisensmith ef al., 1992
Alema 5,9 Horst ef al., 1993
ltaliana 56 Dianzani ef al., 19953
Chilena 13,0 Péres et al., 1999
V388M Brasileira (Sd0 Paulo) 9,1 Acosta et al., 2000
Portuguesa 8,6 Rivera et al., 1998
Espanhola 6,2 Desviat et al., 1999
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Entre as populagdes da Asia, duas mutagbes merecem destaque: a mutagao
R243Q, com uma frequéncia de 24,0% no norte da China (Gu et al., 1992) e a mutagéao
R413P, com uma freqiiéncia de 30,5% na populacédo japonesa (Okano ef al., 1998). Duas
grandes delegdes (uma entre os exons 9 e 13 e outra entre os exons 1 e 5) observadas
em pacientes indianos podem indicar uma alta freqiéncia de delecdes na india (Guldberg
et al., 1997a).

Aproximadamente, 18,0% de todas as alteragdes conhecidas se localizam no
exon 7 e cerca de 76,0% ocorrem nas regides codificadoras entre os exon 5 e 12
(http://blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb; Nowacki et al., 1998). Apesar deste numero elevado de
mutacées no exon 7, levando em consideragdo o tamanho relativo do exon e a
composicao de sua seqiiéncia, o mesmo nao representa uma regido propensa para a
ocorréncia de mutacdes no gene da PAH (Dworniczak et al., 1992). Ao contrario, o grande
numero de mutagdes indica a natureza critica desta regido, a qual € indispensavel para a
funcao da enzima. Esta analise complementa os estudos usando anticorpos monoclonais
para demonstrar que o dominio de ligacao do cofator esta localizado na regido codificada
pelo exon 7 (Jennings et al., 1991).

A maioria das mutagcdes no gene da PAH ocorrem em aminoacidos
conservados entre diferentes proteinas e espécies. Este fato representa uma
conseqiiéncia do elevado numero de mutagdes em regides de alta homologia entre a PAH
e outras hidroxilases. Por exemplo, enquanto somente 38,0% (172/452) dos residuos de
aminoacidos da PAH humana sd@o conservados na TPH de coethos € na TH, mais da
metade das mutacées de sentido trocado ocorre nestes residuos. A freqgiiéncia
desproporcional de mutacbes nestes residuos conservados reforca a idéia que eles sao
importantes para a fungao da enzima (Eisensmith e Woo, 1995).

A introducao de meétodos para.a deteccdo no gene da PAH baseados na
técnica de PCR (DiLella et al., 1988), tais como a analise de polimorfismos
conformacionais de cadeia simples - SSCP (Orita ef al,, 1989; Labrune et al,, 1991),
clivagem quimica (Dianzani et al., 1991) e analise por eletroforese em gel com gradiente
desnaturante - DGGE (Guldberg et al., 1993a), proporcionaram um grande progresso para
a deteccdo de mutagdes no gene da PAH.

A introducdo de novas técnicas e equipamentos tem contribuido para o
seqlienciamento de toda regiao codificadora e grande parte das regides intrénicas do
gene da PAH. Os métodos empregados contribuiram para a identificacdo de 94,0 a 99,6%
de todas as mutag¢des no gene da PAH (Guldberg et al., 1993a; Eiken et al., 1996a). Por
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outro lado, ndo foi possivel determinar o gendtipo de um pequeno nimero de pacientes
com PKU. Estas mutagées podem se encontrar nas regiées nédo codificantes do gene:
sitios promotores, Cap ou poliadenilagdo, sitios de juncao cripticos. Presume-se, entao,
que estas mutacdes sejam raras nas populacdes, devido a dificuldade de detecta-las
(Eisensmith e Woo, 1995).

1.5 - CORRELAGAO GENOTIPO-FENOTIPO:

As HPA por deficiéncia de PAH sao acompanhadas de uma ampla
heterogeneidade fenotipica, variando desde as formas extremamente graves (PKU
classica), que apresentam retardo mental profundo quando na auséncia da terapia
dietética adequada, até as formas moderadas, leves e HPA n&o-PKU, sendo esta utitima
geralmente benigna, permitindo um desenvolvimento intelectual normal sem necessidade
de dieta. Esta heterogeneidade fenotipica constitui o reflexo da heterogeneidade
molecular observada nos pacientes com deficiéncia de PAH.

A definicao da metodologia e dos parametros aplicados para distinguir os
diferentes fenotipos observados é essencial para o estabelecimento do diagndstico
diferencial entre as HPA por deficiéncia de PAH. Atualmente, duas propostas podem ser
utilizadas para definir as diferentes formas de PKU: (1) baseada na tolerancia a Phe em
mg/dia, subdividida em PKU e HPA nao-PKU (Scriver et al., 1995a); (2) 4 classes
baseadas na tolerancia a Phe em mg/kg/dia: PKU grave ou classica, PKU moderada, PKU
leve e HPA leve (Guttler, 1980; Guttler e Guldberg, 1996). A tolerancia a Phe pode ser
definida como a ingestéo diaria maxima deste aminoacido que é permitida para manter os
niveis sangiineos de Phe entre 180,0 a 360,0 umol/L. A obtencdo do gendtipo e a
determinacdo da tolerdncia séo os fatores que podem estabelecer um consenso na
correlacdo do genotipo com o fendtipo e, assim, facilitar a classificacao adequada das
formas de PKU (Ponzone ef al., 1998; Romano ef al., 1998).

Estudos de expressao demonstraram que cada mutagado no gene da PAH tem
um efeito quantitativo particular na atividade enzimatica (Okano et al., 1991). As mutacdes
decorrentes de rearranjos génicos alteram a sequéncia de aminoacidos; mutacdes nas
juncdes intron-exons causam remog¢ao ou insercao de segmentos de aminoacidos; as
mutacdes sem sentido resultam no término prematuro da sintese da proteina. Estas

alteracdes comprometem drasticamente a atividade de PAH e sao também denominadas
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de mutacbes nulas. Os pacientes que apresentam uma mutagcdo nula em um dos
cromossomos sao denominados heterozigotos compostos funcionais. Caso a segunda
mutacdo apresente alguma atividade residual, ela determinara o fendtipo bioquimico e,
portanto, o metabdlico. A presenca de duas mutagdes nulas determina o fenétipo de PKU
classica (Guttler e Guldberg, 1996).

Por outro lado, geralmente € impossivel prever os efeitos das mutagbes de
sentido trocado sobre a atividade da PAH. Estas mutagdes alteram somente um
aminoacido na proteina e podem representar polimorfismos inécuos ou mutacdes
patogénicas (Guttler e Guldberg, 1996).

As atividades das proteinas PAH mutantes determinadas in vifro sdo maiores
que suas atividades correspondentes in vivo. Na auséncia de estudos comparativos entre
os dois sistemas, a analise de expressao nao pode ser usada para avaliar a atividade de
PAH hepatica em pacientes com PKU. Desta forma, os fenétipos de um grande numero
de pacientes sao previstos a partir de estudos in vitro da proteina PAH mutante e,
ocasionalmente, a atividade prevista de PAH nao se correlaciona, ou se correlaciona com
os fenotipos bioquimicos ou clinicos de pacientes tratados e nao tratados (Guttler ef al.,
1993b; Ramus et al., 1993, Verelst ef al., 1993; Ramus et al., 1999).

Apesar das limitagées, correlagdes significantes foram demonstradas entre os
estudos de expressao in vitro e os indices bioquimicos usados para definir o fenétipo da
HPA por deficiéncia de PAH (Eisensmith ef al., 1996; De Lucca ef al., 1998; Okano et al,,
1998; Desviat et al., 1999; Guttler et al. 1999). Correlacdes foram também observadas
entre a andlise de expressao in vitro e o quociente de inteligéncia (Ql) em pacientes entre
5 e 9 anos de idade, tratados precocemente (Trefz et al., 1993; Lichter-Konecki, et al.,
1994; Burgad et al., 1996).

As mutagbes graves sao associadas a PKU classica, quando presentes no
estado homozigoto ou em heterozigotos compostos portadores de outra mutacao grave.
Mutacodes leves dao origem a proteinas com consideravel atividade enzimatica residual.
Os pacientes que apresentam uma mutacdo leve e uma mutagdo grave exibem
usualmente a forma leve de PKU. Pacientes apresentando duas mutacées leves podem
exibir PKU leve ou HPA nao-PKU (Svensson et al, 1993). Deste modo, a
heterogeneidade fenotipica da HPA por deficiéncia de PAH pode ser explicada
principalmente pela grande variabilidade encontrada no locus da PAH (Eisensmith e Woo,
1995; Guldberg ef al., 1998b).
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Varios estudos tém documentado a ocorréncia de diferentes fendtipos de PKU
em uma mesma familia devido a presenga de 3 mutagdes no gene da PAH. Dependendo
da combinacéo, cada mutacao é responsavel por um efeito fenotipico distinto, resuitando
em diferentes graus de HPA. Esta condigdo é denominada de alelismo (Ledley et al.,
1986; Guldberg et al., 1994; Tyfield et al., 1995).

As habilidades preditivas da determinagao do gendtipo, sugerem que a analise
do mesmo pode ser uma ferramenta valiosa para a determinagéo do fendtipo em recém-
nascidos ou para a andlise de haplétipos em familias com um individuo afetado. Tais
testes permitiiam o refinamento do diagndstico precoce, otimizacdo de terapia e

determinacao do prognéstico da doenga a longo prazo (Eisenmith e Woo, 1995).

1.6 - FREQUENCIA DE HPA POR DEFICIENCIA DE PAH

A incidéncia das HPA por deficiéncia de PAH é variavel, sendo alta na Turquia,
cerca de 1 individuo afetado em 2600 nascidos vivos (Ozalp et al., 1986), e baixa no
Japao, onde ocorre 1 caso em 120000 nascimentos (Aoki e Wada, 1988). A freqiiéncia da
PKU em populagdes caucasodides € de aproximadamente 1:10000, com uma freqiiéncia
de heterozigotos entre 1:50 e 1:70 (Scriver ef al., 1995a). A freqiiéncia da deficiéncia de
PAH no Rio Grande do Sul foi previamente estimada em 1:14288 (Jardim ef al., 1992).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a incidéncia relativamente
alta da PKU em humanos: efeito fundador/deriva genética, vantagem adaptativa de
heterozigotos, compensacao reprodutiva, taxa mutacional elevada e o envolvimento de
multiplos loci que conferem fenétipos similares da doenca. A hipétese do envolvimento de
multiplos Joci ndo € aceita, uma vez que mais de 95,0% de todos os casos de PKU séo o
resultado da deficiéncia de PAH causada por mutagbes somente no locus da PAH.
Apesar de evidéncias relatando que alguns genétipos de PKU sdo o resultado de
mutacbes recorrentes, a elevada taxa de mutacgdes no locus da PAH pode também nao
ser o mecanismo responsavel pela alta freqiéncia da PKU, pois muitos pacientes de uma
populacdo especifica apresentam um ndamero limitado de alelos mutantes (Eisensmith e
Woo, 1995).

A freqiiéncia e a distribuicdo das mutagées no gene da PAH tém sido
determinadas em varios populagcdes da Europa, Américas, Australia e Asia. Porém,

qualquer tentativa de estabelecer as freqliéncias das mutagbées em caucasodides é
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limitada, devido as variagbes na distribuicdo de haplotipos mutantes e na associagéo
mutacao-haplétipo em diferentes subgrupos étnicos. Contudo, algumas frequéncias
encontradas em populagdes caucasdides podem ser estimadas por uma mutacdo

especifica (John ef al., 1989; Eisensmith ef al., 1992; Lillevali ef al., 1996).

1.6.1 - Evidéncia do efeito fundador/deriva genética:

O papel do efeito fundador e da deriva genetica vem sendo estudado por varios
grupos, os quais analisam varias mutagbes no gene da PAH em populac¢des especificas
(Saugstad, 1975; Zschocke ef al., 1997).

A maioria (ou todas) das mutag¢des no gene da PAH podem ter ocorrido apés a
divergéncia das ragas. Eisensmith e colaboradores (1992) estudaram as associagdes de
haplotipos, frequéncias relativas e a distribuicdo de 5 mutacdes prevalentes no gene da
PAH em populacdes européias: IVS12nt1g>a, R408W, R261Q, R158Q e IVS10nt-11g>a.
Todas elas estavam associadas com somente 1 dos mais de 70 hapldtipos no gene da
PAH. Estes achados sugerem que cada uma desta mutagdes surgiu a partir de um unico
evento fundador que ocorreu ha centenas ou milhares de anos atras. A partir das
diferengas observadas nas frequéncias relativas e distribuicdo destes 5 alelos mutantes
na Europa, 5 supostos efeitos fundadores podem ser demonstrados em subgrupos
etnicos especificos (Eisensmith ef al., 1992):

e A mutacdo IVS12ntig>a parece ter ocorrido em um alelo normal do haplotipo 3.8
(tabela 1.3) em uma populacéo fundadora dinamarquesa;

o A mutagdo R408W provavelmente surgiu a partir do haplétipo 2.3 (tabela 1.3) na
populagéo tcheca, embora a auséncia de hapidtipos e dados de freqiiéncia das
regides mais a leste da Russia e outras republicas da antiga Unido Soviética tenha
impossibilitado a localizagdo precisa de uma suposta populacdo fundadora. A
auséncia desta mutacdo no haplétipo 2.3 em populagdes chinesas e japonesas,
sugeriu que o evento fundador foi unico em populagdes caucasodides. Além disso, a
forte associagéo entre esta mutagéo e o haplétipo 2.3, sugere que o efeito fundador
ocorreu ha alguns milhares de anos.

e A mutagédo IVS10nt-11g>a tem sido cogitada como de origem turca. No entanto,
estudos referentes a sua distribuic&o na populacgéo italiana demonstraram que o alelo

mutante estaria presente inicialmente em regides que foram colonizadas por
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populagdes italianas ha cerca de 2000 anos, e n&o em regides colonizadas por turcos
ou outros povos do Oriente Médio.

e A mutacdo R261Q ligada ao hapldtipo 1.8 (tabela 1.3) € relativamente freqlente na
Suica e na Turquia.

e Nao foi observado efeito fundador associado a mutagéo R158Q.

Varios estudos tém indicado que somente 4 (R111X, R261X, V388M e R408W)
das cerca de 20 mutacOes responsaveis por mais que 70,0% dos alelos mutantes em
orientais também estéo presentes em populacdes caucasoides. As alteragbes R261X e
R408W ocorrem em diferentes haplétipos, sugerindo que estas mutagdes resultaram de
mutacdes recorrentes e que a maioria delas (ou todas) pode ter ocorrido apods a
divergéncia das racas (Eisensmith et al., 1992).

A incidéncia de PKU na Finlandia € muito baixa, provavelmente menor que
1:100.000. Em um estudo realizado em 4 pacientes, a mutacédo R408W foi encontrada em
4 alelos e relacionada ao haplétipo 2, enquanto as mutagdes IVS7nt1g>a, R261Q e
IVS2nt1g>a estavam presentes em 3 alelos. Estes achados sugeriram um pronunciado
efeito fundador negativo como a causa da baixa incidéncia da PKU na Finlandia. A
mutacdo R408W ocorre no noroeste europeu com uma alta freqiéncia na Irlanda e no
leste europeu com uma elevada frequéncia na Lituania. Nos dois paises, a mutacio é
associada com o hapldtipos 1 e 2, respectivamente, levando a sugerir que a mutagéo
R408W teve duas origens independentes na Europa: uma Celta e uma Eslava. Desta
maneira, os alelos mutantes da R408W encontrados nos pacientes finlandeses sdo de
origem eslava (Eisensmith ef al., 1992; Guldberg ef a/.,1995).

A Islandia foi colonizada pelos Vikings oriundos da Noruega e das lihas
Britanicas entre os seculos X e X. Embora seja conhecido que os Vikings acasalavam
com suas escravas celtas, a contribuicdo relativa destes povos para a populagio
islandesa € incerta. Muitos estudos de genética de populagdes usando marcadores
classicos indicaram uma pequena contribuigdo genética dos irlandeses (Zschocke et al,
1997). Por outro lado, no minimo 7 mutagdes no gene da PAH tiveram sua origem fora da
Islandia. A distribuicdo quase exclusivamente escandinava destas mutagbes e a completa
auséncia de mutagcdes comuns de origem irlandesa, provaram a evidéncia historica e
linglistica de uma heranga escandinava predominante na populacdo da Islandia
(Guldberg ef al., 1997b).
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1.6.2 - Vantagem adaptativa de heterozigotos para PKU:

A presenca de muitas mutacdes no gene da PAH em diferentes populagbes
implica em dizer que o efeito fundador e a deriva genética, isoladamente, nao podem ser
os fatores responsaveis pela incidéncia elevada de PKU. Alguma forma de vantagem
adaptativa de heterozigotos pode representar uma possibilidade para explicar esta alta
incidéncia. A influéncia exercida por um /ocus intimamente ligado & PAH pode representar
uma forma de vantagem. A proximidade do /ocus do y-interferon em relagéo a regiao
12g24 fornece bases especulativas para esta hipotese, mas néo ha evidéncia para este
efeito. Uma segunda forma de vantagem adaptativa pode advir de efeitos compensatdrios
causados por elevacdes ndo significativas dos niveis de Phe em heterozigotos (Gold et
al., 1974). Um terceiro mecanismo pode envolver compensacao reprodutiva, mediada por
altas taxas de reproducdo entre heterozigotos ou uma elevada taxa de sobrevivéncia
entre suas proles. Ha algumas evidéncias a favor (Saugstad, 1977) e contra (Paul ef al.,
1979b) a compensagdo reprodutiva.

Outra hipdtese é baseada no fato que o aumento sérico dos niveis de Phe
presentes em mutheres heterozigotas pode proteger a sua prole contra uma elevada taxa
de natimortos causada pela ocratoxina A, uma micotoxina abortiva encontrada em graos e
lentithas contaminados (Woolf, 1988). Infelizmente, esta explicagdo ndo € suficiente para
apoiar esta hipdtese por duas razdes. Primeiro, pode ser que esta vantagem tenha
ocorrido no passado, porém nao mais ativa. Segundo, visto que a PKU € menos frequente
que outras doencas geneticas para as quais este mecanismo tem sido proposto, os
efeitos desta vantagem adaptativa podem ser também despreziveis. Nos dois casos a
vantagem seletiva pode ter existido em regides onde ocorreram condigbes climaticas,
culturais e dietéticas significativamente diferentes, uma vez que a PKU esta presente em
uma freqiéncia relativamente alta ndo somente em populagdes européias, mas em
algumas populacdes do Oriente Médio e da Asia (Daiger et al., 1989).

A analise das possiveis contribuicdes do efeito fundador, deriva genética e
vantagem dos heterozigotos para a origem e distribui¢do das mutagbes no gene da PAH
em populagdes humanas, ainda representa um enigma para a genetica de populagdes de
PKU.
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1.7 - ESTUDOS DE ESTRUTURA E FUNGAO DO GENE DA PAH

O avanco das técnicas de biologia molecular representou um grande passo
para um melhor conhecimento das bases moleculares das HPA causadas por deficiéncia
de PAH. No entanto, algumas questdes relacionadas ao real efeito das mutagdes sobre a
estrutura e funcdo da PAH ainda s&o desconhecidas. Os estudos de correlagdo entre a
estrutura génica e a funcao protéica como, por exemplo, os experimentos de analise de
expressdo heterdloga de proteinas PAH mutantes, o desenvolvimento de modelos
animais para a PKU e os recentes estudos de cristalografia e analise computadorizada da

estrutura tridimensional da PAH podem fornecer importantes informagoes.

1.7.1 - Analise de expressao das mutagoes

Estudos de expresséo revelaram 3 grupos de mutagdes que codificam uma
PAH que difere no comportamento cinético e/ou na estabilidade in vivo: (i) mutagdes que
afetam a estabilidade e cinética da PAH; (ii) mutagbes que codificam uma enzima
estruturalmente estavel com propriedades cinéticas alteradas; e (i) mutagbes que
codificam uma enzima com comportamento cinético normal e reduzida estabilidade in vitro
e in vivo (Erlandsen e Stevens, 1999).

Como a expressao da PAH humana € limitada ao figado, a caracterizagé@o
bioquimica das proteinas PAH mutantes necessitaria de amostras de tecido hepatico
obtidas de individuos homozigotos. Contudo, estas amostras s&o dificeis de se obter
devido a razdes éticas e genéticas. A maioria dos pacientes com deficiéncia de PAH s&o
heterozigotos compostos e podem produzir.2 ou mais espécies de proteinas, dependendo
da estabilidade das subunidades mutantes in vivo. Para superar estas limitacoes, analises
de expressao in vitro sao necessarias para demonstrar que a alteragdo genetica altera a
funcéo da proteina (Eisensmith e Woo, 1995).

A maioria das informacdes sobre a enzima PAH normal deriva de estudos com
enzima purificada do figado de rato, uma vez que oportunidades para estudar a enzima
humana nativa séo raras (Scriver et al., 1995a). O cDNA da PAH humana (Kwok et al.,
1985; Konecki ef al., 1992, GenBanK U49897) e o cDNA da Pah de figado de rato (Dahl e
Mercer, 1986) apresentam 92,0% de homologia entre as seqléncias de aminoacidos,

sendo o estudo da Pah do rato muito Util na analise da PAH humana. Mutagénese sitio-
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especifica e a expressdo de Pah recombinante de ratos complementam, portanto, os
estudos da PAH humana (Waters et al., 1998a).

A expressao heterdloga transitéria por transfeccdo de DNA em células renais
de macaco verde africano (células COS) é o sistema mais utilizado para o estudo
funcional da proteina PAH mutante. A PAH enddgena esta ausente ou encontrada em
niveis muito baixos nestas células (Weinstein et al., 1993). As células renais embridnicas
humanas e as células de adenocarcinoma de colon podem ser hospedeiros alternativos
(Waters et al., 1998a).

A mutagdo R408W é responsavel por atividade nao detectavel de PAH in vitro
e niveis baixos de oxidag&o da Phe in vivo. As mutagdes A104D e R261Q codificam
proteinas PAH que apresentam atividades reduzidas in vitro (26,0% e 30,0%,
respectivamente) e realizam uma consideravel oxidacédo da Phe in vivo em homozigotos
para PKU. A mutac&o E6nt-96A->g apresenta efeito direto no processamento do RNA in
vivo (Ellingsen et al., 1997). A mutag&o G46S reduz drasticamente a atividade de PAH e a
proteina imunorreativa, afetando os niveis de mRNA, porém néo reduz a capacidade
catalitica da PAH. A proteina resultante é considerada instavel, o que implica em sintese
deficiente, instabilidade intrinseca ou degradagdo aumentada (Eiken et al., 1996b). A
mutagé&o A104D afeta a estabilidade da proteina PAH, mas com menor gravidade que a
mutagao G46S (Waters et al., 1997).

A analise de expressdo de mutagbes no gene da PAH identificou poucas
proteinas mutantes estaveis (D143G, R158Q, P244L, A322G, V388M, R408Q), as guais
apresentam niveis normais de PAH imunorreativa e atividade diminuida. Isto significa que
estas mutagbes podem afetar residuos importantes para as fungdes cataliticas ou
regulatorias. A expresséo in vitro da mutagdo D143G em 3 sistemas diferentes (células
renais humanas, £ coli e sistemas transcricional-traducionais), resultou em atividade
residual relativamente alta (52,0, 33,0 e 102,0%, respectivamente) quando comparado
aos valores da proteina normal (Knappskog ef al, 1996). Analisada em baixas
concentragcbes de Phe e do cofator BH, a atividade residual foi compativel com
hidroxilag@o reduzida da Phe, sugerindo que este residuo (Asp143) executa importante
papel no direcionamento do substrato ao sitio ativo (Erlandsen e Stevens, 1999).

Waters e colaboradores (1999) testaram a hipdtese de que algumas mutagbes
de sentido trocado podem acelerar o turnover proteolitico da enzima PAH. Para tanto, foi
analisado o efeito de 6 mutacdes (F39L, K42l, L48S, I65T, A104D e R157N) sobre as

taxas de furnover e os fatores envolvidos na degradacéo proteolitica da PAH selvagem e
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mutante. Todas as mutacdes examinadas causaram acelerada degradag&o proteolitica da
enzima PAH (Waters et al., 1999).

Os sistemas de expressdo nao podem fornecer informagdes definitivas sobre
os efeitos das mutacbes associadas a PKU e seu significado in vivo. A analise de
expressdo ainda ndo é capaz de identificar precisamente muitos residuos de
aminoacidos, que desempenham fungdes criticas na catalise ou regulagdo da atividade da
PAH (Waters et al., 1998a).

Andlise de expressao in vitro foi realizada em cerca de 40 mutagbes de sentido
trocado (DilLella et al., 1987; Lichter-Konecki et al, 1988; Dworniczak et al, 1991;
Eisensmith et al.,, 1991; Okano et al., 1991; Wang ef al., 1991, Eisensmith e Woo, 1992;
John et al., 1992; Li et al., 1992; Svensson ef al., 1992; Kleiman et al., 1993; Weinstein ef
al., 1993; Desviat et al., 1995; Dianzani ef al., 1995b; Knappskog et al., 1995; Pérez et al.,
1995; Eiken et al., 1996b; Waters et al., 1997; Romano et al. 1998; Waters ef al., 1998a,b;
Waters et al., 1999), 2 mutagdes de sitios de jungdo intron-exon (Marvit et al., 1987; Wang
et al., 1991; Ellingsen et al., 1997), 2 mutagbes sem sentido (Knappskog ef al., 1993;
Knappskog et al., 1996) e 2 delegbes causando a perda de um unico aminoacido (Caillaud
et al., 1991; Svensson et al., 1993). Os resultados destes estudos indicaram que cerca de
30,0% destas mutacdes resultam na expressdo de proteinas mutantes com significativa
atividade residual, enquanto a maioria das mutagdes resultam na expressao de proteinas
mutantes com pouca ou nenhuma atividade residual. A tabela 1.6 mostra a atividade
residual para as mutagdes de sentido trocado associadas a HPA por deficiéncia de PAH.
As mutagdes de sitios de jungcao, mutacdes sem sentido e delegbes sdo responsaveis por

codificar uma proteina sem atividade (Guldberg et al., 1998b).

Tabela 1.6: Atividade Residual Prevista da PAH para as mutagdes de interesse para
este estudo.

Mutacoes Sistema de vetores: Atividade | Proteina imunoreativa de | mRNA de
(analise de expressio in vitro) | de PAH' PAH? PAH®
165T p91023 (B)/COS 26 25 ~100
R158Q p91023 (B)/COS 10 ~100 ~100
R252W pCDNA1/COS 0,5 ~100 nr
R261Q pCDNA1/COS 30 30 nr
P281L pCDNA1/COS Nd Nd ~100
V388M PRCS/CMV/COS 43 ~100 ~100
R408W p91023 (B)/COS Nd <1 ~100
R408Q PRe/CMV/COS 55 91 93
IVS12ntig>a p81023 (B)/COS Nd Nd ~100

> Valores expressos como percentagem da PAH normal; COS: linhagem de células de rim de macaco; nr:
nao realizado; nd: ndo detectavel (Adaptado de Waters ef al., 1998a)



Introdugao 36
1.7.2 - Modelos animais para a PKU

A PKU alcangou um nivel excepcional de caracterizacéo através dos estudos
bioquimicos, clinicos e genético-moleculares. No entanto, aspectos importantes sobre a
fisiopatologia desta desordem merecem ser melhor abordados. Varios fatores s&o
responsaveis por esta dificuldade, como: (1) a limitag&o do uso de seres humanos em
experimentos controlados; (2) baixo numero de participantes devido a raridade da doenga;
(3) populagdo heterogénea em relagdo a constituicdo genética e fatores ambientais
(dieta). Para superar estas limitagdes, modelos animais geneticamente modificados para
apresentar PKU comecaram a ser desenvolvidos em laboratério. Duas razdes levaram a
escolha do camundongo para estes estudos: a possibilidade de uma manipulacdo
genética extensiva e alto grau de similaridade fisioldgica em relagdo aos humanos
(McDonald, 1994).

A escolha da PKU, como o primeiro fendtipo bioguimico selecionado para o
estudo em modelos animais, foi devido a disponibilidade de testes de triagem
relativamente simples com baixa taxa de falso positivo; e a grande quantidade de
informag&o sobre a doenga, levando a descoberta de reagentes moleculares e ensaios
enzimaticos, através dos quais, os modelos animais foram caracterizados e produzidos
(McDonald, 1994).

O gene da Pah do camundongo esta localizado no cromossomo 10 (Ledbetter
et al., 1987). O aspecto mais importante para a genética do camundongo foi a descoberta
do N-etil-N-nitrosouréia (ENU) como um agente mutagénico extremamente potente para a
linhagem germinal destes animais. A técnica de mutagénese induzida por ENU, analise
de pedigree e o teste de Guthrie para avaliar os niveis séricos de Phe produziram a
primeira linhagem de camundongos com HPA herdavel, denominada de HPA-1. No
entanto, o fendtipo foi associado a deficiéncia de GTPCH |, sendo a mutagdo encontrada
no cromossomo 14 do rato (McDonald e Bode, 1988).

McDonald e colaboradores (1990), usando a técnica de mutagénese induzida
por ENU, identificaram uma nova linhagem de camundongos mutantes (HPA-5) exibindo
HPA hereditaria, bastante semelhante a forma leve de PKU encontrada em humanos. A
mutagdo causadora desta condicdo foi mapeada no gene da Pah no cromossomo 10
(McDonald et al., 1990). Através do método de nao-complementacdo genética, foram
identificadas duas novas linhagens de mutantes: HPA-5.1 e HPA-5.2 (Shedlovsky et al.,
1993).
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As mutagdes encontradas nas linhagens HPA-5, HPA-5.1 e HPA-5.2 foram
redefinidas como PAHENY"' PAHENY2e PAHENYS respectivamente. A mutagdo PAHENY" ¢
caracterizada por uma substituicdo do aminoéacido valina por alanina no exon 3 da
proteina, uma regido onde mutagdes graves sdo raras em humanos. A mutaggo PAHNY2
é caracterizada por uma substituicdo de fenilalanina por serina no exon 7 da proteina,

HENU-Z e

uma regido onde mutagbes graves sdo comuns em humanos. As mutagbes PA
PAHENY3 apresentam fendtipos que se enquadram na descricdo de PKU cléssica
(McDonald, 1994; McDonald e Charlton, 1997).

A mutagénese sitio-especifica vem sendo usada como uma ferramenta para
analisar as relagées entre a estrutura e a fungéo da Pah de ratos. Os estudos de analise
de expressdo revelaram o modelo de acdo de varias mutagdes no gene da Pah,
identificando mecanismos que podem afetar a fosforilacdo da proteina (Kowlessur et al.,
1995), assim como as regides de ligacdo do atomo de ferro e atividade catalitica desta
enzima (Gibbs et al., 1993; Dickson ef al., 1994; Waters ef al., 1998a).

A boa correlacdo gendtipo-fendtipo observada em murinos representa uma
abordagem relevante para o conhecimento da relagéo entre a estrutura e a fungdo da

proteina e entre a ingestéo de Phe da dieta e a patologia da doenga (McDonald, 1994).

1.7.3 - Estudos de Cristalizagao e analise da estrutura tridimensional da PAH

O estudo da estrutura tridimensional da PAH podera desempenhar um papel
definitivo na identificacdo de residuos de aminoacidos importantes para a enzima e no
entendimento dos efeitos das mutagdes na fungdo, estrutura e interagbes da PAH.
Achados preliminares de cristalizagdo de PAH purificada a partir de figado de rato foram
relatados ha alguns anos (Celikel et al., 1991). Contudo, muitos estudos sobre a estrutura
da PAH humana e a Pah de ratos s&o limitados. As possiveis razbes para esta limitacéo
podem residir na heterogeneidade molecular, baseada em um equilibrio entre as formas
tetraméricas e monoméricas da PAH.

Alguns estudos iniciais de cristalizagdo da PAH humana foram descritos. Uma
forma truncada da enzima, correspondente ao centro catalitico e constituida
exclusivamente de dimeros, foi produzida recentemente (Erlandsen et al., 1997). Uma
abordagem alternativa para a determinagéo da estrutura tridimensional da PAH se baseia

na construgdo virtual de modelos protéicos tridimensionais através de deducéo
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computadorizada, usando regides de homologia para as proteinas que apresentam a
estrutura bem definida (Waters et al., 1998a).

A enzima cristalizada apresenta-se como um tetrémero, com cada mondmero
consistindo de um dominio catalitico e um de tetramerizaggdo. O dominio de
tetramerizagdo € caracterizado pela presenga de uma ramificagdo permutando os
dominios que interage com os outros mondémeros, formando uma estrutura helicoidal
antiparalela. A estrutura é o primeiro relato de uma PAH tetramérica e revela uma
arquitetura completa semelhante a da TH funcional. Ao contrario da estrutura tetramérica
da TH, a PAH apresenta uma assimetria bastante pronunciada no interior do mondmero,
onde os dominios cataliticos e de tetramerizacdo podem adotar duas diferentes
orientacdes. A analise de mutagbes causadoras de PKU demonstrou que algumas das
mutacoes mais freqlentes estdo localizadas na interface dos dominios cataliticos e de
tetramerizac@o. A estrutura cristalizada da PAH pode fornecer um importante modelo para

a andlise das bases moleculares da deficiencia de PAH (Fusetti ef al., 1998; Waters ef al.,
2000).

1.8 - TRATAMENTO

A restricdo dietética da Phe é o principal tratamento proposto para a PKU. E
importante que a dieta seja introduzida precocemente (no primeiro ou, no maximo, no
segundo més de idade) e seguida por toda a vida (nos casos que necessitam da
continuidade do tratamento). A base do tratamento é uma alimentacé@o preparada com
uma mistura de L-aminoacidos ou hidrolisados protéicos livres de Phe, com fornecimento
de calorias, minerais e vitaminas, para evitar as deficiéncias nutricionais. Entretanto, uma
guantidade minima de Phe é essencial para o desenvolvimento e crescimento normais
das criancas. Portanto a dieta prevé a ingestdo de 250,0 a 500,0 mg de Phe por dia,
dependendo da forma de PKU. Assim, mantém-se uma concentracdo plasmatica, que nao
e prejudicial para o paciente, em torno de 120,0 a 360,0 umol/L, nos primeiros anos de
vida, podendo elevar-se até 480,0 umol/L, apds a idade de quatro anos. Apds os 12 anos
de idade a dieta pode ser menos rigida, mas o0s niveis plasmaticos de Phe devem se

manter inferiores a 900,0 umol/L.
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As mulheres com PKU merecem uma especial atengdo durante a gravidez,
quando devem fazer uma dieta rigorosa e controlar as concentragbes de Phe (Scriver et
al., 1995a).

A terapia dietética, apesar de evitar o retardo mental, n&o representa um
tratamento definitivo para os fenilcetondricos. Ainda ndo se sabe o periodo mais
apropriado para o término da dieta. Alguns estudos verificaram redugbes significativas no
Ql de criangas afetadas que interromperam o tratamento na primeira década de vida.
Outros estudos sugerem que o término do tratamento, mesmo apdés os 10 anos de idade,
pode ser responsavel por pequenas alteragbes mentais e comportamentais (Einsensmith
e Woo, 1995, Scriver et al., 1995a).

Os problemas associados a terapia dietética estimularam a realizacdo de
outros estudos direcionados ao tratamento da PKU, como o transplante de figado
ortotépico realizado em uma crianga com PKU de 10 anos, que apresentava
concomitantemente doenca hepatica n&o relacionada em estagio final. O transplante
corrigiu a alteragdo molecular, mas n&o pode ser considerado um bom substituto para a
dieta por ser um procedimento invasivo e perigoso (Vajro et al., 1993).

O uso da terapia génica somatica tem sido considerado um tratamento mais
adequado (isolado ou associado) para pacientes com PKU. Esta tecnologia se baseia na
introducdo de um gene recombinante normal no figado ou em outros tecidos de um
individuo afetado, com o objetivo de substituir ou aumentar a fungcéo do gene deficiente.
Esta abordagem necessita de trés requisitos: (1) um clone do cDNA de PAH que tenha a
propriedade de produzir a proteina PAH funcional; (2) um vetor que possa eficientemente
transferir o cDNA para dentro dos hepatdcitos ou outras células-alvo sométicas onde a
proteina PAH funcione adequadamente; (3) um modelo animal para ser usado na
determinacdo das eficacias de diferentes métodos de transferéncia génica (Eisensmith e
Woo, 1996).

Eisensmith e Woo (1996) revisaram os estudos de terapia génica para PKU e
verificaram a eficiéncia destas condicdes em camundongos mutantes PAH®™. No entanto,
os vetores usados ndo se mostraram suficientemente eficientes para a transferéncia
génica. Os vetores retrovirais se mostraram eficientes in vifro, mas, da mesma maneira
que os complexos DNA/proteina, apresentaram baixa transducéo in vivo. As infusGes de
recombinantes adenovirais contendo cDNA de PAH em camundongos PAH®™? reduziu os

niveis de Phe para concentragbes normais, mas o efeito foi transitério e, devido a uma
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resposta imune a estes vetores, ndo foi reproduzivel (Eisensmith e Woo, 1996; Levy,

1999).

Os estudos sobre as propriedades da enzima bacteriana fenialanina amdnia
liase (PAL) representam a mais recente tentativa para superar as limitagbes da terapia
dietética em pacientes fenilcetonuricos. A PAL, uma enzima que age como uma substituta
de PAH humana e ndo necessita de cofator, € responsavel pela degradagdo da Phe em
amodnia e acido trans-cianico. A amodnia ndo se acumula em quantidade suficiente para
sugerir um quadro de hiperamoninemia e o acido trans-cianico € um metabdlito inofensivo
que é degradado em acido benzdico, sendo este ultimo convertido em acido hipurico e
rapidamente excretado. Sarkissian e colaboradores (1999) relataram trés aspectos que
ressaltam a importancia da PAL como um agente coadjuvante para o fratamento da PKU
(Sarkissian et al. 1999):

e (Criagdo de um modelo recombinante eficiente para produzir grandes quantidades de
PAL;

 Efeito da PAL em camundongos mutantes PAH®*"? com HPA (criados por mutagénese
induzida por N-etil-N-nitrosouréia);

e A PAL reduz drasticamente os niveis de Phe (30 a 50%) nestes camundongos,
obedecendo os principios farmacolégicos (com um claro efeito de resposta a dose
administrada) e fisioldgicos (a PAL protegida da acdo de proteases ¢é
significativamente efetiva para evitar HPA).

A terapia com PAL pode significar um aumento substancial da tolerancia a
dieta protéica, podendo proporcionar um novo futuro para o tratamento da PKU

(Sarkissian et al., 1999).

1.9 - JUSTIFICATIVA

O grande numero de diferentes mutagdes relacionadas com a deficiéncia de
PAH sugere uma doenca heterogénea do ponto de vista molecular. A ampla variabilidade
fenotipica observada nos pacientes esta de acordo com esta heterogeneidade.

Aproveitando a experiéncia de varios anos com a PKU, tanto na assisténcia a
pacientes quanto na pesquisa, a proposta de um protocolo de investigag&o para identificar
as mutagdes presentes em pacientes com HPA por deficiéncia de PAH no sul do Brasil

nos parece muito apropriada. A correlacdo destes achados com os dados clinicos e
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bioquimicos dos pacientes estudados também poderia contribuir para uma melhor
compreenséo da fisiopatologia da doencga. Os dados obtidos poderiam ajudar no manejo
dos pacientes, permitindo a previsdo, a partir do genoétipo identificado, do comportamento
fenotipico e das estratégias terapéuticas mais apropriadas. Além disso, a caracterizacdo
molecular das mutagdes no gene da PAH pode ser util para a deteccdo de portadores e

para o diagnostico pré-natal.
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2. OBJETIVOS
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Os objetivos deste trabalho foram:

. ldentificar as mutagdes comuns do gene da PAH associadas @ PKU em pacientes do

Sul do Brasil e estabelecer a incidéncia das mesmas na amostra estudada;

. Padronizar protocolos laboratoriais para a identificagdo de heterozigotos através de

técnicas moleculares;
. ldentificar e caracterizar mutacgdes raras;

. Avaliar o efeito da presenca em heterozigose de um alelo mutante no metabolismo da

Phe e Tyr, ap6s a sobrecarga de aspartame;

. Correlacionar as alteracbes moleculares aos dados bioguimicos medidos e a evolugao

clinica do pacientes (correlacao gendtipo-fendétipo).
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1 - MATERIAL

3.1.1 - PACIENTES COM HPA POR DEFICIENCIA DE PAH

A deficiéncia de PAH representa mais de 30,0% das aminoacidopatias
detectadas no Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(SGM/HCPA), na qual ja foram diagnosticados cerca de 80 individuos com esta doenga
metabodlica. Aproximadamente 50 pacientes s&o acompanhados regularmente no
ambulatorio especializado mantido pelo servigo.

As familias dos pacientes em tratamento foram convidadas a participar deste
estudo através de contato pessoal, por carta (anexo 1) efou contato telefonico. Estas
familias foram informadas de forma clara e detalhada sobre os objetivos do estudo
através de uma entrevista, onde foi preenchida a ficha com os dados do paciente (anexo
2) A colheita de sangue das familias que concordaram em participar voluntariamente do
referido estudo foi realizada apds a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (anexo 3).

Das 50 familias contatadas, 30 participaram efetivamente do estudo. Em
relacao as 20 familias restantes, 3 desistiram de participar e 4 ndo compareceram para a
colheita de sangue, apesar de concordarem inicialmente em participar do estudo. N&o foi
possivel estabelecer contato com as demais 13 familias, devido a frequéncia irregular ao
atendimento e a falta de horario disponivel destas familias para a entrevista, ja que muitas
residem no interior do Rio Grande do Sul ou no estado de Santa Catarina.

O critério fundamental para a inclusdo dos casos na amostra foi o diagndstico
bioguimico confirmado de HPA, através da dosagem plasmatica de Phe, com exciusao de
alteracdes no metabolismo de BHy4, detectadas através de testes apropriados.

A amostra estudada foi composta de 30 pacientes néo relacionados entre si,
sendo 33,0% do sexo feminino e 67,0% do sexo masculino.

A maioria dos pacientes (24 dos 30) tinha entre 1 e 10 anos (80,0%) na ocasiao
da colheita de sangue e apenas 6 pacientes tinham entre 13 e 18 anos (20,0%).

A tabela 3.1 mostra algumas caracteristicas da amostra estudada, incluindo:
origem étnica, periodo do diagnostico, consanglinidade, histéria de outros casos na

familia e local de nascimento dos pacientes.
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A origem étnica variou bastante entre os pacientes, sendo a denominagao
"brasileiro”" o termo mais referido para definir o grupo étnico. Os pacientes caucasodides
foram predominantes, representando 95,0%, enquanto que o0s pacientes negroides
apresentaram uma frequéncia de apenas 5,0%. No grupo de pacientes caucasdides, as
ascendéncias portuguesa, alemd, italiana, espanhola e polonesa foram as mais
mencionadas. Quanto ao periodo de diagnostico, 12 pacientes foram diagnosticados
tardiamente e os outros 18 precocemente (até 60 dias de vida). A taxa de casamentos
consanglineos neste estudo foi 23,3%. A presenca de mais de um individuo afetado foi
observada em 3 familias diferentes. A maioria dos pacientes sdo provenientes do Rio
Grande do Sul (73,3%) e os restantes (26,7%) do estado de Santa Catarina.

Os dados clinicos (tratamento, avalia¢do nutricional e evolugido clinica) e
bioquimicos (dosagem de Phe e Tyr e outras analises bioquimicas julgadas necessarias)
foram obtidos a partir de um levantamento realizado nas fichas dos pacientes com

deficiéncia de PAH que foram diagnosticados no SGM/HCPA.
3.1.2 - HETEROZIGOTOS OBRIGATORIOS PARA HPA POR DEFICIENCIA DE PAH

Uma sub-amostra constituida de 12 heterozigotos obrigatérios (7 do sexo
masculino e 5 do sexo feminino), todos pais de pacientes com deficiéncia de PAH, foi
analisada quanto aos niveis de Phe e Tyr antes e apds uma sobrecarga de aspartame.
Para a obtenc&o de valores de referéncia, uma amostra de 6 individuos sadios foi
similarmente avaliada (controles). Os individuos heterozigotos e controles foram
convidados a participar deste estudo através de contato pessoal, por carta (anexo 4) e/ou
contato telefonico. Todos foram informados sobre o objetivo do estudo, concordaram em

participar voluntariamente do mesmo e assinaram termo de consentimento (anexo 3).

3.1.3 - ASPECTOS ETICOS

Este estudo procurou levar em consideragao os principios éticos basicos das
diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos:
autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia e justica. Para tanto, a avaliagéo ética do
projeto do presente estudo se baseou em quatro pontos fundamentais: na qualificacio da
equipe de pesquisadores e do proprio projeto; na avaliacéo da relacao risco-beneficio; no

consentimento livre e esclarecido e na avaliaggo prévia por um Comité de Etica (HCPA).
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Tabela 3.1: Caracteristicas da amostra estudada

Origem étnica Outros
Pacientes Avd/avd Diagnéstico Pais casos Nascimento
Paterna Materna consangiiineos | na familia
1 Brasileiro Portugués Tardio Sim _ SC
Brasileiro Portugués :
2 Portugués Brasileiro Tardio _ _ RS
Brasileiro Brasileiro
3 Brasileiro Brasileiro Precoce _ _ sC
Brasileiro Brasileiro
4 Portugués Portugués Tardio _ - RS
Portugués Polonés
5 Austriaco Portugués Precoce Sim _ SC
Espanhol ltaliano
6 ltaliano Aleméac Tardio _ _ SC
italiano Aleméo
7 Portugués Alemao Precoce Sim _ SC
Portugués Aleméao
8 Portugués Portugués Tardio _ Sim sC
Portugués Portugués
9 ltaliano italiano Precoce _ _ RS
Italiano Polonés
10 Portugués Portugués Precoce Sim _ RS
Portugués Espanhol
11 Portugués Italiano Precoce _ _ RS
Aleméo Italiano
12 Alemao Portugués Precoce _ _ RS
Brasileiro Brasileiro
13 Alemao Alemao Precoce _ _ sSC
Alemé&o Aleméo
14 Alemao Brasileiro Tardio _ _ RS
Inglés Brasileiro
15 Polonés Alemao Precoce Sim _ RS
Alemao Alem&o
16 Espanhol Austriaco Tardio _ RS
Espanhol italiano B
17 italiano Siro Precoce _ _ RS
ltaliano Brasileiro
18 Aleméo Brasileiro Tardio _ _ RS
Alemao Espanhol
19 Portugués Portugués Precoce _ _ 8C
Portugués Portugués
20 Brasileiro Brasileiro Precoce _ _ RS
Brasileiro Brasileiro
21 Africano Alemao Precoce _ Sim RS
Africano Alem&o
22 Brasileiro Alemzo Precoce _ RS
Alem&o Alemao -
23 Polonés Alemé&o Tardio _ Sim RS
Polonés Alemao
24 Brasileiro Brasileiro Precoce _ RS
Brasileiro Brasileiro B
25 Africano Africano Tardio Sim RS
Africano Africano -
26 ltaliano ltaliano Precoce Sim RS
italiano Italiano B
27 Brasileiro Brasileiro Tardio _ RS
Brasileiro Brasileiro -
28 Portugués ltaliano Precoce _ RS
Alem&o Italiano B
29 Portugués Espanhol Tardio _ RS
Portugués Espanhol B
30 Portugués Alemao Precoce _ _ RS
Portugués Alemé&o
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Considerando o carater observacional desta pesquisa, 0s pacientes e
familiares n&o foram expostos a nenhum risco maior, sendo o material bioldgico (sangue
periférico) obtido por pung&o venosa, um procedimento pouco invasivo e realizado
rotineiramente nestes pacientes para a avaliagdo dos niveis plasmaticos de Phe
(parametro indicativo da eficacia do tratamento).

Apesar deste estudo n&o garantir o beneficio direto do paciente, ndo sendo
considerado prioridade o alcance de uma cura imediata e a mudanga de curso da doenga,
alguns beneficios indiretos podem ser citados como: definir o gendtipo do paciente
(visando a fornecer informagGes a familia quanto & possibilidade de prevenc&o de novos
casos, através de diagnostico molecular especifico); estabelecer uma relagdo gendtipo-
fendtipo para a deficiéncia de PAH (informando sobre o prognéstico da doenga para cada
paciente); determinacdo das freqiéncias das mutacdes no gene da PAH (possibilitando
uma melhor compreenséo das regides mais importantes para o funcionamento normal da

proteina) e caracterizagédo de mutagdes novas no gene da PAH.
3.1.4 - COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

a) Pacientes e heterozigotos obrigatérios para HPA por deficiéncia de PAH: uma
amostra de sangue total (5 a 10mL) foi obtida por punc&o venosa e colhida em frascos de
vidro de 5mL (tipo vacutainer), contendo 54ul de EDTA. A amostra foi adequadamente
identificada (nome do paciente e data de colheita) e armazenada a -20°'C até o momento
da extragdo de DNA, a qual foi realizada até um periodo maximo de uma semana apods a
colheita.

b) Heterozigotos obrigatérios para HPA por deficiéncia de PAH: Os individuos
estavam de jejum de pelo menos 12 horas antes da administragdo da sobrecarga oral de
aspartame (100mg/kg de aspartame dissolvido em 300mi de suco de laranja). Amostras
de 5mL de sangue foram colhidas com heparina antes e 30 minutos apds a administracéo
de aspartame e devidamente identificadas. O plasma foi separado até duas horas ap6s a
colheita e congelado a -20°C para posterior quantificacdo dos niveis plasmaticos de Phe e

Tyr.
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3.1.5 - REAGENTES QUIMICOS

A tabela 3.2 mostra uma relagdo de reagentes quimicos que foram utilizados

na preparagao de solugdes utilizadas neste estudo, bem como a origem dos mesmos.

Tabela 3.2: Relagao de reagentes quimicos utilizados neste estudo

SUBSTANCIAS PROCEDENCIA
Acetato de sodio Sigma
Acido boérico Synth
Acido acético glacial Sigma / Phammacia
Acido cloridrico Merck
Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) Sigma
Acido nitrico Synth
Acido succinico Merck
Acido tricloroacético Pharmacia
Agarose Sigma
Albumina de soro bovino Sigma
Azul de bromofenol Sigma
Brometo de etidio Sigma
Carbonato de sodio anidro Synth
Cloreto de potassio Gibco-BRL
Cloreto de sodio Gibco-BRL
Dimetil sulféxido (DMSO) Sigma
Ditiotreitol (DTT) Sigma
Dodecilsulfato de sédio (SDS) Gibco-BRL
Espermidina Sigma
Etanol absoluto Merck
L-fenilalanina Merck
Ficol Sigma
Formaldeido 37% Merck / Pharmmacia
Formamida Sigma
Glicerol Sigma / Phammacia
Giutaraldeido Phammacia
Hidrocloreto de guanidina Gibco-BRL
Hidréxido de sodio Pharmacia
L-leucil-L-alanina Sigma
MDE'" Gel Solution FMC Bioproducts
Ninhidrina Merck
Nitrato de prata Sigma
Nitrito de sédio Merck
a-nitroso-B-naftol Sigma
Persulfato de aménio Merck
Solugdo acritamida:bisacrilamida 29:1 (40%) Sigma
Sulfato de cobre Vetec
N'N'N*-tetrametil-etilenodiamina (TEMED) Sigma
Tartarato de sédio e potasio Reagen
Tiosulfato de sédio Pharmacia
Tirosina Merck
Triton X-100 Sigma
Trizma-base Sigma
Trizma-HCI Sigma
Uréia Sigma
Xileno cianol Sigma
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3.1.6 - NUCLEOTIDEOS (dNTPs e ddNTPs)

Os desoxinucleotideos trifosfato (dNTPs) utilizados para a amplificagdo dos
fragmentos da seqiéncia génica e para o seqlenciamento (manual e automatico) foram
adquiridos da Gibco-BRL ou Sigma na concentragdo de 100mM cada. A solugéo aquosa
de [«®™S]dATP e os ddNTPs utilizados no seguenciamento manual foram adquiridos da

Amersham e Pharmacia, respectivamente.

2'-desoxiadenosina 5'-trifosfato (dATP)
2'-desoxicitidina 5'-trifosfato (dCTP)
2'-desoxiguanosina 5'-trifosfato (dGTP)
2'-desoxitimidina 5'-trifosfato (dTTP)
2'-desoxiadenosina 5'-trifosfato marcada ([™S]dATP)
2' 3'-didesoxiadenosina 5'-trifosfato (ddATP)

2' 3'-didesoxicitidina 5'-trifosfato (ddCTP)

2' 3'-didesoxiguanosina 5'-trifosfato (ddGTP)

2' 3'-didesoxitimidina 5'-trifosfato (ddTTP)

Para o sequenciamento automatico os ddNTPs marcados com o composto
fluoresceina foram adquiridos da Du Pont/NEN.
Fluoresceina-12-2' 3'-didesoxiadenosina 5'-trifosfato  (F-ddATP)
)

Fluoresceina-12-2' 3'-didesoxicitidina 5'-trifosfato (F-ddCTP
Fluoresceina-12-2' 3'-didesoxiguanosina 5'-trifosfato  (F-ddGTP)
Fluoresceina-12-2' 3'-didesoxiuracila 5'-trifosfato (F-ddUTP)

3.1.7 - MARCADORES DE PESO MOLECULAR

Procedéncia

Marcador de DNA de 50pb (1ug/ul) Gibco-BRL
Marcador de DNA de 100pb (1ug/ul) Gibco-BRL
Marcador de DNA de 123pb (1ug/pl) Gibco-BRL

O marcador de peso molecular de 50pb apresenta fragmentos na faixa de 50 a
800pb em multiplos de 50pb e um fragmento adicional de 3002pb; o marcador de 100pb

consiste de fragmentos na faixa de 100 a 1500pb em multiplos de 100pb e uma banda
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adicional de 2072pb e o marcador de 123pb apresenta fragmentos na faixa de 123 a

4182pb em multiplos de 123pb.

3.1.8 - ENZIMAS
Procedéncia
Proteinase K Gi_bco—BRL
Taq DNA polimerase (1U/ul ou 5U/ulL) Promega, Cenbiot®, Biotools
ou Gibco-BRL
Sequenase® versdo 2.0 (13U/ulL) U.S. Biochemical Co.
Sequenase® versao 2.0 (8U/uL) Amersham
Enzima de restricdo Aval New England Bio Labsinc
Enzima de restricdo BsaAl New England Bio Labsinc
Enzima de restricdo Ddel Gibco-BRL
Enzima de restricao Hinfi New England Bio Labsinc
Enzima de restricdo Rsal Gibco-BRL
Enzima de restricdo Sty Gibco-BRL
Enzima de restricao Tagl Gibco-BRL
Enzima de restricao Xmnl New England Bio Labsinc

3.1.9 - OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES (PRIMERS)

Os primers utilizados neste estudo foram desenhados a partir da seqléncia do
cDNA do gene da PAH (http://mwww.blizzard.cc. mcgill.ca/pahdb/sequence/; GenBank
U49897, http:/imwww.ncbi.nim.nih.gov). A tabela 3.3 demonstra a seqUéncia destes

oligonucleotideos iniciadores.

3.1.10 - EQUIPAMENTOS

A tabela 3.4 apresenta uma relacdo dos principais equipamentos utilizados no

presente estudo.
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Tabela 3.3: Seqiiéncias dos primers utilizados neste estudo

Exon | Nome do primer Seqiiéncia do primer Tamanho do
{53 fragmento (pb)

1 PKU 1A GTTAAAACCTTCAGCCCCAC 210
PKU 1B GGATCTCTTTCTCTGGAGGC

2 PKU 2A GTCCATGGAGGTTTAACAGG 237
PKU 2B GAACATGGAAGTITGCTACG

3 PKU 3A TTAGTTCCTGTGACTGTCTC 271
PKU 3B CATGTGAGTTACTTATGTIGC

3 PKU 3A TTAGTTCCTGTGACTGTCTC 92
PKU 3C* AACGAGAAGGTCTAGATTCG

4 PKU 4A GTACTCAGGACGTTGCCTTIC 145
PKU 4B CTCATCTACGGGCCATGGAC

5 PKU 5A GCACTGTCATGGCTTTAGAG 266
PKU 5B CATGCTGGTATTTTCCATCC

6 PKU 6A CTGCCTTGAGCACCTATITIG 270
PKU 6B CCAACTTTCTCAGGGCATTG

7 PKU 7A GAGTGGTGATGAGCTTTGAG 274
PKU 7B ACCAGCCAGCAAATGAACC

8 PKU 8A GAGTCTGGCTTGGCTTAAAC 183
PKU 8B GAGAAATTCAGGTCACAGAC

9 PKU 8A GCCAAGTACTAGGTTGGTTC 179
PKU 9B GGCCATAGCCTATAGCACTC

10 PKU 10A CCATCATAGAGTGTGCTCTC 250
PKU 10B CAGGTTGCATATCAAAACGG

11 PKU 11A TGAGAGAAGGGGCACAAATG 324
PKU 11B GTAGACATTGAGTCCACTCT

12 PKU 12A CCACTGAGAACTCTCTTAAG 239
PKU 12B CTTCGATTACTGAGAAACCG

12 PKU 12A CCACTGAGAACTCTCTTAAG 211
PKU 12C* CGTAAGGTGTAAATTACGTA

13 PKU 13A GTCTTTCACTAGGACACTTG 170
PKU 13B GGATCTCCATCAACAGATTC

* Os primers PKU 3C e PKU 12C apresentam em sua seqiiéncia nucleotideos que
representam sitios de pareamento incorreto em relagdo a seqiiéncia normal do gene
(nucleotideo em azul), os quais foram desenhados para a introdugdo de sitios de
reconhecimento para as endonucleases usadas na detecgdo das mutagbes 165T e

IVS12nt1g>a, respectivamente.
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Tabela 3.4: Relagao dos equipamentos utilizados neste estudo

Nome Marca Modelo
Agitador magnético com aguecimento Thermolyne Cimarec 2
Agitador de tubos Thermolyne Maxi Mixl|
Balanca Micronal B600
Balanca analitica Shimadzu AEG-80SM
Banho-maria com agitacdo Techne SB-16
Bloco de aquecimento Thermolyne DB 17615
Cuba de eletroforese horizontal Life Technologies Horizon 11.14
(10 x 14cm)
Cuba de eletroforese vertical Life Technologies Model SA 32
(17 x 32cm)
Cuba de eletroforese vertical Sigma
(10 x 8cm)
Espectrofotdmetro Perkin Elmer Lambda Bio
Espectrofluorobmetro Hitachi F2000
Fonte Gibco-BRL 250 e 4001
Magquina fotografica Polaroid MP4
Microcentrifuga Eppendorf 5415C
Quantificador de DNA/RNA Pharmacia Biotech 80.2103.98
Secador de gel a vacuo Bio RAD 583
Sequenciador automatico Shimadzu DSQ-2000L
Seqtienciador automatico PE Applied Biosystems | ABI Prism™™ 377-XL

Sistema de videodocumentacdo e

Econoimage Light

Alpha imager 2000

andlise de géis Cabinet
Termociclador MJ Reseach PTC-100 e PTC-150
Transiluminador Fotodyne

3.1.11 - SOLUGOES

As seguintes solugbes foram preparadas no

deionizada e destilada estéril (Mili-Q):

taboratorio usando agua

Gel de agarose a 0,8% (p/v); 1,5% (p/v), 2,0% (pl/v), 2,5% (p/v); e 3,0% (p/v):

dissolver 0,8g,
respectivamente;

adicionar 3,0uL de solug&o brometo de etidio (10mg/mL)

Gel de MDE a 6% (p/v):
17,5 mL de MDE

14mL de TBE 5X
38,5mL de agua

40ul de TEMED

350uL de APS 10% (p/v)

1,50, 2,0g, 2,59 e 3,0g de agarose em 100mL de TBE 1X,




Gel de poliacrilamida a 6% (p/v):
18mL de solugéo de acrilamida: bisacrilamida 29:1 (40%)

24mL de TBE 5X

78mL de agua

300ul de TEMED
900uL de APS 10% (p/v)

Gel de poliacrilamida a 8% (p/v):

28mL de solugio de acrilamida: bisacrilamida 29:1 (40%)
105mL de TBE 1X

200uL de TEMED

1400uL de APS 10% (p/v)

Gel de poliacrilamida a 5%, Glicerol 5% (p/v):

15mL de solugdo de acrilamida: bisacrilamida 29:1 (40%)
24mL de TBE 85X

6mL de glicerol

75mL de agua

300ulL de TEMED

750uL de APS 15% (p/v)

SDS a 10% (p/v):
dissolver 10g de SDS em 100mL de agua;
conservar em temperatura ambiente

Solugao cuprica:
dissolver 0,8g de carbonato de sbddio anidro (A) em 150mL de agug;
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dissolver 0,05g de tartarato de sddio e potassio (B) em 150mL de agua;

dissolver 0,03g de sulfato de cobre (C) em 150mL de agua;
misturar os reagentes na ordem B + A + C;

completar o volume até 500mL com agua;

estavel em temperatura ambiente em frasco escuro

Solugao de acetato de aménio 9,6M:
dissolver 739,29 de acetato de amodnio em 1L de agua;
conservar em temperatura ambiente

Solugdo de acetato de sdodio 3M pH 7,0:

dissolver 408,1g de acetato de sddio em 800mL de agua;
ajustar o pH para 7,0 com NaOH 10N

conservar em temperatura ambiente

Solugdo de acido acético a 10% (v/v)
diluir 50mL de acido acético glacial em 450mL de agua;
conservar em temperatura ambiente

Solugao de acido etilenodiaminotetracético EDTA 0,5M pH 8,0:
dissolver 186,1g de EDTA em 800mL de agua;

ajustar o pH para 8,0 com NaOH;

conservar em temperatura ambiente
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Solugao de acido nitrico a 1% (v/v):
diluir 5SmL de acido nitrico em 495mL de agua;
conservar em temperatura ambiente

Solugao de acido nitrico 0,3N:
diluir 1m! de acido nitrico em 10ml de agua;
completar o volume até 50mi com agua e armazenar a 4°C.

‘Solugao de albumina de soro bovino (BSA) 10mg/mL.:
dissolver 10mg de BSA em 1mL de agua;
armazenar a -20°C.

Solugao de brometo de etidio 10mg/mL.:
dissolver 10mg de brometo de etidio em 1mL de agua;
conservar em temperatura ambiente em frasco escuro

Solug¢ao de carbonato de sddio anidro 0,28M e formaldeido 0,019% (v/v):
dissolver 15g de carbonato de sodio anidro em 500mL de agua;

adicionar 250uL de formaldeido 37%;

preparar esta solugdo na hora do uso.

Solugdo de dNTPs 2,0mM:
diluir 10uL de cada dNTP 100mM (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) em 460uL de agua;
armazenar em aliquotas de 100uL a -20°C.

Solucao de etanol a 10% (v/v):
diluir 50mL de etanol absoluto em 450mL de aguaz;
conservar em temperatura ambiente

Solugao de etanol a 50% (v/v):
diluir 250mL de etanol absoluto em 250mL de agua:
conservar em temperatura ambiente.

Solugao de fenilalanina a 10% (p/v):
dissolver 10mg de L-fenilalanina em 100mL de TCA 0,3 N;
armazenar a 4°C.

Solugao de L-leucil-L-alanina 5mM:
dissolver 50,5mg de L-leucil-L-alanina em 50mL de agua;
armazenar a -20°C em aliquotas de 2mL

Solugao de marcador de peso molecular de 50pb ou 100pb (200mg/uL):
25ul de marcador (1ug/ul)

25ul de corante (foading buffer)

75ul de agua

Solug&o de marcador de peso molecular de 123pb (500mg/uL):
20ulL de marcador (1ug/ul)

8ul de corante (loading buffer)

12ul de agua
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Solugao de Ninhidrina 30mM:
dissolver 534mg de ninhidrina em 100mL de agua;
armazenar a -20°C em aliquotas de 5mL

Solugao de nitrato de prata 0,012M:
dissolver 1,015g de nitrato de prata em 500mL de agug;
conservar em temperatura ambiente

Solugao de nitrito de sodio a 1% (p/v):
dissolver 100mg de nitrito de s6dio em 10mL de agua;
armazenar a 4°C (estavel por um més).

Solugao de a-nitroso-$-naftol alcodlico a 0,1% (p/v):
dissolver 50mg de a-nitroso-B-naftol em 50ml de etanol 95%;
armazenar a 4°C.

Solugao de proteinase K 10mg/mL.:
dissolver 200mg de proteinase K em 10mL de agua;
armazenar a -20°C.

Solugao de TCA 0,6N:
dissolver 24,5g de TCA em 250mL de agua;
estavel em temperatura ambiente em frasco escuro

Solugao de TCA 0,3N:
diluir 100mL de TCA 0,6 N em igual volume de agua;
estavel em temperatura ambiente em frasco escuro

Solugao de tirosina a 10% (p/v)
dissolver 10mg de tirosina em 100mL de TCA 0,3N;
armazenar a -20°C em aliquotas de 5mL

Tampao de corrida com formamida: SSCP
Formamida a 95%

EDTA 20mM

azul de bromofenol a 0,05%

xileno cianol a 0,05%

Tampao de corrida | (6X):

azul de bromofenol a 0,25% (p/v)
ficol a 15% (p/v)

dissolver em 5mL de agua

Tampao de corrida I (6X):

30mg de xileno cianol a 0,25% (p/v)
750mg de ficol 400 a 15% (p/v)
dissolver em 3,75mL de agua

Tampao de corrida lll (6X): SSCP
azul de bromofenol a 0,25% (p/v)



xileno cianol a 0,25% (p/v)
ficol a 15% (p/v)
dissolver em 5mL de agua

Tampao de lise nuclear 1X (Nucleolysis 1X):

100mM Tris-HCI (pH 8,3)
4M KCI
20mM EDTA (pH 8,2)

Tampao de PCR 10X (C): Biotools
75mM Tris-HCl (pH 9,0)

2mM MgCl,

50mM KCI

20mM (NH4) 2804

Tampao de PCR 10X (A): Cenbiot
100mM Tris-HCI (pH 8,0)

1,5mM MgCl,

50mM KClI

Tampao de PCR 10X (D): Gibco-BRL
200mM Tris-HCI (pH 8,4)
500mM KClI

Tampao de PCR 10X (B): Promega
10mM Tris-HCI (pH 9,0)

1,5mM MgCl;

50mM KCI

Tampao succinato 0,3M pH 5,8:

dissolver 3,54g de acido succinico em 90mL de agua;

ajustar o pH para 5,8 com NaOH 18N;

completar o volume até 100ml com agua e armazenar a 4°C.

TBE 1X:

100mM trizma base
90mM &acido borico
1mM EDTA

TBE 5X:

54g de trizma base

27,5g de acido bdrico

20mL de EDTA 0,5M (pH 8,0)
completar o volume até 1. com agua

TE 1X:

10mM Tris-HCI (pH 8,0)
1mM EDTA (pH 8,0)
ajustar o pH com NaOH
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3.2 - METODOS

3.2.1 - PROTOCOLO LABORATORIAL

a) Pacientes com HPA por deficiéncia de PAH:

As amostras de sangue de cada individuo afetado e de seus pais foram
colhidas para a extracdo de DNA. O DNA extraido foi utilizado para a amplificacéo de
fragmentos especificos do gene da PAH, os quais foram utilizados na analise molecular.

A detecgao da mutagdo V388M foi realizada inicialmente. Esta mutacéo {oi
descrita em um paciente de origem japonesa (Takahashi ef al., 1992) e apresenta uma
frequéncia elevada na populagdo portuguesa (Leandro ef al., 1993, Rivera ef al., 1998).
Levando em consideracao este aspecto, a investigagado da mutagédo V388M foi a meta
prioritaria na analise molecular de pacientes com deficiéncia de PAH de nossa amostra. O
exon 7 e regibes adjacentes foram amplificados com oligonucleotideos iniciadores
especificos. Os produtos de PCR foram submetidos a analise por digestdo com a
endonuclease de restricdo BsaA1.

ApGs a detecgdo da mutacdo V388M, toda a regido codificante do gene da
PAH foi amplificada por PCR e submetidos & analise de SSCP. Os pacientes que
apresentaram fragmentos com padrées de migracéo normais foram analisados somente
por digestdo com endonucleases de restricdo. Enquanto que o0s pacientes que
apresentaram fragmentos com padrées de migracdo alterados foram analisados por
digestdo com endonucleases de restricdo e/ou sequenciamento direto.

A analise por digestdo com enzimas de restricdo permitiu a deteccdo de
mutacdes especificas, as quais apresentaram freqiéncias consideraveis em populacdes
estudadas previamente. O sequenciamento direto proporcionou a identificacdo de
mutacdes raras ou novas efou polimorfismos.

O protocolo utilizado nesta parte do estudo estd representado

esquematicamente na figura 3.1.



Sangue venoso em EDTA

v

Extracao de DNA

v
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Amplificagdo de um fragmento de DNA para a detecgéo da mutacdo V388M

v

Analise com a endonuclease de restricao (BsaA1)

v

v

v

Pacientes nao portadores
da mutacdo V388M

Pacientes heterozigotos
para a mutacéo V388M

Pacientes homozigotos
para a mutagdo V388M

T

v

v

Amplificagdo de fragmentos de DNA (toda a regi&o codificante)

v

Analise por SSCP

v v

Fragmentos com padréao
de migrac&o normal

Fragmentos com padréao
de migrac&o alterado

v v

Deteccao de mutagdes frequentes especificas
(andlise com enzimas de restricdo)*

v

il

.

Pacientes ndo
portadores das
mutacdes pesquisadas

Pacientes heterozigotos
para pelo menos uma das
mutagbes pesquisadas

Pacientes homozigotos
para as mutacdes
pesquisadas

v

v

Sequenciamento direto

.

Identificac@o de mutacdes e/ou polimorfismos

—»

Definigdo do genodtipo |
do paciente

Figura 3.1: Protocolo laboratorial inicial empregado no estudo dos pacientes com deficiéncia de
PAH. *: Mutagbes: I165T, R252W, R261Q, R261X, IVS10nt-11g>a, V388M, R408W e IVS12nt1g>a.
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b) Heterozigotos obrigatérios para HPA por deficiéncia de PAH:

Esta parte do estudo abrangeu andlises bioquimicas e moleculares dos
individuos estudados. Para as analises bioquimicas, duas amostras de sangue dos
heterozigotos foram colhidas, conforme descrito no item 3.1.4: uma em jejum e outra 30
minutos apos a sobrecarga de aspartame. As dosagens plasmaticas de Phe e Tyr foram

determinadas para se verificar o efeito da sobrecarga.

Para as analises moleculares, as amostras de sangue de heterozigotos foram
colhidas com EDTA para posterior extragdo de DNA. A partir dai, o protocolo seguido é
semelhante ao descrito no item "a". O protocolo utilizado nesta parte do estudo esta

representado esquematicamente na figura 3.2.

Sangue venoso

v o

Colhido com Colhido com
heparina EDTA
: ; Extrac&o de
: Amostra colhida apds
Amostrg .COIh'da 30 minutos de ingestéo DNA
em jejum q
e aspartame l
Amplificacdo de fragmentos
de DNA especificos para a
£ identificacdo de mutacgdes
Quantificacdo de i
Phe e Tyr , Detecgdo de mutacdes com
l endonucleases de restricao

Analise estatistica para
avaliagdo do efeito da
sobrecarga de aspartame

Y

Correlacdo dos dados
bioquimicos e moleculares

Figura 3.2: Protocolo laboratorial empregado na analise de heterozigotos obrigatorios para a
deficiéncia de PAH.
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3.2.2 - DOSAGEM DE PHE NO PLASMA (McCaman e Robins, 1962)

A dosagem foi realizada em duplicata, conforme o protocolo abaixo:

1. Adicionar uma aliquota de 200ulL de plasma a um volume igual de TCA O,6N e
centrifugar por 10 minutos a 2500 rpm para completa desproteinizagdo da amostra;

2. Retirar uma aliquota de 25ul de plasma desproteinizado e adicionar a 400uL de uma
mistura reagente contendo tamp&o succinato 0,3M pH 5,8; ninhidrina 30mM e L-leucil-
L-alanina 5mM;

3. Incubar os tubos, contendo a amostra e a mistura acima, em banho-maria a 60°C por 2
horas;

4. Resfriar os tubos em banho de agua corrente por 5 minutos;

5. Adicionar 2,5mL de reagente cuprico e manter os tubos por 10 minutos em
temperatura ambiente;

6. Fazer a leitura da fluorescéncia das amostras em espectrofluorémetro Hitachi (modelo
F2000), usando os comprimentos de onda de 365nm (excitagdo) e 455nm (emiss&o);

7. Calcular as concentragbes plasmaticas a partir de uma curva padrdo com

concentracdes conhecidas de Phe.

3.2.3 - DOSAGEM DE TYR NO PLASMA (Philips, 1967)

A dosagem foi realizada em duplicata, conforme o protocolo abaixo:

1. Adicionar uma aliquota de 200uL de plasma a um volume igual de TCA O 6N e
centrifugar por 10 minutos a 2500 rpm para completa desproteinizacdo da amostra

2. Retirar uma aliquota de 20ulL de plasma desproteinizado e adicionar a 500uL de uma
mistura reagente composta de acido nitrico 0,3N; nitrito de sédio 1% e a-nitroso-B-
naftol em etanol 0,1%;

3. Incubar os tubos, contendo a amostra e a mistura acima, em banho de agua fervente
por 10 minutos.

4. Adicionar 3mL de agua destilada em cada tubo;

5. Fazer a leitura da fluorescéncia das amostras em espectrofluordbmetro Hitachi (modelo
F2000), usando os comprimentos de onda de 436nm (excitagdo) e 535nm (emiss&o),

6. Calcular as concentragbes plasmaticas a partir de uma curva padrdo com

concentracdes conhecidas de Tyr.
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3.2.4 - ISOLAMENTO DE DNA GENOMICO A PARTIR DE SANGUE (Miller, 1988)

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir de uma amostra de sangue
(5 ou 10mL) colhida em EDTA. Foi utilizado o método de precipitagdo com sais (salting-
out), descrito a seguir.
1. Transferir o sangue para um tubo plastico conico estéril de 50mL (tipo Falcon) logo
apos seu descongelamento;
Adicionar agua destilada esterilizada gelada ate completar 50mL;
Agitar as amostras em agitador de tubos;
Centrifugar a amostra por 20 minutos a 3000 rpm em TA,
Desprezar o sobrenadante;

Adicionar 25mL de triton X-100 0,1% (v/v) ao precipitado;

N O AN

Homogeneizar o precipitado por alguns segundos até que o mesmo fique

completamente ressuspenso;

8. Centrifugar por 20 minutos a 3000 rpm em TA;

9. Desprezar o sobrenadante;

10. Adicionar, ao precipitado, 3mL de tampao de lise nuclear (Nucleolysis 1X);

11.Homogeneizar a solugdo no agitador de tubos durante aproximadamente 20
segundos;

12.Adicionar 120ulL da solug&o de proteinase K 10mg/mL e 200ulL de solugdo de SDS
10% (p/v);

13. Homogeneizar rapidamente a solug&o no agitador de tubos;

14.Incubar a amostra a 37°C durante um periodo de 12 a 16 horas;

15. Adicionar 1mL de solucio de acetato de amonio 9,6M;

16. Homogeneizar, no agitador de tubos, por 15 segundos;

17.Deixar a amostra em TA por 10 a 15 minutos;

18. Centrifugar a solug&o durante 20 minutos a 3000 rpm em TA,

19. Transferir o sobrenadante para um frasco de vidro de 20mL estéril;

20. Adicionar ao sobrenadante 10mL de etanol absoluto gelado;

21. Misturar levemente por inversao para a precipitacdo do DNA;

22 Transferir o DNA para um tubo plastico conico de 1,5mL (tipo Eppendorf);

23.Ressuspender o DNA em solucdo de TE (o volume da solucdo de TE depende da

quantidade de DNA obtida);
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24 Manter esta solugdo em TA durante alguns minutos e posteriormente armazenar a

-20°C até o momento de uso.

3.2.5 - QUANTIFICAGAO DE DNA

Diluir 10ul da solugdo de DNA em 490ul de agua Mili-Q (diluicdo 1:50) em um tubo
plastico conico de 1,5mL (tipo Eppendorf);
Fazer a leitura da absorbancia (A) das amostras a 260nm em um quantificador de DNA

(Pharmacia Biotech);

Calcular a concentragdo de DNA considerando que uma unidade de absorbancia
equivale a 50ng/ul de DNA,;

Diluir as amostras de DNA para uma concentracdo final de aproximadamente

100ng/ul.

3.2.6 - PURIFICAGAO DO DNA EXTRAIDO (Ausubel et al., 1997).

Algumas amostras de DNA apresentaram dificuldades no processo de

amplificag@o pela técnica de PCR. Para solucionar o problema estas amostras foram

submetidas a um procedimento de precipitagdo, como o descrito abaixo:

1.

Adicionar, a solucdo de DNA, 1/10 do volume inicial de acetato de sédio 3M (pH 7.,0);

2. Adicionar 2,5 vezes o volume inicial de etanol absoluto gelado;

3. Homogeneizar a solugdo por inversdo e manter a -70°C por 30 minutos ou -20°C por 2

horas;

Centrifugar os tubos por 10 minutos a 14000 rpm em TA,;

5. Descartar o sobrenadante e lavar o précipitado com 200 pl de solucéo de etanol 70%

© 0 N O

(viv);

Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm em TA;

Descartar o sobrenadante;

Deixar o precipitado secando em TA por aproximadamente 20 minutos;

Diluir o precipitado em um volume de soluc¢do de TE igual ao volume inical.
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3.2.7 - AMPLIFICACAO DE FRAGMENTOS DO GENE DA PAH PELA REAGAO EM
CADEIA DA POLIMERASE (PCR) (Newton e Graham, 1994)

Para a identificacdo e a caracterizacdo molecular das mutagdes, regides do
gene da PAH que englobam os exons e suas regibes adjacentes foram amplificadas
através da técnica de PCR. A seqléncia dos oligonucieotideos iniciadores e sua
localizagio encontram-se representadas na figura 3.3. Os primers foram diluidos com
agua Mili-Q até uma concentragdo de 1000 pmoles/ul (solugdo estoque). A solugdo de
uso foi preparada para uma concentragéo de 10 pmoles/ul.

O protocolo de preparo das reagdes de amplificagdo por PCR se encontra
resumido na tabela 3.5. Um tubo branco, com volume de agua Mili-Q igual a quantidade
de DNA encontrada nos tubos testes, foi preparado para cada reagéo de PCR. As

condicbes de amplificagao estdo na tabela 3.6.

Tabela 3.5: Protocolo basico para as reagdes de amplificagao por PCR.

Solugoes 1X

DNTPs 2mM 2,5ul

Tampéao de PCR 10X (com ou sem MgCly) 2,5ul

Primer PKU A (10pmol/ul) 1,50u2,0ul
Primer PKU B (10pmol/ul) 1,50u2,0ul

25 ou 50mM MgCl, (se ndo estiver incluido no tampao) 2,0 ou 1,5uL

Taqg polimerase (1 ou SU/ul) 1,00u 0,5; 0,25uL
DNA (100ng/ulL) 1,0 ou 2,0pL
Agua Mili-Q estéril g.s.p. 25,0ul

Tabela 3.6: Condicoes usadas nas reagcoes de amplificagao.

Estagios Namero de ciclos | Temperatura | Tempo (minuto )

1° Passo: Desnaturag&o inicial 1 94°C 5
Desnaturacéo 94°C 1

2° Passo: Anelamento 30 55°C a 66°C 1
Extensdo 72°C 1#

3° Passo. Extenséo final 1 72°C 5

# O tempo de extensdo usado para a amplificagdo do exon 7 foi de 30 segundos.
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Fragmento 1 (exon 1 e regides adjacentes)

cga ggt taa aac ctt cag ccc cac gtg ctg ttt gcA
AAC CTG CCT GTA CCT GAG GCC CTA AAA  AGC CAG AGA
cCT CAC TCC CGG GGA GCC AGC ATG TCC ACT GCG  GTC
CTG G AAC CCA GGC TTG GGC AGG AARR CTC TCT GAC
TTT GGA CAG gtg agc cac ggc agc ctg agc tge tca
gtt agg gga att tgg gcc tcc aga gaa aga gat ccg
aag act gct ggt gct tcc tgg ttt cat aag ctc agt

Fragmento 2 (exon 2 e regides adjacentes)

atg caa gat tta act aga aga aag agt tca tgc ttg
ctt tgt cca tgg agg ttt aac agg aat gaa ttg cta
aac tgt gga aaa tgt ttt aaa caa atg cat ctt atc
ctg tag GARA ACA AGC TAT ATT GARA GAC ARC TGC  AAT
CAA ADT GGT  GC ATA TCA CTG ATC 7TTC cx  C1C 20
GAR GAA @ETT GGT GCA TTG GCC ARAR GTA TTG  CGC 2
TTT GAG gtc agt gct aca atc atg ttt gtec ttg gat
aat gtc gta gca aac ttc cat gttt ctt ttc tag tta
gat gca atg aaa aga aca cag gat ctg gaa cag g

Fragmento 3 (exon 3 e regides adjacentes)

tgg tte tgc atc ttt ggc ctg cgt ttc ctg tga
ctyg tct cct cac cct ccec cat o tcet gtc tag GEG
ARAT SAT GTA  AARC CTG ACC CAC ATT TCT 2GA CCT
TCT CGT TTA AAG ARA GAT GAG TAT TTT TTC ACC
CAT TG GAT anzn CGT AGC CTG CCT CT5 =Cx RRCT
ATC =7C ARG ATC TTG AGG CAT GAC GGT GCC =CT
GTC CAT GAG CTT TCA CGA  GAT \G ARR GRAZ RACAR
Ggt aag aat tag agg aat ttt gca taa gta act
cac atg Tct tat a

Fragmento 4 (exon 4 e regides adjacentes)

tgt tct gce aat ctg tac  tca gga cgt tgc ctt ctc
tgt gtt tca gTG CCC TGG TTC CCA AGA ACC ATT CR2
GAG TG GA AGA TIT GCC AAT CAG ATT cTC ACC TET
GGA 3G GAR CTG GAT GCT GAC CAC CCT gtg agt cca
tgg cce  gta gat gag att ttt tga ca

Figura 3.3: Sequéncias do gene da PAH humana. Os introns esto representados em preto e
em letras minusculas e os exons estdo representados em vermelho e em letras mailsculas. As
sequéncias correspondentes aos oligonucleotideos iniciadores encontram-se sublinhadas.



Material e Métodos 66

Fragmento 5 (exon 5 e regioes adjacentes)

aga gct aag ttt aac ccg aga ctt tag ttt tag ggt
ata ccec  aag gga  agg  aga gat gca ctg tca tgg ctt
tag agc ccc cat tca aag cat tca taa agg tac cag
acc tct tcc tat gaa gcc  ttg aaa aat cag gtg tct
ctt ttc tcc tag GGT TTT AR”RA GAT CCT GTG TAC GT
GCA AGA CGG AAG CAG TTT GCT GAC ATT GCC TAC AAC
TAC CGC CAg taa dgtc tgce ctt  get tgt tga ggg gaa
gag aga aaa aca cac ccc tag cct gct tct ccc ttg
ccc tca tcc agt tga gga tgg aaa ata cca gca tga
aga gta atc ttg <cac gcc ctc gect caa gcc  tte  gtc

Fragmento 6 (exon 6 e regides adjacentes)

ctc cct ctg cta acc taa cct gca ttc  tgce tgt gcc
cct gcc ctg  cct tga gca cct att ttg tgc ctg tat
tct agT GGG CAG CCC AT CCT CGA GTG  CGre  TAT  ATG
GAG GARA GAA G AaAR  ACA TGG GGC ACA GTG TTC AAG
ACT CTG G TCC TTG TAT AAA  ACC CAT GCT  TGC TAT
GAG TAC AAT CAC ATT TTT CCA CTT CTT GREs ARG TAC
TGT GGC  TTC AT GRA GAT AAC ATT CCC CZAC  CTCG  CGA=
GARC GIT TCT can  TTC CTG CAG Agt aag tcc aca tca
ggg tca atg ccc tga gaa agt tgg ggg agg att gag
gea gag gag agg gaa

Fragmento 7 {exon 7 e regides adjacentes)

tat gtg act act cca cta cca aag gtc tce tag tgc
ctc tga «c¢ctg agt ggt gat gag ctt tga gtt ttc ottt
ctt ctt ttc atc cca gCT TGC ACT  GGT TTID CCC ST
CGA ccT GTG eGCt GeGC T o7t TCC ToT SEE 0 ZRT T
TG G&T  GGC CTG G TTC CGA GTC TTC O ZES TGC ~CH
CAG TAC ATC AGA CAT GGA TCC ARG cCce ATCE TAT ACL
ccc GaA  CCg tga gta ctg tcc tcc agc tac cag ttg
cca ggc aca atg agc gcc atc Tttt tcc tgc tgc aag
aat gag gtt tgg gttt cag ttg «c¢ctg gct ggt cca cag
gct agt tgt gta gac tgt ttg ctc gta gta cta aga

Figura 3.3 (continuagao): Seqiiéncias do gene da PAH humana. Os introns estio
representados em preto e em letras minusculas e 0s exons estdo representados em vermelho e
em letras maiusculas. As sequéncias correspondentes aos oligonucleotideos iniciadores
encontram-se sublinhadas.
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Fragmento 8 (exon 8 e regides adjacentes)

C att ctt tct gcc  cat

tcec tca tgt aga aag act gag tct gge ttg gct taa
acc tcc tcc cct ccg agc tcet ctg tgc ttt ctg tct
tte agT GAC ATC TGC CAT GAG CTG TTG GGR CAT GTG
ccC TTG TTT TCA GAT CGC AGC TTT GCC CAG TTT TCC
CAG gta agg aat gga ttt ttt agc ctt cta gtt ata
ggt ctg tga cct gaa ttt ctc aaa tga gtt gag ccc
agg gag agg tce tca tgc cct ctg caa dJag c<cgg aaa

Fragmento 9 (exon 9 e regides adjacentes)

ata aca cac tca ggg tct atg tgg gct gtt ctg aag
gca tct ggc cac cca tca cct  ttt  tat ggc caa  gta
cta ggt tgg ttc tgt ggt tcc aat tac agg aac
aca ggt tct att ttc ccc caa tta cag GRx a2TT
CTT GCCc TCT CTG  GGT GCA CCT  GAT Gaa  TRCZ ATT
ARG CTC GCC  ACA gta agt ccc ttc  tct ccec tgg
gat ggt gga gtg cta tag gct atg gcc ctc agg
ttg aaa ctc tct act cct gga gca ggt atc  tgg

Fragmento 10 (exon 10 e regides adjacentes)

atc cca gtc aag gtg aca cat aaa attc aac cat cat
aga gtg tgc tct cag att gac ttt  cca ttc cag ATT
TAC TGG TTT ACT GTG GAG TTT GGG <CZC  TzC R CE=
GGA GAC TCC ATA ARAG GCA TAT GGT GCT &GG  CTC  C7G
TCA TC TTT  GGET GaAA TTA CAG ta Tga cct tca cag
gaa cca agg ata gat tta aaa gtg gtg ggt aca gaa
aac cat tat tgt gct ttc aat att gtt gaa acc cta
Tttt gta tcc gtt ttg ata tgc aac CTg gca act caxt
tct cca gtg aat t

Figura 3.3 (continuagado): Seqiliéncias do gene da PAH humana. Os introns est3o
representados em preto e em letras minusculas e os exons estdo representados em vermelho e
em letras mailsculas. As sequéncias correspondentes aos oligonucleotideos iniciadores
encontram-se sublinhadas.
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Fragmento 11 (exon 11 e regides adjacentes)

gga ctg tgg tgt aga agg aat c¢cgg gtt gag atg aga
gaa ggg gca caa atg gcc tat ggg atg cag cag gga
ata ctg atc «ctg att taa cag tga taa taa ctt ttc
act tgg ggc <cta cag TAC TGC TTA TCA GAG ARG CCA
AQG CTT CTC CCC CTG GAG CTIG GAG AAG ACA GCC ATC
CAA AAT TAC ACT GTC ACG GAG TTC CAG CCC CTG TAT
TAC GTG GCA GAG AGT TTT AAT GAT GCC ARG GAG AAA
GTA AGg tga ggt ggt gac aaa ggt gag cca cta gct
ctg ggg gcc tece tga ctg gtg cca ctc atc  tgt  ggg
tgg ttc <cag gag agt gga ctc caa tgt cta cag tat
ttg tac ata gac agt ttc tct cca tgt tct cac ctc

Fragmento 12 (exon 12 e regidoes adjacentes)

tcce taa aaa aga agt aaa atg cca ctg aga act ctc
tta aga cta cct ttc tcc aaa tgg tgc ccc ttc act
caa gcc  tgt  ggt  ttt ggt ctt agG ARAC TTT GCT  GCC
ACA atTa  CCT  CsG CCc TTC TCA GTT  CGC CAC  CCA
TAC ACC CAR AGG  ATT GAG GTC TTG GARC ACC CAG
CAG CTT AAG  ATT  TTG GCT  GAT  TCC  ATT AgT aad
taa Tttt aca cct tac gag gcc act cgg Tttt ctc agt
aat cga aga ctg tct ttc cct acc atc gcc ata gg

Fragmento 13 (exon 13 e regides adjacentes)

gca ccc agc TCa tce aag aag gcc cac t tcc cct
agt ctt tca cta gga cac ttg aag agt Tttt tgc tta
tta tac aag tgg ccc att ttg atg gtg t ttc ttt
gta CT  CGAR  RTT  GGA  ATC  CTT  TGC AGT ZCC CTIC CRG
ARR ETA RRT TR AGC  CAT  GGA CAG AAT GTG CGTC TGT
CAG CIG TGA ATC TGT TGA TGG AGA TCC ARC TAT TTC
TTT CAT CAG ARA ARG TCC GAA ARG CAR ACC TTA ATT

TAA: Cbédon de parada

Figura 3.3 (continuagdo): Seqiliéncias do gene da PAH humana. Os introns estido
representados em preto e em letras minusculas e os exons estdo representados em vermelho e
em letras maiusculas. As seqiéncias correspondentes aos oligonucleotideos iniciadores
encontram-se sublinhadas.
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3.2.8 - ANALISE DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS EM GEL DE AGAROSE (Ausubel
et al. 1997)

1. Submeter os produtos de PCR a analise por eletroforese em gel de agarose a 1,5% ou
2,0% ou 2,5% (p/v), de acordo com o tamanho do fragmento analisado;

2. Adicionar uma aliquota de 5,0ulL do produto amplificado a 1,0ul de tampéo de corrida
(I ou ll) e homogeneizar;

3. Aplicar cada produto de PCR em uma canaleta do gel;

4. Submeter a eletroforese horizontal em tampao TBE 1X a 100V durante 30, 40 ou 45
minutos, conforme o tamanho do fragmento a ser visualizado;

5. Transferir 0 gel de agarose para um transiluminador com luz ultravioleta e visualizar os
fragmentos de DNA (isto ocorre devido ao brometo de etidio, presente no gel de
agarose, intercalar-se na molécula de DNA e emitir fluorescéncia quando exposto a luz
ultravioleta);

6. Comparar o tamanho do fragmento amplificado ao marcador de peso molecular (100

pb ou 123 pb) com o objetivo de confirmar a amplificagéo desejada.

3.2.9 - ANALISE DE POLIMORFISMOS CONFORMACIONAIS DE CADEIA SIMPLES
(SSCP) (Orita et al., 1989; Labrune et a/., 1991)

Todos os fragmentos do gene da PAH foram amplificados separadamente
conforme o item 3.2.7. As amostras de DNA dos pacientes e de individuos controles foram
entdo submetidas a analise por SSCP, a fim de identificar regiées do gene com alteracdes

na sequéncia génica.

a) Fundamentagao: O método baseia-se no fato que o DNA sofre desnaturacédo em alta
temperatura (acima de 90°C), formando 2 fitas simples. Os produtos de desnaturacéo,
quando submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante, assumem
uma conformacgao secundaria dependente de sua sequéncia primaria de nucleotideos. A
presenca de uma alteracdo na sequéncia normal ocasiona um padrao de migragao
alterado e distinto, o qual pode ser visualizado ao final da analise.
O protocolo realizado esta descrito abaixo:
1. Adicionar uma aliquota de 8uL do produto de DNA amplificado a 5uL de tampao de

corrida lll;
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Desnaturar as amostras em termociclador a 99°C por 10 minutos;

Transferir as amostras, apds a desnaturacgéo, imediatamente para um banho de gelo e
manté-las durante 5 minutos;

Aplicar uma aliquota de 6ul dos produtos desnaturados em um gel de MDE a 6%

(p/v).
A tabela 3.7 mostra as condi¢cdes da analise de SSCP utilizadas neste estudo.

Tabela 3.7: Fragmentos do gene da PAH submetidos a analise por SSCP.

Fragmento Tamanho Poténcia | Tempo de eletroforese | Temperatura
(pb) W) (horas) (°C)
1 210 5 17 18
2 237 5 18 18
3 271 5 22 4
9 15 18
4 145 5 14 18
5 266 5 20 18
6 270 5 19 18
7 274 5 21 18
8 183 5 16 18
9 179 5 16 18
10 250 5 18 18
11 324 5 21 18
12 239 5 18 18
13 170 5 15 18

b) Coloragao do gel com nitrato de prata: A revelagcdo do gel foi realizada conforme o

protocolo descrito abaixo. As solugdes foram sempre preparadas na hora do

procedimento e sob agitagdo com suave movimentos de rotacéo.

1.

Colocar o gel em um recipiente com solugao de etanol a 10% (v/v) e manté-lo por 5

minutos (fixacdo das amostras);

. Transferir o gel para solucédo de acido nitrico a 1% (v/v) e manté-lo por 3 minutos

(oxidagdo do gel);

Lavar o gel 2 vezes com agua destilada e deionizada durante poucos segundos;
Colocar o gel em solugcgo de nitrato de prata 0,012M e manté-lo por 20 minutos
(coloracgao do gel);

Lavar o gel 2 vezes com agua destilada e deionizada durante poucos segundos;
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6. Cobrir o gel com solucdo de carbonato de sédio anidro 0,28M e formaldeido a 37%
(viv) e manté-lo por 10 a 20 minutos, até o aparecimento completo dos fragmentos
(revelagao do gel);

7. Interromper a revelagdo transferindo o gel para uma solug&o de acido acético a 10%
(v/v) e manté-lo por 2 minutos;

8. Lavar o gel um vez com agua destilada e deionizada durante poucos segundos;

9. Colocar o gel em solugao de etanol a 50% (v/v) durante 30 minutos.

Apods o procedimento de coloragao, o gel foi transferido para papel Whatman

3mm, coberto com um plastico protetor (Magipack) e colocado em um secador de gel a

vacuo. A secagem foi realizada em temperatura de 65°C por 20 a 30 minutos.

A Ultima etapa da analise por SSCP consistiu em arquivar a imagem do gel
seco em um sistema de videodocumentagao e analise de géis (Econoimage Light Cabinet

- Alpha Imager 2000), para posterior interpretacédo do padrdo de migracdo das amostras

em estudo.
3.2.10 - ANALISE POR DIGESTAO COM ENDONUCLEASES DE RESTRIC}AO

Levando em consideragido que na regiao sul do Brasil € observada a ocorréncia
de uma grande propor¢ao de descendentes de imigrantes da Europa (principalmente da
Peninsula Ibérica, Italia, Alemanha e, em menor numero, da Poldnia), foram selecionadas
para este estudo as mutacbes que apresentaram freqléncias elevadas nestas
populacgdes, as quais estao localizadas nos fragmentos 3, 7, 11 e 12. Desta forma, as
amostras que apresentaram alteragcdes nestes fragmentos pela técnica de SSCP, foram
posteriormente analisadas por digestdo com enzimas de restricdo para a deteccdo das
seguintes mutacdes: I165T (exon 3); R252W, R261Q e R261X (exon 7); IVS10nt-11g>a e
V388M (exon 11); IVS12nt1g>a e R408W (exon12).

Apos a analise de SSCP, as amostras dos fragmentos 3, 7, 11 e 12 que
apresentaram padrbes de migragao normais foram submetidos somente a analise com
endonucleases de restricdo.

O protocolo empregado na preparagdo das reacOes de digestdo esta
representado na tabela 3.8. As reacgdes foram incubadas a 37°C por 12 a 16 horas, com
excecao das reagdes que utilizaram a enzima Tag1, as quais foram incubadas a 60°C

pelo mesmo periodo de tempo.
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A tabela 3.9 mostra os dados de interpretacdo utilizados na detecgdo das

mutagbes.

Tabela 3.8: Protocolo de digestao com endonucleases de restrigao.

Solugoes 1X

Tampéao da enzima de restricdo (10X) 2,0ul
Enzima de restricao (5U/ul ou 10U/uL) 1,0a2,0uL
Produto de PCR 10,0 a 14,0nL
Agua Mili-Q estéril g.s.p. 25,0uL

Tabela 3.9: Dados de interpretacao para a detecgcao das mutacoes 165T,
R252W, R261Q, R261X, IVS10nt- 11g->a, V388M, IVS12nt1g->a e R408W.

Fragmentos esperados
Fragmentos Mutagao Enzima| Produto de | Alelo normal | Alelo mutante
PCR (pb) (pb) (pb)
3' 165T Taq1 92 72 + 20 92
R252wW Aval 274 182 + 92 274
v R261Q Hinf1 274 154 + 120 274
R261X Dde1 274 274 156 + 118
IVS10nt-11g>a| Dde1 324 324 244 + 80
T V388M BsaA1 324 188 + 136 324
12 R408W Sty 239 239 145 + 94
12' IVS12nt1g>a | Rsa1 211 192 + 19 211

3.2.11 - ELETROFORESE DOS PRODUTOS DE DIGESTAO

ApoOs a digestdo com as enzimas de restricéo, aliquotas de 5 a 10ul do produto
das reacdes foram adicionadas a 1ulL do tampéo de corrida (I ou lI). Os produtos foram
aplicados em gel de agarose a 2,0%, 2,5% e 3,0% conforme o tamanho dos fragmentos e
submetidos a uma separagdo eletroforética em cuba horizontal (10 x 14cm) durante um
periodo de 40 a 120 minutos, de acordo com o tamanho dos fragmentos esperados. Os
fragmentos digeridos foram visualizados por transiluminagdo com luz ultravioleta. Os
fragmentos produzidos pela digestdo foram comparados ao marcadores de peso

molecular de 100 pb e 123 pb.
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3.2.12 - SEQUENCIAMENTO DIRETO

As amostras que apresentaram mobilidade eletroforética alterada no SSCP e
mutagdo ndo identificada por analise com enzima de restrigdo foram submetidas a analise
de sequenciamento (manual ou automatizado).

As amostras foram amplificadas com oligonuclectideos iniciadores, conforme
descrito no item 3.2.7. Os produtos de PCR foram entdo purificados utilizando o kit
Concert™ Rapid PCR Furification System (Gibco-BRL Products), seguindo as instrucdes
do fornecedor.

Os produtos purificados foram entdo submetidos & analise de sequienciamento,
utilizando o kit Sequenase™ versdao 2.0 (U.S. Biochemical Co.), no sequenciamento
manual ou o método de terminagéo fluorescente em um sequienciador automatico (AB/
Prist™ 377-XL, PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O seqiencimento dos
fragmentos de DNA foi realizado na Inglaterra pela Dra. Maria Luiza Pereira e nos
Estados Unidos da América (Department of Human Genetics, Mount Sinai Medical

Center) pelos Drs. Claudio V. Peredo e Robert Desnick.
3.2.13 - CORRELAGCAO GENOTIPO - FENOTIPO

a) Pacientes com HPA por deficiéncia de PAH:

O fendtipo dos pacientes foi classificado de acordo com a tolerancia a dieta
restrita em Phe (Guttler e Guldberg, 1996), de acordo com os dado abaixo:
¢ PKU classica: tolerancia entre 250 a 350 mg de Phe/dia (abaixo de 20 mg/kg por dia);
e PKU moderada: tolerancia entre 350 a 400 mg de Phe/dia (20 a 25 mg/kg por dia);

o PKU leve: tolerancia entre 400 a 600 mg de Phe/dia (25 a 50 mg/kg por dia);
o HPA n&o-PKU: niveis de Phe entre 400 e 600 umol/L em dieta normal.

As concentragbes da atividade de PAH obtidas por estudos de expresséo in
vitro do cDNA da PAH normal e mutante foram usados para prever o nivel de atividade de
PAH em pacientes com gendtipos conhecidos. O valor da atividade residual prevista de
PAH (ARP) foi calculado considerando a média dos niveis da atividade de PAH
associados a cada enzima mutante e foi expresso como a percentagem do nivel normal
da atividade de PAH (Okano et al., 1991).
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A ARP foi comparada com os indices bioquimicos associados ao diagnostico
(niveis de Phe e Tyr pré-tratamento, tolerancia & Phe da dieta e teste de sobrecarga) e ao
tratamento (valores de Phe e Tyr durante os primeiros 5 anos de vida) dos pacientes com
HPA por deficiéencia de PAH. Os valores de Tyr foram considerados apenas para os
pacientes com diagnostico precoce.

A ARP foi comparada também com o quadro clinico (presenca ou ndo de
retardo mental, convulsdes, eletroencefalograma alterado, valores do quociente de
inteligéncia [Ql]) apresentado pelos pacientes com diagnéstico tardioc. O QI foi
determinado pela escala de inteligéncia de Wechsler para criangas (WISC).

Os indices associados ao diagnoéstico e ao tratamento de todos os pacientes
com HPA por deficiéncia de PAH foram comparados entre si. Estes indices foram também

comparados com o quadro clinico apresentado pelos pacientes com diagndstico tardio.

b) Heterozigotos obrigatérios para HPA por deficiéncia de PAH:

Apos a determinagdo das concentragdes plasmaticas dos aminoacidos Phe e
Tyr, os valores das relagbes PhelTyr e Phe/T yr foram calculadas para os individuos
controles e heterozigotos, em jejum e 30 minutos apds a sobrecarga de aspartame.

Os resultados de cada parametro (Phe, Tyr, Phe/Tyr e Phe?/Tyr), foram
comparados nas seguintes situacdes:
e jejum x sobrecarga de aspartame (controles x controles e heterozigotos x

heterozigotos);

e jejum x jejum (controles x heterozigotos),
e sobrecarga de aspartame x sobrecarga de aspartame (controles x heterozigotos).

Para avaliar o efeito de um unico alelo mutante no metabolismo da Phe e Tyr

em heterozigotos para PKU, os dados bioquimicos € moleculares foram comparados.
3.2.14 - ANALISE ESTATISTICA

Os programas SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) e PEPI
(Computer Programs for Epidemiologist, Version 3.0) foram usados para a andlise

estatistica dos resultados apresentados neste estudo.

a) Pacientes com HPA por deficiéncia de PAH:

Os testes estatisticos usados para a analise dos resultados foram os seguintes:



Material e Métodos 75

e Teste de comparagdo de proporgbes e intervalo de confianga exato de Fischer:
aplicados na comparagéo entre as frequéncias das mutagbes encontradas neste
estudo e as freqiéncias observadas em outros estudos;

o Coeficiente de correlacdo produto-momento de Pearson (r). teste usado para
determinar o nivel de correlacdo entre as variaveis quantitativas (indices bioquimicos
associados ao diagnéstico e tratamento, valores de Ql e ARP),

¢ Andlise de regressao linear multipla: teste usado para avaliar a relagdo causa - efeito
entre as variaveis quantitativas que apresentaram correlagbes significativas no
coeficiente de Pearson;

e Teste exato de Fischer: usado para analisar a associacdo entre as variaveis do
fendtipo representado por parametros do quadro clinico (convulsdes,
eletroencefalograma e retardo mental);

e Teste U de Mann-Whitney: aplicado para a analise de associagdo entre as variaveis do
fendtipo ligado aos parametros do quadro clinico (convulsbes, eletroencefalograma e
retardo mental) e as variaveis quantitativas (parametros bioquimicos associados ao
diagnostico e tratamento e os valores de ARP);

o Teste de Kruskal-Wallis: usado para verificar o grau de discriminacdo entre os
fendtipos PKU classica, PKU moderada e PKU leve, considerando os niveis de Phe
pré e durante o tratamento, tolerancia a dieta e os valores da ARP. O teste de Dunn foi
aplicado para testar o grau de significancia entre estas variaveis;

o Teste de MacNemar: usado para correlacionar o gendtipo observado nos nossos
pacientes com o genotipo do Banco de Dados do Consorcio de Analise Mutacional do
Gene da PAH ( http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et al., 1998).

As frequéncias das mutagdes encontradas foram calculadas pela diviséo do
numero de alelos portadores das mesmas pelo ndmero total de alelos pesquisados. Para

a determinac&o dos valores percentuais, este coeficiente foi multiplicado por 100.

b) Heterozigotos obrigatdrios para HPA por deficiéncia de PAH:

Para analisar os parametros Phe, Tyr, Phe/Tyr e Phe®Tyr em heterozigotos e
individuos controles (situagao de jejum e apds a sobrecarga de aspartame), foi utilizado o
teste "t" de Student para amostras pareadas e independentes ou entdo sua variavel t'

quando as variancias diferiram significativamente (Snedecor e Cochran, 1973).
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4. RESULTADOS
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4.1 - DETECGAO DA MUTAGAO FREQUENTE (V388M)

A mutacédo V388M é causada por uma transigcdo de guanina para adenina na
posicdo 1162 do gene da PAH, levando a substituicdo do aminoéacido valina por metionina
na posicdo 388 da proteina. A presenca desta mutagdo causa a perda do sitio de
reconhecimento para a endonuclease de restricdo BsaA1.

O fragmento 11 que engloba o exon 11 e regides adjacentes foi amplificado
utilizando os oligonucleotideos iniciadores PKU 11A e PKU 11B (tabela 3.3). Os produtos
amplificados correspondentes a 324 pb foram analisados em gel de agarose 1,5% (p/v)
para a confirmacéo da presenca do fragmento esperado (figura 4.1a).

ApoOs a amplificagdo, os produtos de PCR foram submetidos a digestdo com a
endonuclease de restricdo BsaA1 e analisados em gel de agarose 2,0% (p/v). Esta
enzima cliva o fragmento de 324 pb em dois fragmentos menores de 188 pb e 136 pb na
presenca do alelo normal. Na presenca da mutagdo, o fragmento original permanece
intacto.

Desta forma, um individuo homozigoto para a sequéncia normal apresenta os 2
fragmentos menores, um individuo heterozigoto apresenta 3 fragmentos (o produto de
PCR intacto e os 2 fragmentos menores) e um individuo homozigoto para a seqiéncia
mutante apresenta apenas o fragmento de 324 pb.

Foram encontrados 3 pacientes portadores da mutacdo V388M na amostra
estudada, sendo 1 homozigoto e 2 heterozigotos para a alteracdo em questao (figura
4.1b). A presenga da mutagdo V388M nestes pacientes foi também confirmada por

sequenciamento direto.
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Figura 4.1: Detecgio da mutagdo V388M. A) Eletroforese dos produtos de PCR em gel de
agarose 1,5% (pfv). Canaleta 1. marcador de peso molecular de 100 pb: canaleta 2: controle
negativo; canaletas 3 a 7: pacientes com deficiéncia de PAH. B) Os produtos de PCR foram
submetidos a digestdo com a enzima de restricdo BsaAl e posteriormente analisados por
eletroforese em gel de agarose 2,0% (p/v). Canaletas 1 e 12: marcador de peso molecular de 123
pb; canaletas 2 e 5. pacientes com deficiencia de PAH heterozigotos parz esta mutacgéo;
canaletas 3 e 7: individuos heterozigotos obrigatdrios para a deficiéncia de PAH n&o portadores
da mutagéo V388M; canaletas 4, 6 e 9: individuos heterozigotos obrigatdrios para a deficiéncia de
PAH com a mutagdo V388M; canaleta 8. paciente com deficiéncia de PAH homozigoto para a
mutacdo festada; canaleta 10: controle negativo; canaleta 11: produto de PCR n&o submetido a
digestao.
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4.2 - ANALISE DE FRAGMENTOS DE DNA PELA TECNICA DE SSCP

4.2.1 - FRAGMENTO 1:

O fragmento 1, o qual engloba o exon 1 e suas regides adjacentes &' e 3, fol
amplificado utilizando os oligonucleotideos iniciadores PKU 1A e PKU 1B (tabela 3.3). Os
produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 1,5% (p/v) para verificar &
amplificacéo do fragmento de 210 pb (figura 4.2a).

Apds a amplificacdo por PCR, os produtos foram submetidos & andlise por
SSCP. Foi observado um paciente com deficiéncia de PAH com um padr&o de migracgéo
diferente (canaleta 10) do observado em individuos controles {canaletas 1 e 2), indicando
uma alterac@o na seqliéncia génica deste paciente (figura 4.2b). A presenca da mutagéo

foi posteriormente confirmada através do seqlenciamento deste fragmento de DNA

A)
210 ph
B}
%
i Z 3 % 5 & 7 & g i 11 12

Figura 4.2: Analise por SSCP do fragments 1. A} Eletroforese dos produtos de PCR em gel de
agarose 1,5% (p/v). Canaletas 1 a 5 pacientes com deficiéncia de PAH; canaleta 8 controle
negativo; canaleta 7. marcador de peso molecular de 100 pb. B) Eletroforese dos produtos de
PCR desnaturados em gel de poliacrilamida {contendo MDE) corado com nitrato de prata
Canaletas 1 e 2: controles negalives; canaletas 3 a 9, 11 e 12: pacientes com deficiéncia de PAH
com padréc de migracdo normal; canaleta 10: paciente com deficiéncia de PAH que apresentou
um padrao de migrac&o alterado para este fragmento.
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4.2.2 - FRAGMENTO 2:

Para a amplificaggo do fragmento 2, o qual abrange o exon 2 € suas regides
adjacentes 5' e 3', foram utilizados como iniciadores os oligonucleotideos PKU 2A e PKU
2B (tabela 3.3). O produto amplificado apresenta 237 pb de DNA gendmico (figura 4.3a).

Apos a amplificacdo por PCR, os produtos obtidos de todos os pacientes foram
submetidos & analise por SSCP. Neste fragmento, foram identificadas alteracbes na
seqiiéncia génica de 10 pacientes, os quais apresentaram padrbes de migracgo allerados
e distintos entre si em comparacao ao padrdo observado na mesma seqléncia dos
individuos controles (figura 4.3b). Estas alteracbes foram posteriormente confirmadas

através do seglenciamento deste fragmento de DNA

A)
237 pb
B)
E I * % % ¥ x % #
L 23 4 5 6 7 22

€ 9 10 1112 131415 1617 18 19 20 21

Figura 4.3: Anélise por SSCP do fragmento 2. A) Eletroforese dos produtes de PCR em gel de
agarose 2,0% (p/v). Canaleta 1. marcador de pesc molecular de 100 pb; canaleta 2. controle
negativo; canaletas 3 a 7. pacientes com deficiéncia de PAH. B) Eletroforese dos produios de
PCR desnaturados em gel de poliacrilamida {(contendo MDE) corade com nitrato de prate
Canaletas 1 e 2: controles negativos; canaletas 3 & 5, 9 a 12, 18, 19 e 21 pacientes com
deficiéncia de PAH que apresentaram padrbes de migracso alteradoes; cangletas 6a 8, 13a 17, 20
e 22: pacientes com deficiéncia de PAH com padréc de migragdo normal.
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4.2.3 - FRAGMENTO 3:

O fragmento 3, o qual engloba o exon 3 e suas regides adjacentes 5' e 3, foi
amplificado utilizando os oligonucleotideos iniciadores PKU 3A e PKU 3B (tabela 3.3). A
analise eletroforética em gel de agarose 1,5% (p/v) dos produtos de PCR permitiu a
visualizagdo de um fragmento correspondente a 271 pb de DNA gendmico (figura 4.4a).

Apds a amplificacdo por PCR, os produtos foram submetidos a analise por
SSCP, a qual foi realizada em 2 temperaturas diferentes (18°C e 4°C). Nas duas
temperaturas testadas foi observado um paciente com padrédo de migracdo alterado
(canaleta 1 da figura 4.4b e canaleta 5 da figura 4.4c correspondem a mesma amostra)
quando comparado ao padrao normal observado em individuos controles. Esta alteracéo

foi posteriormente confirmada por seqlenciamento deste fragmento de DNA.

4.2.4 - FRAGMENTO 4:

Os oligonucleotideos iniciadores PKU 4A e PKU 4B (tabela 3.3) foram
utilizados para a amplificagdo do fragmento 4 (exon 4 e suas regides adjacentes 5' e 3'). A
analise dos produtos de PCR em gel de agarose 2,0% (p/v) confirmou a amplificacdo do
fragmento esperado de 145 pb (figura 4.5a). Neste caso, através do PCR foi possivel a
identificacdo de um paciente com produto de tamanho alterado (canaleta 3 da figura
4.5a), o qual pode ser melhor observado na figura 4.5b (canaleta 2).

A analise por SSCP dos produtos de PCR de todos os pacientes analisados,
permitiu a identificagdo de um paciente com padrdo de migragdo alterado (canaleta 13,
figura 4.5c) em relagdo ao padrdo observado em individuos controles, indicando uma
alteracdo na sequéncia génica deste paciente. Esta amostra € a mesma observada nas
figuras 4.5a e 4.5b e a presencga de uma mutacao foi posteriormente confirmada através

do sequienciamento deste fragmento de DNA.
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Figura 4.4: Anélise por SSCP do fragmente 3. A) Eletroforese dos produtos de PCR em gel de
agarose 1,5% (pfv). Canaleta 1. marcador de peso molecular de 100 pb, canaleta 2. conlrole
negativo; canaietas 3 a 7. pacientes com deficiéncia de PAH. B) Eletroforese dos produtos de
PCR desnaturados em gel de poliacrilamida (contendo MDE) 2 18°C e corade com nitrate de
prata. Canaleta 1. paciente com deficiéncia de PAH que apresentou padrao de migragéo ailterado;
canaletas 2 a 8! pacientes com deficiéncia de PAH com padréo de migracdo normal; canaletas 10
a 12! controles negatives. C) Eletroferese dos produtos de PCR desnaturados em gel de
poliacrilamida {contendo MDE) a 4°C e corado com nitrato de prata. Canaletas 1 a2 4, 8 ¢ 7:
pacientes com deficiéncia de PAH com padrio de migragé@c normal para este fragmento; canaleta
5: paciente com deficiencia de PAH que apresentou padréo de migracéo alterado; cangletas 8§ e &
controles negativos.
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Figura 4.5: Analise por SSCP do fragmento 4. A} Eletroforese dos produtos de PCR em gel de
agarose 2,0% (p/v). Canaleta 1. marcador de peso molecular de 100 pb; canaleta 2: controle
negativo; canaleta 3: produto de PCR de tamanhe alterado para um paciente com deficiéncia de
PAH: canaleta 4. heterozigoto obrigatdric para a deficiéncia de PAH (m8e do paciente
representado na canaleta 3); canaletas 5 e 8: produtos de PCR de tamanho esperado para os
pacientes com deficiéncia de PAH. B} Eletroforese dos produtos de PCR em gel de poliacritamida
8,0% (v/v) e corado com brometo de etidio. Canaletas 1 e 6: marcador de peso molecular de 100
ob; canaleta 2. paciente com deficiéncia de PAH; canaleta 3. heterozigoto obrigatorio para 2
deficiéncia de PAH {m&e do paciente representado na cangleta 2}, canaletas 4 e 5 individuos
normais. C} Eletreforese dos produtos de PCR desnaturados em gel de poliacrilamida {contendo
MDE) corado com nitrato de prata. Canaletas 1 e 2. controles negativos; canaletas 3 2 12, 14 ¢
15: pacientes com deficiéncia de PAH com padrdo de migraggo normal; canaleta 13: paciente com
deficiéncia de PAH gue apresentou um padrio de migragéo alterado.
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4.2.5 - FRAGMENTO 5:

Para a amplificacdo do fragmento 5 (0 exon 5 e suas regides adjacentes &' e 3)
foram utilizados os oligonucleotideocs iniciadores PKU 5A e PKU 5B (tabela 3.3), os quais
produzem um fragmento de 266 pb apds a reacdo de PCR. Os resultados da reagéo de
amplificac&o podem ser observados na figura 4.6a.

Apds a amplificacdo por PCR, os produtos foram submetidos & anélise por
SSCP. Neste fragmento, foi identificado um paciente com um padréo de migracdo
alterado (canaleta 7, figura 4.6b) em relaggo ao padréc observado em individuos
controles, indicando uma alteraga@c na seqgléncia génica deste paciente. A presenca de
uma mutagéo foi posteriormente confirmada por seglenciamento deste fragmento de
DNA
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Figura 4.6: Analise por SSCP do fragmento 5. A) Eletroforese dos produtos de PCR em ge!l de
agarose 1,5% (piv). Canaleta 1. marcador de peso molecular de 100 pb; canaleta 2: controle
negativo; canaletas 3 a2 9: pacientes com deficiéncia de PAH. B) Eletroforese dos produtos de
PCR desnaturados em ge! de poliacrilamida {contendo MDE) corade com nitrato de prata
Canaletas 1 2 6 e 8 pacientes com deficiéncia de PAH com padr8o de migragdo normel;
canaletas 7. paciente com deficiéncia de PAH que apresentou padréc de migracio alierado:
canaletas 9 e 10: controles negatives.
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4.2.6 -FRAGNENTO6:

Para a amplificacdo do fragmento 6 (exon 6 e suas regibes adjacentes §' e 3')
foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores PKU 6A e PKU 6B (tabela 3.3), 0s guais
produzem um fragmento de 270 pb apds a reagdo de PCR. Os resultados da reac@o de

amplificac@o podem ser observados na figura 4.7a.
Apds a amplificacdo por PCR, os produtos foram submetidos 2

analise por SSCP. N&o foram encontradas alteracdes neste fragmento (figura 4.7b).

A
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Figura 4.7: Analise por SSCP do fragmento 8. A) Eletroforese dos produtes de PCR em gel de
agarose 1,5% (plv). Canaleta 1. marcador de peso molecular de 100 pb: canaletas 3 & 13
pacientes com deficiéncia de PAH; canaleta 14: controle negativo. B) Eletroforese dos produtos de
PCR desnaturados em gel de poliacrilamida (contendo MDE) corado com nitrate de prata
Canzletas 1 a 14 pacientes com deficiéncia de PAH com padr@o de migrac@o normal; canaletas
15 e 16: coniroles negativos.
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4.2.7 -FRAGMENTO 7:

Para a amplificagéo do fragmento 7, o gual engloba o exon 7 € suas regides
adjacentes &' e 3', foram utilizados como iniciadores 0s oligonuclectideos PKU 7A e PKU
7B (tabela 3.3). O produto ampiificado por estes primers apresenta 274 pb de DNA
gendmico (figura 4.8a).

Apbs a ampilificacéo por PCR, os produtos foram submetidos & analise por
SSCP. Esta técnica proporcionou a identificacgo de alteragbes na seqiéncia génica de 15
pacientes, os quais apresentaram padrbes de migracdo alterados e, alguns deles,
distintos entre si, quando comparados ao padréo observado na mesma sequéncia génica
de individuos controles (figura 4.8b). Estas alteracdes foram posteriormente confirmadas
atraves da anélise por digestao com enzimas de restricBo efou seqienciamento deste

fragmento de DNA

274 ph

Figura 4.8: Anélise por SSCP do fragmento 7. A) Eletroforese dos produtos de PCR em gel de
agarose 2,0% (p/v). Canaleta 1: marcador de pesc molecular de 100 pb; canaleta 2: controle
negativo; canaletas 3 a 8: pacientes com deficiéncia de PAH. B} Eletroforese dos produtos de
PCR desnaturados em gel de poliacrilamida (contendo MDE) corado com nitrato de prata.
Canaletas 1, 2 e 18: controles negatives; canaletas 3 2 17: pacientes com deficiéncia de PAH gue
apresentaram padrbes de migracdo alterados.
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4.2.8 - FRAGMENTO 8:

Para a amplificagdo do fragmento 8 (exon 8 e suas regides adjacentes &' e 3')
foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores PKU 8A e PKU 8B (tabela 3.3), os quais
produzem um fragmento de 183 pb apds a reagéo de PCR. Os resultados da reacéo de
amplificac@o podem ser observados na figura 4.9a.

Apds a amplificacg@o por PCR, os produtos foram submetidos a analise por

SSCP. Nao foram encontradas alteracbes neste fragmento (figura 4.9b).

A)
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Figura 4.9: Analise por SSCP do fragmento 8. A) Eletroforese dos produtos de PCR em gel de
agarcse 1,5% (p/iv). Canaleta 1. marcador de peso molecular de 123 pb; canzletas 2 z 4;
pacienies com deficiencia de PAH; canaleta 5. controle negative. B) Eletroforese dos produtos de
PCR desnaturados em gel de poliacrilamida {contendo MDE) corado com nitrato de prata
Canaletas 1 e 2: controles negativos; canaletas 3 a 9. pacientes com deficiéncia de PAH com
padréo de migracéo normal.
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4.2.9 - FRAGMENTO 9:

Para a amplificagdo do fragmento 9 (exon 9 e suas regides adjacentes &' e 31)
foram utilizados os oligonuclectideos iniciadores PKU SA e PKU SB (tabela 3.3), os quais
produzem um fragmento de 179 pb apds a reacdo de PCR. Os resultados da reagao de

amplificacé&o podem ser observados na figura 4.10a.
Apos a amplificacdo por PCR, os produtos foram submetidos & analise por

SSCP. Nao foram encontradas alteracdes neste fragmento (figura 4.10b).
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Figura 4.10:; Analise por SSCP do fragmento 8. A) Eletroforese dos produios de PCR em gel de
agarose 1,5% (pfv). Canaleta 1. marcador de peso molecular de 100 pb; canaletas 2 &
pacientes com deficiéncia de PAH; canaleta 5 controle negative. B} Eletroforese dos produtos de
PCR desnaturados em gel de poliacrilamida (contendo MDE) corado com nitrato de prat
Canaletas 1 a 7: pacientes com deficiéncia de PAH com padréo de migragio normal; canaletas 8
e 8 controles negativos.
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4.2.10 - FRAGMENTO 10:

Para a amplificago do fragmento 10 (exon 10 e suas regides adjacentes 5’ e
3') foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores PKU 10A e PKU 10B (tabela 3.3), os
quais produzem um fragmento de 250 pb apds a reacdo de PCR. Os resultados da reagao

de amplificag@o podem ser observados na figura 4.11a.
Apds a amplificacdo por PCR, os produtos foram submetidos a analise por

SSCP. Nio foram encontradas alteracdes neste fragmento (figura 4.11b).
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Figura 4.11: Analise por SSCP do fragmento 10. A} Eletroforese dos produtos de PCR em gel
de agarose 1,5% (p/v). Canzalete 1. marcador de peso molecular de 100 pb; canaletas 2 & 13
pacientes com deficiéncia de PAH, canaleta 14: conirole negativo. B} Eletroforese dos produtos de
PCR desnasturados em gel de poliacrilamida (contendo MDE) corado com nitrato de prata.
Canaletas 1 a 8: pacientes com deficiencia de PAH com padréc de migracdo normal; canaletas ¢

:1,;’
e 10: controles negativos.
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4.2.11 - FRAGMENTO 11:

O fragmento 11 (exon 11 e suas regides adjacentes) foi amplificado utilizando
como iniciadores os oligonucleotideos PKU 11A e PKU 11B (tabela 3.3). A andlise dos
produtos de PCR em gel de agarose 1,5% (pfv) comprovou a presenga de um fragmento
de 324 pb (figura 4.1a).

Apés a amplificag@o por PCR, os produtos foram submetidos @ analise por
8SCP, permitindo 2 identificacéo de altera¢bes na sequéncia génica de 3 pacientes, 0s
guais apresentaram padrées de migragdo alterados (figura 4.12). Estas alteragbes foram
posteriormente confirmadas por digestdo com enzimas de restricdo e seqlenciamento

deste fragmento de DNA.

* * %
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Figura 4.12: Analise por S8SCP do fragmento 11. Eletroforese dos produtos de PCR
desnaturados em gel de poliacrilamida (contendo MDE) corade com nitrafo de prata. Canaletas 1,
3,5 a7, 9a 13 pacientes com deficiéncia de PAH com padrio de migracdo normal; canaletas 2,
4 e 8: pacientes com deficiéncia de PAH que apresentaram padrfes de migracdo alterados;
canaletas 14 e 15: controles negatives.
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4.2.12 - FRAGMENTO 12:

Para a amplificacdo do fragmento 12, o qual compreende o exon 12 e suas
regides adjacentes 5' e 3', foram utilizados como iniciadores os primers PKU 12A e PKU
12B (tabela 3.3). O produto amplificado apresenta 239 pb de DNA gendmico que pode ser
observado na figura 4.13a.

- Aanalise por SSCP permitiu a identificac&o de alteragbes na seqiéncia génica
de 7 pacientes, os quais apresentaram padrées de migracéo alterados em relac&o ao
padrdo observado na mesma seqléncia génica de individuos controles (figura 4.13b e
4.13c). A presenca de mutacdes foi posteriormente confirmada por digestdo com enzimas

de restricao ou sequenciamento deste fragmento de DNA.

4.2.13 - FRAGMENTO 13:

Para a amplificagéo do fragmento 13, o qual abrande o exon 13 e suas regides
adjacentes 5'e 3, foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores PKU 13A e PKU 13B
(tabela 3.3). O produto amplificado apresenta 170 pb de DNA gendmico (figura 4.14a).

Apbs a amplificacdo por PCR, os produtos foram submetidos a analise por
SSCP. Através desta técnica foi possivel identificar alteragdes na seqiiéncia génica de 5
pacientes, os quais apresentaram padrdes de migragao diferentes e distintos entre si em
comparagdo ao padrédo observado na mesma sequéncia génica de individuos controles
(figuras 4.14b). A presenga destas alteracbes foi posteriormente confirmada através do

sequenciamento deste fragmento de DNA.
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Figura 4.13: Andlise por SSCP do fragmento 12. A} Eletroforese dos produtos de PCR em gel
de agarose 2,0% (plv). Canaleta 1; marcador de pesc molecular de 100 pb; canaleta 2! controle
negativo; canaletas 3 a 7: pacientes com deficiéncia de PAH. B) Eletroforese dos produtos de
PCR desnaturados em gel de poliacrilamida {contendo MDE) corado com nitralo de prata
Canazletas 1 e 2: controles negativos; canaletas 3 2 8, 9 a 12 & 14 pacientes com deficiéncia de
PAH com padréo de migracdo normal; canaletas 7, 8 e 13: paciente com deficiéncia de PAH que
apresentaram padroes de migragéo alterados. C) Canaletas 1 e 2: confroles negatives; canaletas
3, 8,7, 10, 12, 14 a 18: pacientes com deficiéncia de PAH com padréo de migrago normal;
canaletas 4, 5, 11 e 13: paciente com deficiéncia de PAH gue apresentaram padroes de migragdo
alterados; canaletas 8 e 9. pacientes com deficiéncia de PAH com padrdes de migra¢do alterados
e correspondentes acs pacientes nas canaletas 7 e 8 da figura 4.13b.



Resuliados 83

A)

X Xk % X *
i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1B 16 17 18

Figura 4.14: Analise por 8SCP do fragmento 13. A} Elefroforese dos produtos de PCR em gei
de agarose 2,0% (plv). Canaleta 1. marcador de pesc molecular de 100 pb; canaleta 2: controle
negative; canaletas 3 a 7: pacientes com deficiéncia de PAH. B) Eletroforese dos produtos de
PCR desnaturados em gel de poliacrilamida {contende MDE) corado com nitrato de prata.
Canszletas 1 a7, 12, 13, 15 e 18: pacientes com deficiéncia de PAH com padrac de migracée
normal neste fragmento; canaletes 8 a 11 e 14 paciente com deficiéncia de PAH que
apresentaram padrées de migra¢ao alterados; canaletas 17 e 18; controles negativos.
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4.2.14 - RESUMO DAS ALTERAGOES ENCONTRADAS PELA TECNICA DE SSCP

Os resultados obtidos pela andlise de SSCP est&o resumidos na tabela 4.1.

Tabela 4.1: Distribui¢do das alteragoes no gene da PAH

identificadas por SSCP.
Fragmento | Nimero de | Ndmero de padroes de migragao
Pacientes alterados observados
1 1 1
2 10 3
3 1 1
4 1 1
5 1 1
6 - -
7 15 11
8 - -
9 - _
10 - -
11 3 2
12 7 4
13 5 3

4.3 - DETECGAO DE MUTAGOES ESPECIFICAS

Para esta etapa do estudo, foram selecionadas mutacdes que apresentam
frequéncias elevadas em populagdes da Europa, principalmente da Peninsula Ibérica,
ltalia, Alemanha e, em um menor numero, da Poldnia. Estas alteragbes localizam-se nos
exons 3,7, 11 e12.

Apds a analise de SSCP, os fragmentos amplificados contendo os exons 3, 7,
11 e 12, que apresentaram padrées de migracdo alterados, foram submetidos & analise

por digestdo com enzimas de restricao especificas.
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4.3.1 - DETECGAO DA MUTAGAO 165T:

A mutagdo 65T é causada por uma transigdo de timina para citosina na
posicdo 194 do gene da PAH, levando a substituigdo do aminoacido isoleucina por
treonina no residuo 65 da proteina. A presenca desta mutacdo causa a perda do sitio de
reconhecimento para a enzima Taqg1.

Para a deteccdo da mutagdo I65T, um fragmento contendo as regides
adjacentes a alteracdo foi amplificado utilizando os primers PKU 3A e PKU 3C (tabela
3.3), os quais amplificam uma regi&o do exon 3 correspondente a um fragmento de 92 pb.
Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 2,5% (p/v) para a
confirmagéo da presencga do fragmento esperado (figura 4.15a).

Apos a amplificacdo, os produtos de PCR foram submetidos a digestdo com a
endonuclease de restricdo Tag1 e analisados em gel de agarose 3,0% (p/v). Esta enzima
cliva o fragmento de 92 pb em dois fragmentos menores de 72 pb e 20 pb na seqgléncia
normal do gene da PAH. Na presengca da mutagdo, como ocorre a perda do sitio de
reconhecimento, o fragmento n&o é clivado.

Um individuo homozigoto para a sequéncia normal apresenta 2 fragmentos
menores, um individuo heterozigoto apresenta 3 fragmentos (o produto de PCR intacto e
os 2 fragmentos menores) e um individuo homozigoto para a segiéncia mutante
apresenta apenas o fragmento de 92 pb.

Nas amostras estudadas, foram encontrados 9 pacientes com a mutacéo 65T,
sendo 2 homozigotos e 7 heterozigotos para a mesma. A figura 4.15b mostra os

resultados obtidos em 2 pacientes com deficiéncia de PAH e seus familiares.
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A)

82 pb

O —n

Figura 4.15: Deteccdc da mutagdo 185T. A) Eletroforese dos produtos de PCR em gel de
agarose 2.5% (p/v). Caneletz 1. marcador de peso molecular de 100 pb; canaleta 2. controle
negativo; canaletas 3 a2 7 pacientes com deficiéncia de PAH. B) Eletroforese dos produios de
digest2o em gel de agarose 3,0% (pfv). Cangleta 1. marcador de peso molecular de 100pb;
canaleta 2. produto de PCR nac submetido a digestdo; canaleta 3: paciente com deficiéncia de
PAM heterozigoto para a mutaco 185T; canaletas 4, 7 e 8: individuos heterozigotos obrigatérios
para a deficiéncia de PAH com a mutacao 1657, canalete 5 individuo heterozigoto obrigatdrio néo
portador da mutaggo 1857, canaleta 8 paciente com deficiéncia de PAH homozigote para esta
mutagao; canaleta 9. controle negativo.
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4.3.2 - DETECCAC DA MUTAGAO R252wW:

A mutacdo R252W, causada pela transicdo de citosina por timina na posigéo
754 do gene da PAH, origina a substituicZo de arginina por triptofano na posicéo 252 da
proteina. Esta mutag@o causa a perda do sitio de reconhecimento para a enzima Aval.

Um fragmento de 274 pb, contendo as regides adjacentes a alteracdo, foi
amplificado utilizando os primers PKU 7A e PKU 7B (tabela 3.3 e figura 4.8a). Apds a
amplificac@o, os produtos de PCR foram submetidos & digestéo com a endonuclease de
restricBo Aval e analisados em gel de agarose 3,0% (p/v). Na seguéncia normal, esta
enzima cliva o fragmento de 274 pb em dois fragmentos de 182 pb e 92 pb. Na presenca
da mutacéo, o fragmento n&o € clivado.

Um individuo homozigoto para a segliéncia normal apresenta apenas 0s 2
fragmentos menores, um individuo heterozigoto apresenta 3 fragmentos (0 produto de
PCR intacto e os 2 fragmentos menores) e um individuo homozigoto para a seqléncia
mutante apresenta apenas o fragmento de 274 pb.

A analise com a enzima de restricdo Avatl permitiu a detecgdo de 1 paciente

heterozigoto para a mutagéo R252W (figura 4.16).

274 ph
182 ph

S2pb

Figura 4.18: Detecgéo da mutagdo R252W. Apds a amplificag@o do fragmento 7, os produles de
PCR foram submetidos & digest@o com a enzima de restricgo Aval e posteriormente analisados
por elefroforese em gel de agarose 3,0% (p/v). Canaleta 1. marcador de pesc molecular de 100
pb; canaleta 2: produto de PCR n&o submetido a digestdo; canaleta 3: paciente com deficiéncia de
PAH heterozigoto para a seqiéncia mutante; canaleta 4. individuo heterozigoto obrigatorio para 2
deficiencia de PAH ndo portador da muiacdo R252W, canaleta 5 individuo heterozigoto
obrigatidrio para a deficiéncia de PAH com a mutacdo R252W.
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4.3.3 - DETECGCAO DA MUTAGAO R261X:

A mutacdo R261X é causada pela transicéc de uma citosina por uma timina na
posicdo 781 do gene da PAH, levando a formag¢éo de um coddon de terminagéo no
aminoéacido 261 da proteina. A presenca desta mutagéo cria um sitio de reconhecimento
para a enzima Ddel.

Neste caso, o mesmo fragmento 7 (274 pb) foi amplificado e os produtos de
PCR foram submetidos 2 digest&o com a enzima de resiricgo Dde’ e analisados em gel
de agarose 3,0% (p/v). Na seqguéncia normal do gene, o fragmento de 274 pb néo é
clivado pela enzima. Na presenga da mutagdo, este fragmento e clivado em dois
fragmentos de 156 pb e 118 pb.

Um individuo € homozigoto para a seguéncia normal quando apresenta apenas
o fragmento de 274 pb; um individuo & heterozigotc quando apresenta 3 fragmentos (o
produto de PCR e os 2 fragmentos menores), e um individuo € homozigoto para a
segléncia mutante guandc apresenta apenas os dois fragmentos menores. ksta analise

permitiu a detecgdo de 4 pacientes com a mutagao R261X. sendo 3 heterozigotos e 7

homozigotc (figura 4.17).

™~ I
b o

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14

274 ph

is5¢ ph
1i8 ob

Figura 4.17: Detecgdo da mutagéc R261X. Apds a ampilificacdo do fragmento 7, os produtos de
PCR foram submetidos a digestéo com a enzima de restricge Dde1 e posteriormente analisados
por eletroforese em gel de agarose 3,0% (p/v). Canaleta 1. marcador de peso molecular de 100
pb; canaleta 2: produte de PCR n&c submetido 2 digestéo; canaletas 3, 6 e 9 pacientes com
deficiéncia de PAH heterozigotos para a mutagdo, canaletas: 4, 8, 11, 13 e 14 individuos
heterozigotos obrigatérios portadores da mutag@o R261X; canaletas 5, 7 e 10 individuos
heterozigotos obrigatdrios ndo portadores desta mutaco, canaleta 12 paciente com deficiéncia
de PAH homozigoto para a segiiéncia mutante.
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4.3.4 - DETECGAO DA MUTACAOQ R261Q:

A mutacdo R261Q, causada pela transicdo de uma guanina por uma adenina
na posicao 782 do gene da PAH, leva a substituigdo de arginina por glutamina na posicao
261 da proteina. Esta mutagdo causa a perda do sitio de reconhecimento para a enzima
Hinfl.

Para a deteccdo desta mutacdo, o fragmento 7 foi amplificado e os produtos de
PCR foram submetidos a digest@o com a enzima de restricc Hinfl e analisados em gel
de agarocse 3,0% (p/v). Na presenca da segiéncia normal, a enzima cliva o fragmento de
274 pb em fragmentos de 154 pb e 120 pb. Na presenca da mutacéo, o fragmento de 274
ob n&o é clivado.

Um individuc homozigoto para a segléncia normal apresenta os 2 fragmentos
menores, um individuo heterozigote apresenta 3 fragmentos (o produto de PCR e 0s 2
fragmentos) e um individuo homozigoto para a seqléncia mutante apresenta apenas ©
fragmento de 274 pb.

Esta analise permitiu a detecgdo de 3 pacientes portadores da mutacéo

R261Q, sendo 2 heterozigotos e 1 homozigoto para a alteracéo (figura 4.18).

O O L
— EEm— o
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1 2 3 4 5 6

7 8 9 10 11 12

274 pb

154 ph
120 pb

Figura 4.18: Detecc@o da mutagio R281Q. Apds a ampilificacdo do fragmento 7, os produtes de
PCR foram submetidos 2 digestdo com a enzima de restricéo Hinft e posteriormente analisados
por eletroforese em gel de agarose 3,0% (p/v). Canaletas 1 e 12: marcadores de peso molecular
de 100 pb; canaleta 2: produto de PCR nao submetido a2 digestdo; canaleta 3: controle negativo;
canaletas 4 e 6: pacientes com deficiéncia de PAH heterozigotos para a mutagéo; cangletas 5, 7,
10 e 11: individuos heterozigotos obrigatorios portadores da mutacdo R261Q; canaleta &
individuc heterozigoto obrigatério n&o portador da mutacdo R261Q; canzleta 9 paciente com
deficiéncia de PAH homozigoto para @ seqliéncia mutante.
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4.3.5 - DETECCAO DA MUTAGAQ IVS1ont-11g>a:

A mutagdo IVS10nt-11g>a € causada pela transicgo de uma guanina por uma
adenina na posicdo 1066 do gene da PAH. A presenga desta mutagdo cria um sitio de
reconhecimento para a enzima Ddel.

Um fragmento contendo as regides adjacentes @ alteragdo foi amplificado
utilizando os primers PKU 11A e PKU 11B (tabela 3.3), correspondente a 324 pb. Apéds a
amplificacéo, os produtos de PCR foram submetidos a digesi&o com a endonuclease de
restricdo Dde1 e analisados em gel de agarose 3,0% (p/v). Na presenga da sequéncia
normal, o fragmento de 324 pb néo ¢ clivado pela enzima. Na presenga da mutagao, a
enzima cliva o fragmento de 324 pb em 2 fragmentos de 244 pb e 80 pb.

Um individuo homozigoto para a seguéncia normal apresenta ¢ fragmentc de
324 pb, um individuo heterozigoto apresenta os 3 fragmentos {0 produto de PCR e 0s 2
fragmentos menores) e um individuo homozigoto para a segléncia mutante apresenta os
2 fragmentos menores.

A analise por digestao com a enzima Ddel permitiu a detecgéo de 1 paciente

heterozigoto para a mutagdo IVS10nt-11g>a (figura 4.19).

324 b
244 pb

. 8Cpb

Figura 4.18: Detecgdo da mutagio IVS10nt-11g>a. Apds a amplificacdo do fragmente 11. os
produtos de PCR foram submetidos & digest&o com a enzima de restricBo Dde1 e posteriormente
analisados por eletroforese em gel de agarose 3,0% (p/v). Canzleta 1. marcador de peso
molecular de 100 pb; canaleta 2: produto de PCR n&o submetide 2 digesto; canaletas 3 paciente
com deficiéneia de PAH  heterozigoto para a mutagdo; canalete 4 individuo heterozigoto
obrigatério ndo portador da mutac@o; cansleta 5 individuo heterozigoto obrigatdric portador da
mutagaoc IVS10nt-11gra.
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4.3.6 - DETECCAQO DA MUTACAO R408W:

A mutacdo R408W, causada pela fransicdo de citosina por timina na posicdo
1222 do gene da PAH, origina a substituigdo de arginina por triptofano na posicéo 408 da
proteina. A presenca desta mutagdo cria um sitio de reconhecimento para a enzima Sty1.

O fragmento 12 (239 pb), o qual contém as regides adjacentes & alteracéo, foi
amplificado utilizando os primers PKU 12A e PKU 12B (tabela 3.3). Apds a amplificacéo,
os produtos de PCR foram submetidos & digestéo com a enzima de resiricdo Sty e
analisados em gel de agarose 2,0% (p/v). Na presenca da mutacido, o fragmento de 238
pb € clivado em dois fragmentos de 145 pb e 94 pb. Na presenga do alelo normal, ©
fragmento de 239 pb n&o é clivado.

Desta forma, um individuo € homozigoto para a segléncia normal quando
apresenta apenas o fragmento de 239 pb; um individuo € heterozigoto quando apresenta
os 3 fragmentos e um individuo & homozigoto para a seqgléncia mutante quando
apresenta apenas 0s 2 fragmentos menores.

A analise com a enzima restrigdo Sty permitiu a deteccdo de 5 pacientes
portadores da mutagdo R408W, sendo 4 heterozigotos € 1 homozigoto pare & mesma
(figura 4.20).

M0y T,y Ty O e
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& 238 pb

145 pb
24 pb

Figura 4.20: Detecgio da mutagio R408W. Apds a amplificacdo do fragmento 12, os produtos
de PCR foram submetidos a digestao com a enzima Sty1 e analisados por eletroforese em gel de
agarose 2,0% (p/v). Canaleta 1. marcador de peso molecular de 100 pb; canaleta 2; produto ce
PCR n2o submetidoc a digestdo; canaletas 3, 8, 12 e 14: pacientes com deficiéncia de PAH
heterozigotos para a segiéncia muiante; canaletas 4, 10, 13 e 186: individuos heterczigotos
cbrigatérios ngo portadores da mutagdo, canaletas 5, 7, 8, 11 e 15! individuos heterozigoios
obrigatérios portadores da mutagdc R408W. canaleta 6: paciente com deficiencia de PAH
homozigoto para a seqiiéncia mutante.
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4.3.7 - DETECGAO DA MUTAGAO IVS12nt1g>a:

A mutacdo IVS12nt1g>a é causada por uma transi¢do de guanina para adenina
na posigdo 1315 do gene da PAH. A presenca desta mutagdo causa a perda do sitio de
reconhecimento para a enzima Rsa1.

Para a deteccdo da mutagdo IVS12nt1g>a, um fragmento de 211 pb contendo
as regides adjacentes a alteragdo foi amplificado utilizando os primers PKU 12A e PKU
12C (tabela 3.3). Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 2,0%
(p/v) para a confirmacédo da presenca do fragmento esperado (figura 4.21a).

Apés a amplificagdo, os produtos de PCR foram submetidos & digestéo com a
endonuclease de restricdo Rsa1l e analisados em gel de agarose 3,0% (p/v). Na presenca
do alelo normal, esta enzima cliva o fragmento de 211 pb em dois fragmentos de 192 pb e
19 pb. Na presenca da mutagéo, o fragmento de 211 pb nao é clivado.

Desta forma, um individuo homozigoto para a seqiéncia normal apresenta 2
fragmentos menores, um individuo heterozigoto apresenta 3 fragmentos (o produto de
PCR e os 2 fragmentos menores) e um individuo homozigoto para a sequéncia mutante
apresenta apenas o fragmento de 211 pb.

Foram encontrados 3 pacientes heterozigotos para a mutagéo IVS12nt1g>a na

amostra estudada (figura 4.21Db).
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Figura 4.21: Detecglo da mutagio IVS12ntigra. A) Eletroforese dos produtos de PCR em gel
de agarose 2,0% (p#v). Canaleta 1. marcador de peso molecular de 100 pb, canaletas Z & 15
pacientes com deficiéncia de PAH; canaleta 16: controle negativo. B} Apds a amplificag@o do
fragmento 12, os produtos de PCR foram submetidos & digestdo com a enzima de restricgo Rsa'
e posteriormente analisados por eletroforese em gel de agarose 3,0% (p/v). Canaletas 1 ¢ 10:
marcadores de peso molecular de 100 pb; canaleta 2: produto de PCR ndo submetido a digestéo;
canaletas 3 e ©: pacientes com deficiéncia de PAH heterozigotos para a seqiéncia mutantg;
canaletas 4 e 8 individuos heterozigotos obrigatorios porfadores da mutacaéo IVS12ntig>a;
canaletas 5, 7 e O individuos heterozigotos obrigatérios néo portadores da mutagdo IVS12ntig>a.
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4.4 - SEQUENCIAMENTO DIRETO DE FRAGMENTOS DO GENE DA PAH

As amostras que apresentaram padrbes alterados no SSCP foram submetidas
ao sequenciamento direto de DNA (manual ou automatico). Os produtos de PCR foram
purificados utilizando o kit Concert™ Rapid PCR Purification System (Gibco-BRL
Products).

4.4.1 - IDENTIFICAGAO DE MUTAGAO NO FRAGMENTO 1:

Na analise por SSCP do fragmento 1, foi observado uma amostra com padréo
de migragao alterado, conforme mostra a figura 4.2b. O fragmento com migrag&o alterada
foi sequenciado a partir do primer PKU 1B (sentido reverso) e a mutacéo L15/S16fsdelCT
foi identificada. Esta mutacgéo é causada pela delecdo de 2 nucleotideos (citosina e timina)
nas posicdes 47 e 48 do exon 1 do gene da PAH, respectivamente. O pacientes em

questao é homozigoto para esta mutacao (figura 4.22).

L15/S16fsdelCT

delAG
CﬁGAéTTT{:c CAGAGAGT TTCC

Seqiiéncia mutante Seqiiéncia normal

Figura 4.22: Seqiienciamento do fragmento 1 do gene da PAH: |dentificagdo da mutagdo
L15/S16fsdelCT no paciente 26.



Resultados 105

4.4.2 - IDENTIFICAGAO DE MUTAGOES NO FRAGMENTO 2:

Na anadlise por SSCP do fragmento 2, foram observadas 10 amostras com
padrbes de migragao alterados (figura 4.3b). O fragmento 2 foi sequenciado a partir do
primer 2A e as mutagbes F55fsdelT e IVS2nt5g>c foram identificadas. A mutagéo
F55fsdelT € causada pela delegdo de um nucleotideo (timina) na posi¢do 165 do exon 2
do gene da PAH, levando a um codon de terminagdo prematuro no residuo 60 da
proteina. Foi encontrado um paciente com deficiéncia de PAH heterozigoto para a
mutacdo F55fsdelT (figura 4.23a). A mutacdo IVS2nt5g>c € causada por transversdo de
uma guanina por uma citosina na posi¢gao 168+5g/c do intron 2 do gene da PAH. Foram
encontrados 4 pacientes com esta alteracéo, sendo 2 heterozigotos e 1 homozigoto para

a sequéncia mutante (figura 4.23b).

A) F55fsdelT
delT
T A N Aik,ﬂ G O T TR AATALGCGC

Seqiiéncia mutante Seqiiéncia normal

B) IVS2nt5g>c
G>C G>C

\

GTCACTGCT GTCACTGC T GTCAGTGCT.

Seqiiéncia mutante: Seqiiéncia mutante: Seqiiéncia normal
heterozigoto homozigoto

Figura 4.23: Seqlienciamento do fragmento 2 do gene da PAH: A) Identificagdo da mutagéo
F55fsdelT no paciente 9; B) ldentificacdo da mutagdo IVS2nt5g>c nos pacientes 2, 19
(heterozigotos), 7 e 10 (homozigotos).
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4.4.3 - IDENTIFICAGAO DE MUTAGAO NO FRAGMENTO 3:

Na andlise por SSCP do fragmento 3, foi observada uma amostra com padr&o
de migrag&o alterado (figura 4.4b e 4.4c). O fragmento foi seqUenciado a partir do primer
PKU 3B (sentido reverso) e a mutacdo IVS2nt-13t>g foi identificada. Esta alteracéo é
causada por transversao de uma timina por uma guanina na posi¢ao 169-13t/g do intron 2

do gene da PAH. Um paciente heterozigoto para esta mutacao foi detectado (figura 4.24).

IVS2nt-13t>g

A>C

v
GAGA GAC TGGGGA GAGAGAATGGGGA:

Seqiiéncia mutante Seqiiéncia normal

Figura 4.24: Seqiienciamento do fragmento 3 do gene da PAH: Ildentificagdo da mutagdo
IVS2nt-13t>g no paciente 6.

4.4.4 - IDENTIFICACAO DE MUTAGAO NO FRAGMENTO 4:

Na analise por SSCP do fragmento 4, foi observada uma amostra com padr&o
de migragéao alterado (figura 4.5b). O fragmento foi seqlenciado a partir do primer PKU 4A
e a mutagdo N133/Q134fsdeldpb foi identificada. Esta mutacao é causada por delegéao de
4 pares de bases (ATCA) entre as posi¢cdes 398 e 401 do exon 4. Foi observado um

paciente heterozigoto para esta mutacdo (figura 4.25).
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N133/Q134fsdelATCA
del ATCA

v
TITGCCAGATTIOTCA GCT  TTGCCAATCAGATTICTICA

Seqiiéncia mutante Seqiiéncia normal

Figura 4.25: Sequienciamento do fragmento 4 do gene da PAH: Identificacdo da mutagdo
N133/Q134fsdelATCA no paciente 16.

4.4.5 - IDENTIFICAGAO DE MUTAGAO NO FRAGMENTO 5:

Na analise por SSCP do fragmento 5, foi observada uma amostra com padréo
de migrag&o alterado (figura 4.6b). O fragmento foi seqlienciado a partir do primer PKU 5A
e a mutacdo R158Q foi identificada. Esta alteracdo € causada por transicdo de uma
guanina por uma adenina na posicao 472 do exon 5, levando a substituicdo de arginina
por glutamina no residuo 158 da proteina. Foi observado um paciente heterozigoto para

esta mutacéo (figura 4.26).

R158Q

G>A
AAG AC AGAAG C AAG AC G GA AG C
£ . Y ; .
)‘:"\')’ “E \.'\.ll P ;f‘\' 5'-:\'\/‘) 1"- .")’ A“}, Py «'{ ."s
i % PO &y F RN : % 5o KA
4 S f - ¢ AN ! LA F
e el J"{}fjl&.f S oINS 4“_\_,-*;/\ ~ e
Seqiiéncia mutante Seqiiéncia normal

Figura 4.26: Seqlienciamento do fragmento 5 do gene da PAH: Identificacdo da mutacgdo
R158Q no paciente 14.
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4.4.6 - IDENTIFICAGAO DE MUTAGOES NO FRAGMENTO 7:

A analise por SSCP do fragmento 7 permitiu a identificagdo de 15 amostras
com padrées de migracao alterados (figura 4.8b), as quais foram submetidas ao
sequenciamento e os seguintes resultados foram encontrados:

e Um paciente heterozigoto para a mutacdo R252W. Esta alteragdo é causada por
transig¢&o de citosina por timina na posigao 754 do exon 7, a qual leva a substitui¢do do
aminoacido arginina por triptofano na posicao 252 da proteina (figura 4.27a);

¢ Um paciente heterozigoto para a mutacido R270K. Para a deteccdo desta mutagéo foi
usado o primer 7B (sentido reverso). Esta mutagdo é causada por transicdo de
guanina por adenina na posi¢do 809 do exon 7, levando a substituicdo do aminoacido
arginina por lisina na posi¢ao 270 da proteina (figura 4.27b);

¢ Dois pacientes heterozigotos para a mutacdo P281L. Esta mutagdo é causada por
transicdo de citosina por timina na posicdo 842 do exon 7, levando a substituicdo de
prolina por leucina no residuo 281 da proteina (figura 4.27¢);

e Um paciente heterozigoto para a mutacdo IVS7nt1g>a, causada por transicdo de

guanina por adenina na posi¢cdo 842+1g/a do intron 7 (figura 4.27d).

4.4.7 - IDENTIFICAGAO DE MUTAGAO NO FRAGMENTO 11:

Na analise por SSCP do fragmento 11, foram observadas 3 amostras com
padrées de migragdo alterados (4.12a). Os fragmentos foram submetidos ao
seqUenciamento a partir do primer PKU 11A. A presenga da mutagdo V388M foi
confirmada em 3 pacientes, sendo um homozigoto e dois heterozigotos para a sequéncia
mutante. Esta mutacdo é causada pela transi¢do de uma guanina por uma adenina na
posicdo 1162 do exon 11, levando a substituicdo de valina por metionina no residuo 388

da proteina (figura 4.28).



A) R252W

C>T

Seqiiéncia mutante

C) P281L

C>T

(AL CTGEG TG,

Y VA _‘A_

Segliéncia mutante

Seqiiéncia normal

A A CC G TG

Seqiiéncia normal

B) R270K

C>T

TG TTIGA

Segiiéncia mutante

D) IVS7ntig>a

G>A

BCCT X TG A

Seqiiéncia mutante
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TGCTCTGA

Segqiiéncia normal

ACCGEG TG A

Seqiiéncia normal

Figura 4.27: Seqilienciamento do fragmento 7 do gene da PAH: A) |dentificagdo da mutacao
R252W no paciente 12; B)ldentificacdo da mutagdo R270K no paciente 14; C) ldentificacdo da
mutacdo P281L nos pacientes 4 e 21.1; D) ldentificagdo da mutagdo IVS7nt1g>a no paciente 22.
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Individuo normal individuo heterozigoto individuo homozigoto

Figura 4.28: Seqlienciamento direto do fragmento 11: identificacdo da mutacio V388M. A seta
indica o local da alteraggo (G>A). O individuo heterozigoto apresenta 2 guanina (G) e a adening
(A} na mesma posicgo. O individuo homozigoto apresenta apenas a adenina. Na segléncia
normal, a guanina ocupa esta posigao. A detecgao desta mutagéo foi previamente realizada por
digestdo com enzimas de restricac especifica (figura 4.1b).

4.4.8 - IDENTIFICAGAO DE MUTAGAO NO FRAGMENTO 12:

Na analise por SSCP do fragmento 12, foram observadas 7 amostras com

padrbes de migracéo ealterados (4.12a) Os fragmentos foram submetidos ao
seguenciamento a partir do prmer PKU 12A e a mutagdo R408Q foi identificada. Esta
mutacdo € causade pela transigée de uma guanina por uma adenina na posicao 1223 do
exon 12, levando & substituicZo de arginina por glutamina no residuo 408 da proteina. Fol

observado um paciente heterozigoto para a mutacéo em questéo (figura 4.29).

G A T C
2 Z 1 2.3 1 & 3 1 2 3

Figura 4.29: ldentificagdo da mutacdo R408Q: Seqiienciamento direto do fragmento 12. A
seta indica o local da mutacdo (G>A). Canaleta 1: individuo homozigoto para & sequéncia normal
canaleta 2: paciente com deficiéncia de PAH ndo portador desta mutagdo; canaleta 3. paciente
com deficiéncia de PAH heterozigoto para a mutag@o R408QL
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4.4.9 - IDENTIFICAGAO DE ALTERAGCOES NOVAS:

A analise por SSCP do fragmento 13, permitiu a identificacdo de amostras com
padrOes de migrag&o alterados (figura 4.8b). Os fragmentos foram seqlenciados a partir
do primer PKU 13A e duas alteracées novas no gene da PAH foram identificadas. A
alterac@o 1378g>t é causada por transversdo de uma guanina por uma timina na posigéo
1378 da regido 3', logo apos o final do exon 13. Foi observado um paciente heterozigoto
para esta alteracdo (figura 4.30a). A alteracdo 1VS12nt-15t>c € causada por uma
transicdo de timina por citosina na posi¢ao 1316-15t/c do intron 12. Foram encontrados 3

pacientes heterozigotos para a mesma (figura 4.30b).

4.4.10 - IDENTIFICAGAO DE POLIMORFISMOS NO GENE DA PAH:

O sequenciamento direto permitiu a identificagdo dos seguintes polimorfismos
IVS2nt19t>c (fragmento 2), V245V (fragmento 7), Y414Y (fragmento 12) e IVS12nt-35c>t
(fragmento 13).

e O polimorfismo IVS2nt19t>c é causado por uma transicao de timina por citosina na
posicéo 168+19t/c do intron 2. Foram encontrados 9 pacientes com este alteracdo,
sendo 5 heterozigotos e 4 homozigotos para a mesma (figura 4.31a);

e O polimorfismo V245V é causado por transi¢do de uma guanina por uma adenina na
posi¢do 735 do exon 7, que ndo altera o aminoacido localizado na posigdo 245 da
proteina. Foram encontrados 5 pacientes com esta alteracdo, sendo 4 heterozigotos e
1 homozigoto para a mesma (figura 4.31b);

e A alteragdo Y414Y é causada por transicao de citosina por timina na posicédo 1242 do
exon 12, que ndo altera 0 aminoacido localizado na posigéo 414 da proteina. Apenas 1
paciente heterozigoto para esta alteracao foi encontrado (figura 4.31c¢);

e O polimorfismo 1IVS12nt-35¢c>t é causado por uma transi¢éo de citosina por timina na
posicao 1316-35c¢/t do intron 12. Foram encontrados 4 pacientes com esta alteragéo,

sendo 2 heterozigotos e 2 homozigotos para a mesma (figura 4.31d).
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A) 1378g>t

G>T

v

Seqiiéncia mutante Seqgiiéncia normal

B) 1VS1i2nt-15t>c
T>C

TR RS o T «<TmT BT X

Seqiiéncia mutante Seqiiéncia normal

Figura 4.30: Seqienciamento do fragmento 13 do gene da PAH: A) Identificacdo da alteracio
1378g>t no paciente 11; B) Identificacdo da alteracdo IVS12nt-15t>c nos pacientes 10, 11 e 19.

A) IVS2nt19t>c

T>C T>C
'&TG!TTGTCT CA‘i‘GéTTGTCT CATGTTITGTC T

Seqiiéncia mutante: Segiiéncia mutante:
heterozigoto homozigoto

Figura 4.31: Seqlienciamento do gene da PAH: Identificacdo de polimorfismos. A) Polimorfismo
tVS2nt19t>c encontrado nos pacientes 1, 7, 8, 10 (homozigotos), 2, 3, 16, 17 e 19 (heterozigotos).
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B) v245Vv
G>A G>A
ACCTG TAG CTGGCC ACCTGTAGCTGGCC ACCTGTGEGCTG GCC
Seqiiéncia mutante: Seqiiéncia mutante:
heterozigoto homozigoto
C) Ya14Y
C>T
C GO T TG .S OO < G T o CG g O

Seqiiéncia normal

D) IVS12nt-35c>t

C>T C>T

Seqiiéncia mutante: Seqiiéncia mutante: Seqiiéncia normal
heterozigoto homozigoto

Figura 4.31: Seqiienciamento do gene da PAH: Identificacdo de polimorfismos. B) Polimorfismo
V245V encontrado nos pacientes 11 (homozigoto), 12, 14, 20 e 22 (heterozigotos); C)
Polimorfismo Y414Y encontrado no paciente 16; D) Polimorfismo 1IVS12nt-35¢>t encontrado nos
pacientes 2, 19 (heterozigotos), 7 e 10 (homozigotos).
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4.5 - FREQUENCIA DAS MUTACOES E POLIMORFISMOS ENCONTRADOS

As tabelas 4.2 e 4.3 mostram as mutagbes e os polimorfismos encontrados no
DNA dos pacientes estudados, respectivamente. As regides em que as alteragbes
ocorrem, assim como a posi¢ao do nucleotideo e consequentemente, quando for o caso,
a posi¢cao do aminoacido alterado, sdo demonstrados.

A frequéncia relativa das mutagbes e dos polimorfismos encontrada nos
pacientes dos estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina, assim como, 0s
métodos usados para a deteccdo destas alteragdes, sdo demonstrados nas tabelas 4.4 e
4.5, respectivamente.

A distribuic&o do gendtipo dos pacientes € mostrada na tabela 4.6.

Tabela 4.2: Mutagdes encontradas no gene da PAH nos 30 pacientes com HPA
por deficiéncia de PAH analisados neste estudo.

Mutagao Nucleotideo Aminoacido
;eg;anz N(_)ment.:le}tura Nomen_clatura Alteragao Posicao Alteragao Posi¢ao
sistematica* trivial*
Exon 1 | ¢.47-48delCT | L15/S16fsdelCT | TCT—>TGA | 47-48deiCT| Ser—Ter 16
Exon 2 ¢.165delT F55fsdelT TIT->TTG 165delT Phe—leu 55
intron 2 | ¢.168+5g>c IVS2nt5g>c AGT—>ACT | 168+5 - -
Intron2 | €.169-13t>g IVS2nt-13t>g CATH>CAG | 169-13 - -
Exon 3 c.1947>C 65T ATT->ACT 194 lle—Thr 65
Exon 4 €.398-401 N133/Q134fsdel | AATCAG— | 398-401 Asn - Gin— | 133-134
delATCA ATCA AGATTC delATCA Arg - Phe
Exon 5 C.473G>A R158Q CGGCAG 473 Arg—Gin 158
Exon 7 C.754C>T R252wW CGG>TGG 754 Arg—>Trp 252
Exon 7 c.781C>T R261X CGA->TGA 781 Arg—Ter 261
Exon 7 C.782G>A R261Q CGA—>CAA 782 Arg—Gin 261
Exon 7 ¢.809G>A R270K AGA—>AAA 809 Arg—Llys 270
Exon 7 c.842C>T P281L CCG—HCTG 842 Pro—Leu 281
intron 7 | c.842+1g>a IVS7ntig>a | CCGCCA | 842+ 1 - -
Intron 10| ¢.1066-11g>a | IVS10Ont-1ig>a | TGG>TAG | 1066 - 11 - -
Exon 11| c.1162G>A V388M GTG>ATG 1162 Val—>Met 388
Exon 12| c¢.1222C>T R408wW CGGHTGG 1222 Arg—>Trp 408
Exon 12 | c©.1223G>A R408Q CGG—HCAG 1223 Arg—GIn 408
Intron 12| c.1315+1g>a | IVS12ntig>a | AGT—>AAT | 1315+ 1 - -
UTR €.1378g>t 1378g>t GTC>TTC 1378 - -

*: nomenclatura sistematica e trivial das mutagdes, de acordo com o Banco de Dados do Consércio
de Andlise de Mutagdes no Gene da PAH (hitp://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et al.,
1998); fs: mudanca de leitura (frameshiff); del: delecdo; Ter: codon de terminagdo da transcrigéo;
UTR: regido nao traduzida do gene; IVS: seqiiéncia interventora (infervinient sequence); c¢:
numeracgio de acordo com o cDNA.
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Tabela 4.3: Polimorfismos encontrados no gene da PAH nos 30 pacientes com
HPA por deficiéncia de PAH analisados neste estudo.

Polimorfismo Nucleotideo Aminoacido
Regiao do - — - —
gene Ngmenc}gtura Nome_n_clatura Alteracao Posigdao | Alteragdo | Posigao
sistematica* trivial*
Intron 2 €.168+19t/c IVS2nt19t>c TTT—CTT 168 + 19 - -
Exon 7 c.735G/A V245V GTG-»GTA 735 Vai—Val 245
Exon 12 c.1241C/T Y414Y TAC—-TAT 1241 Tyr—Tyr 414
Intron 12 c.1316-15t/c IVS12nt-15t>c | GTG—->GCG | 1316- 15 - -
intron 12 ¢.1316-35¢/t IVS12nt-35¢c>t | TAC—TAT | 1316-35 - -

*. nomenclatura sistematica e trivial dos polimorfismos, de acordo com o Banco de Dados do
Consércio de Analise de Mutacdes no Gene da PAH (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/;
Nowacki ef al., 1998); IVS: seqiiéncia interventora (intervinient sequence); ¢: numeracdo de acordo
com o cDNA,

Tabela 4.4: Freqliéncia das mutagoes encontradas no gene da PAH nos 30
pacientes (55 alelos sem os casos consangiiineos) com HPA por deficiéncia
de PAH dos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina.

Frequiéncia (%) Freqgiiéncia
Mutagao Métodos de detecgao (nimero de alelos) total (%)
RS SC
L15/S16fsdelCT SSCP / Sequienciamento | 2.4 (1) - 1,8
[VS2nt5g>c SSCP / Sequenciamento | 4,9 (2) 14,3 (2) 7.3
F55fsdelT SSCP / Seqlienciamento | 2,4(1) - 1,8
IVS2nt-13t>g SSCP / Sequenciamento - 7.1(1) 1,8
65T SSCP / Digestéo 17,1(7) | 21,4 (3) 18,2
N133/Q134fsdelATCA | SSCP / Seqliienciamento | 2,4 (1) - 1.8
R158Q SSCP / Seqlenciamento | 2.4 (1) - 1.8
R252W SSCP / Digestéao* 2,4 (1) - 1,8
R261Q SSCP / Digestao 9,8 (4) - 7.3
R261X SSCP / Digestéo 24 (1) 28,6 (4) 9,1
R270K SSCP / Seqlienciamento | 2.4 (1) - 1,8
P281L SSCP / Sequenciamento | 4,9 (2) - 3,6
IVS7ntig>a SSCP / Sequenciamento | 2,4 (1) - 1,8
IVS10nt-11g>a SSCP / Digestéo - 7,1 (1) 1,8
V388M SSCP / Digestéo* 7,3 (3) 71 (1) 7,3
R408W SSCP / Digestéo 9,8 (4) 7.1 (1) 9,1
R408Q SSCP / Seqlienciamento | 2.4 (1) - 1,8
iVS12ntig>a SSCP / Digestéo 7,3 (3) - 55
1378g>t SSCP / Seqlienciamento | 2,4 (1) - 1,8
Total de alelos 85,4 (35) | 92,9 (13) 87,3
identificados

SSCP: polimorfismo conformacional de fita simples; *: As mutagdes R252W e V388M
foram confirmadas por seqlienciamento
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Tabela 4.5: Freqiiéncia dos polimorfismos encontrados no gene da PAH nos
30 pacientes com deficiéncia de PAH do Rio Grande do Sul e Santa Catarina.

Frequiéncia (%) Freqiiéncia
Polimorfismo Métodos de detecgio (nimero de alelos) total (%)
RS SC
IVS2nt19t>c SSCP / Seqlienciamento | 9,8 (4) 50,0 (7) 20,0
V245V SSCP / Seqlienciamento | 14,6 (6) - 10,9
Y414Y SSCP / Seqlienciamento | 2.4 (1) - 1,8
IVS12nt-15t>c SSCP / Seqlienciamento | 4,9 (2) 7,1(1) 55
IVS12nt-35¢c>t SSCP / Seqlienciamento 4.9 (2) 14,3 (2) 7,3

Tabela 4.6: Gendétipos encontrados nos 30 pacientes com deficiéncia de PAH.

Paciente Genétipo Polimorfismos encontrados
1* R261X IVS10ni-11g>a IVS2nt19t>c (homozigoto)
2 165T IVS2nt5g>c IVS2nt19t>c e IVS12nt-35¢c>t
3* R261X ? IVS2nt19t>c
4 R408W P281L -
5* (C) R408W R408W -
6* V388M IVS2nt-13t>g -
7 (©) iVS2nt5g>c 1VS2ntbg>c IVS2nt19t>c (homozigoto) e
1VS12nt-35¢c>t (homozigoto)
8* R261X R261X IV82nt18t>c (homozigoto)
9 R408W F55fsdelT -
10 (C) 1VS2nt5g>c IVS2nt5g>c IVS2nt19t>c (homozigoto),
IVS12nt-35¢>t (homozigoto) e
IVS12nt-15t>¢c
11 R408Q 1378g>t V245V (homozigoto) e IVS12nt-15t>¢c
12 R252wW ? V245V
13* 1657 165T -
14 R158Q R270K V245V
15 1657 IVS12nt1g>a -
16 N133/Q134fsdelATCA ? Y414Y e IVS2nt19t>c
17 1657 R261X IVS2nt19t>c
18 R408wW R261Q -
19* 1657 IVS2ntbg>c iVS2nt19t>¢, IVS12nt-35¢c>t e
1VS12nt-15t>¢
20 65T ? V245V
21 165T p281L -
22 IVS7nt1g>a V388M V245V
23 R408wW ? -
24 R261Q R261Q -
25 (C) 165T 165T -
26 (C) L15/S16fsdeiCT L15/816fsdelCT -
27 V388M V388M -
28 R261Q IVS12ntig>a -
29 165T ? -
30 IVS12ntig>a ? -

* Pacientes com HPA por deficiéncia de PAH de Santa Catarina; (C): pacientes homozigotos filhos de
pais consangiiineos.
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4.6 - CORRELAGAO DA ANALISE MOLECULAR COM OS ASPECTOS CLINICOS E
BIOQUIMICOS DOS PACIENTES COM HPA POR DEFICIENCIA DE PAH.

O gendtipo e os parametros bioquimicos e clinicos observados nos pacientes

s30 demonstrados nas tabelas 4.7, 4.8, 4.9, 4.10 e 4.11.

4.6.1 - PACIENTES COM DIAGNOSTICO PRECOCE

A tabela 4.7 compara os parametros bioquimicos com os vaiores da ARP dos
pacientes diagnosticados precocemente. A quantidade de Phe tolerada na dieta
apresentou forte correlagdo com os niveis de Phe durante o tratamento (r:-0,68= p<0,002)
e pré-tratamento (r:-0,64= p<0,004), e uma fraca correlagdo com os niveis de Tyr durante
o tratamento (r:0,46= p<0,05). Uma forte correlagdo também foi observada entre os niveis
de Phe e Tyr pré-tratamento (r:0,61= p<0,007). Apenas uma fraca correlac@o entre os
valores da ARP e os niveis de Tyr durante o tratamento (r:0,54= p<0,05) foi observada.
Os valores de ARP apresentaram uma tendéncia a correlagdo com os niveis de Tyr pré-
tratamento, a qual nao foi significativa (r:0,49= p=0,09). De acordo com a analise de
regressao linear multipla, os niveis de Phe no diagnéstico e durante o tratamento foram

considerados os fatores mais associados a tolerancia a Phe da dieta (p<0,0003) (figura

4.32aeb).

4.6.2 - PACIENTES COM DIAGNOSTICO TARDIO

Nao foi observado nenhuma correlagdo entre os parametros bioguimicos e
clinicos com os valores da ARP dos pacientes diagnosticados tardiamente. O coeficiente
de Pearson mostrou que os niveis de Phe durante o tratamento apresentaram correlagéo
com a quantidade de Phe tolerada na dieta (r:-0,55= p<0,05) (figura 4.32c). De acordo
com o teste exato de Fischer, ndo houve diferengas entre os parametros clinicos (retardo
mental, convulsbes e EEG alterado). O teste U de Mann-Whitney demonstrou que né&o
houve associagéo entre o Ql e as outras variaveis do quadro clinico e nem entre este
dltimo e os parametros bioquimicos ligados ao diagnodstico e tratamento da doenca

(p>0,05). Estes resultados s&o mostrados na tabela 4.8.
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4.6.3 - CLASIFICAGAO FENOTIPICA DOS PACIENTES QUANTO A QUANTIDADE DE
PHE TOLERADA NA DIETA CONTROLADA

De acordo com a toleréncia a Phe da dieta, os pacientes foram agrupados em
3 categorias: PKU cléssica, PKU moderada e PKU leve, segundo os testes de Mann-
Whitney, Kruskal-Wallis e Dunn. N&o foi possivel classificar 2 pacientes (2 e 25), devido a
dificuldade de obter dados confiaveis referentes a terapia dietética. Dentre os pacientes
com diagnostico precoce, foi observado que os niveis de Phe pré-tratamento e durante o
tratamento foram maiores nos pacientes com PKU classica que nos pacientes com a
forma leve (p<0,03). Os pacientes com PKU leve ou moderada exibiram uma tolerancia a
Phe da dieta controlada maior que a observada nos pacientes com PKU classica (p<0,03).
Nao houve diferenca entre os pacientes com PKU leve e PKU moderada quanto aos
parametros testados (tabela 4.9).

Dentre os pacientes com diagnoéstico tardio, foi observado que os valores da
ARP e a quantidade de Phe tolerada na dieta foram maiores nos pacientes com PKU
moderada que nos pacientes com PKU classica (p<0,03).

Os pacientes com PKU classica e diagndstico precoce apresentaram niveis de
Phe pré-tratamento maiores que os observados nos pacientes com diagndstico tardio e
exibindo o mesmo fendtipo (p<0,02). Os pacientes com PKU classica e diagnoéstico tardio
apresentaram os niveis de Phe durante o tratamento maiores que os encontrados nos
pacientes com diagnostico precoce exibindo o mesmo fenotipo (p<0,05). A quantidade de
Phe tolerada na dieta foi maior nos pacientes com PKU moderada e diagndstico precoce

que nos pacientes com diagnostico tardio e o mesmo fendtipo (p<0,04) (tabela 4.9).

4.6.4 - AVALIAGAO DO EFEITO DO GENOTIPO SOBRE O METABOLISMO DA PHE

Considerando 0s pacientes como um unico grupo, o teste de Pearson
demonstrou que nao houve correlagéo entre os valores da ARP e de Phe apos o teste de
sobrecarga de Phe. Porém, os valores de Phe apds a sobrecarga apresentaram uma forte
correlacdo com os niveis de Phe observados durante o tratamento (r:0,75= p<0,001) e a
pré-sobrecarga (r:0,74= p<0,001) e uma menor correlacdo com a quantidade de Phe
tolerada na dieta (r:-0,57= p<0,02). Os niveis de Phe na pré-sobrecarga apresentaram

uma forte correlacdo com os niveis de Phe durante o tratamento (r:0,82= p<0,0001) e a
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tolerancia & Phe na dieta (r:-0,69= p<0,003), e menor correlagdo com os niveis de Phe
pre-tratamento (r:0,54= p<0,02). A analise de regressao linear multipla confirmou a forte
correlagdo existente entre os niveis de Phe durante o tratamento e os observados apos a
sobrecarga (p<0,0005) (tabela 4.10 e figura 32d).

Os pacientes que receberam a sobrecarga de Phe foram agrupados conforme
a quantidade de Phe tolerada na dieta controlada. Desta forma, os pacientes com PKU
moderada exibiram valores de ARP maiores que os observados nos pacientes com PKU
classica (p<0,02). Os niveis de Phe pré-tratamento em pacientes com PKU classica foram
maiores que os observados em paciente com PKU leve (p<0,05). As concentragdes de
Phe durante o tratamento e na pré-sobrecarga foram maiores em pacientes com PKU
classica que nos pacientes com a forma leve ou moderada da doenga (p<0,05). Os
pacientes com PKU cléssica exibiram niveis de Phe apds a sobrecarga maiores que 0s
dos pacientes com PKU leve (p<0.05). Por outro lado, os pacientes com PKU leve ou PKU
moderada demonstraram uma tolerancia a Phe da dieta maior que a observada nos
pacientes com PKU classica (p<0,05). Ndo houve diferenga entre os pacientes com PKU

leve ou moderada em nenhum dos parametros avaliados (tabela 4.11).

4.7 - EFEITO DE UMA SOBRECARGA DE ASPARTAME SOBRE O GENOTIPO DE
HETEROZIGOTOS PARA HPA POR DEFICIENCIA DE PAH.

O efeito de um Uunico alelo mutante no metabolismo da Phe e da Tyr foi
avaliado sob condi¢des de jejum e apds uma sobrecarga de aspartame. Os individuos
foram divididos em 3 grupos: heterozigotos com mutagdes graves, heterozigotos com
mutagdes moderadas e controles normajs. Os grupos foram comparados quanto aos
valores dos parametros Phe, Tyr, Phe/Tyr e Phe?/Tyr em situacdo de jejum e 30 minutos
apoés a sobrecarga de aspartame (tabela 4.12).

ApOs a sobrecarga de aspartame, foi observado um aumento significativo dos
niveis de Phe e das relagées Phe/Tyr e Phe?/Tyr nos heterozigotos com mutagdes graves
(p<0,05). No entanto, somente um aumento significativo da relagéo Phe/Tyr foi observado
nos heterozigotos com mutagdes moderadas (p<0,05). Quando os grupos de
heterozigotos foram comparados entre si na situagdo de jejum, apenas os niveis de Phe

se encontraram mais elevados para os heterozigotos com mutagées moderadas (p<0,05).



Resultados 120

Apds a sobrecarga de aspartame, os grupos de heterozigotos n&o apresentaram
diferencas significativas quanto aos resultados dos parametros analisados (p>0,05).

Os grupos de heterozigotos apresentaram, tanto na situagdo de jejum como
ap6s a sobrecarga de aspartame, valores dos parametros Phe, Phe/Tyr e Phe®/Tyr
maiores que 0s observados em controles normais (p<0,05), n&o ocorrendo nenhuma
sobreposigdo. Por outro lado, apds a sobrecarga de aspartame, os niveis de Tyr se
mostraram mais elevados (p<0,05) nos controles normais quando comparados com 0s

observados nos heterozigotos.



Tabela 4.7: Correlagdo entre os parametros bioquimicos e os valores de ARP dos pacientes com diagnostico precoce
de HPA por deficiéncia de PAH.

Pacientes Genoétipo ARP Diagnostico Tratamento Tolerdncia a | Classificagédo
(%) Phe Tyr Phe* Tyr* Phe da dieta* | fenotipica
3 R261X/? 0/? 1174 44 1 791,8+132,0 62,9 +127 368 + 37 Moderado
5 R408W / R408W 0 950 55,2 4626 + 2453 51,3+71 385 + 39 Moderado
7 IVS2nt5g>c / 1VS2nt5g>c 0 1199 717 603,5 + 88,4 706 £124 344 1 31 Classico
9 R408W / F55fsdelT 0 1792 22,0 564,0 £ 232,0 81,1+ 14,3 347 £ 44 Classico
10 IVS2nt5g>c / 1VS2nt5g>c 0 1586 126,9 532,0 £ 156,2 64,0 +21,5 345 £ 37 Classico
11 R408Q / 1378g>t 55/? 515 99,3 213,4 £ 98,0 88,3 +£28,7 467 + 24 Leve
12 R252W /7 0/? 848 60,7 408,6 + 230,6 71,7+16,0 388 + 37 Moderado
13 1657 /165T 26 726 66,2 472,5 £ 2555 67,3 +14,9 376 £ 4 Moderado
15 I65T / IVS12ntig>a 13 2948 176,6 451,0 £ 1447 64,0+13,8 340 + 26 Classico
17 I65T / R261X 13 2101 1931 584,1 + 164,0 72,3+ 11,6 329 £ 46 Classico
19 1657 / IVS2nt5g>c 13 1374 121,4 348,4 +219,7 96,0 + 18,8 397 £ 24 Moderado
20 1657 /7 2617 303 110,4 2494 £ 59,9 85,5+ 14,3 600 + 84 Leve
21 165T / P281L 13 2688 209,7 635,6 +315,0 872+254 311+ 21 Classico
22 IVS7ntig>a/ V388M 21 1647 77,3 889,0 + 95,0 73,4 +£17 1 345 + 31 Classico
24 R261Q / R261Q 30 1610 226,3 597,5+121,7 103,8 + 27,0 392 + 48 Moderado
26 LL15/S16fsdelCT / L15/S16fs delCT 0 1689 77,3 637,4 + 200,4 58,5+ 16,0 348 + 38 Classico
28 R261Q / IVS12nt1g>a 15 2542 182,1 300,2+83,5 97,1 +18,2 395 + 55 Moderado
30 IVS12nt1ig>a/? 0/? 2179 160,0 756,0 + 99,3 50,2+ 18,2 200 £ 47 Classico

ARP: atividade residual prevista da PAH, conforme estudos de expressao in vitro (tabela 1.6); niveis de Phe e Tyr no diagnostico e durante o tratamento
expressos em pmol/L; quantidade de Phe na dieta expressa em mg/Phe/dia; * média + desvio padréo.
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Tabela 4.8: Correlagao dos parametros clinicos e bioquimicos com os valores de ARP dos pacientes com diagnéstico tardio de
HPA por deficiéncia de PAH.

Pacientes Genétipo ARP Phe no Phe durante o | Tolerancia a Aspectos clinicos Classificacao
(%) | diagnéstico | tratamento* | Phe da dieta* S EEG T o fenotipica
1 R261X / IVS10nt-11g>a 0 1471 922,0 +142,2 340 + 28 Sim Alterado Nr Sim Cléassico
2 I65T / IVS2nt5g>c 13 1247 1238,5 + 485,5 ? Néo Normal 47 Sim ?
4 R408W / P281L 0 2784 620,5 + 2447 339 +15 Sim Alterado Nr Sim Classico
6 V388M / 1VS2nt-13t>g 21 823 622,3 £ 146,5 360 £ 42 Sim Normal Nr Nao Moderado
8 R261X/ R261X 0 1078 469,7 + 2221 340 + 37 Sim Nr Nr Sim ‘ Classico
14 R158Q / R270K 10/7 1362 1015,7 £ 149,5 230 Sim Alterado Nr Sim -Classico
16 N133/Q134fsdelATCA/?| 0/? - 1586 952,8 + 186,4 152 + 22 Néo Alterado 49 Sim Classico
18 R408W / R261Q 15 1471 886,8 +243,3 266 + 55 Sim Nr Nr Sim Classico
23 R408W / ? 0?7 956 773,3+£229,0 350 Sim Alterado Nr Sim Classico
25 165T /165T 26 1265 613,8+174,9 ? Sim Alterado Nr Sim ?
27 V388M / V388M 43 1536 464,4 + 238,0 363 + 23 Sim Alterado Nr Sim Moderado
29 165T/? 26/? 1217 880,8 + 190,7 220 Néo Nr 80 Néo Cléassico

ARP: atividade residual prevista da PAH, conforme estudos de expressdo in vitro (tabela 1.6); niveis de Phe no diagndstico e durante o tratamento expressos em

umol/L; quantidade de Phe na dieta expressa em mg/Phe/dia; * média + desvio padrdo; EEG: eletroencefalograma; Ql: coeficiente de inteligéncia; RM: retardo
mental; Nr: ndo realizado.
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Tabela 4.9: Classificagao fenotipica dos pacientes diagnosticados precoce e tardiamente com HPA por deficiéncia de PAH

Classificagdo Diagnostico precoce Diagnéstico tardio
Fenotipica |N Mutagdes ARP Phe 1* Phe 2* Phe 3* |N Mutagdes ARP (%) Phe 1* Phe 2* Phe 3*
(%)*
L15/S16fsdelCT,;
IVS2nt5g>c; 165T;
F55fsdelT; 165T; N133/Q134fsdel4pb;
PKU R261X; P281L; 0-21 1199-2948 | 451-889 | 200 - 347 R158Q; R261Q; 0-15 956 - 2784 | 470- 1016 | 152-350
Classica 9 IV7nt1g>a; 7,5+84 | 1981 +558 | 628 + 128 323 +48 8| R261X; R270K; 3,775 | 1491 £564 | 8156+ 185 | 280+ 74
V388M; R408WV, P281L; IVS10nt-
IVS12nt1g>a 11g>a R408W
IVS2ni5g>c;
165T; R252W;
PKU 7| R261Q; R261X; 0-30 | 726-2542 | 300-792 | 368-397 |2 IVS2nt-13t>g; 21-43 | 823-1536 | 464 -622 | 360- 363
moderada R408W, 17+12 | 1318 £621 | 483 £ 166 386 + 11 V388M 32+16 | 1180 £ 504 | 543 £ 112 362 +2
IVS12nt1g>a -
PKU 2| 165T; R408Q; ? 303 - 515 213-249 | 467 -600 |_ _ - _ - -
Leve 1378g>t 409 + 150 231 +£25 534 + 94
Pacientes | _ _ - _ _ _ 2! I65T; IVS2nt5g>c 13-26 | 1247 - 1265 | 614 - 1238 ?
ndo 19,5+9 1256 £13 | 926 + 442
classificados

n: tamanho da amostra; ARP: atividade residual prevista da PAH, conforme estudos de expresséo in vitro (tabela 1.6); Phe 1 e Phe 2: niveis de Phe no diagnéstico e

durante o tratamento (umol/L); Phe 3: quantidade de Phe na dieta controlada (mg de Phe por dia); *: média + desvio padrio.
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Tabela 4.10: Efeito do genétipo sobre o metabolismo da Phe apés uma sobrecarga de Phe em 17 pacientes
com HPA por deficiéncia de PAH.

Paciente Genétipo ARP (%) Phe no Phe durante | Tolerdncia & Niveis de Phe
diagnostico | o tratamento* | Phe da dieta* | Pré-sobrecarga Ap6s a sobrecarga
1 R261X / IVS10nt-11g>a 0 1471 922,0 +142,2 340 + 28 823,2 1622,3
2 165T / IVS2nt5g>C 13 1247 1238,5 + 485,5 ? 726,4 1380,1
7 IVS2ntbg>c / IVS2nt5g>c 0 1199 603,5 + 88,4 344 + 31 599,3 774,8
8 R261X/ R261X 0 1078 469,7 + 222 1 340 + 37 780,9 19249
10 IVS2nt5g>c / 1VS2nt5g>c 0 1586 532,0 +£ 156,2 345 + 37 562,9 780,9
11 R408Q / 1378g>t 5517 515 213,4 + 98,0 467 + 24 108,9 417,7
12 R252W /? 0/? 848 408,6 + 230,6 388 + 37 284,5 12349
13 I65T /165T 26 726 472,5 + 255,5 376 £ 4 435,8 1168,3
14 R158Q / R270K 10/? 1362 1015,7 + 149,5 230 992,7 1622,3
17 165T / R261X 13 2101 584,1 + 1640 329 + 46 690,1 8111
18 R408W / R261Q 15 1471 886,8 + 243,3 266 + 55 1004,8 1888,6
19 65T / IVS2nt5g>c 13 1374 348,4 +219,7 397 + 24 157,4 805,1
20 165T /7 26/? 303 249,4 + 59,9 600 + 84 302,7 587,2
21 I65T / P281L 13 2688 635,6 +315,0 311+ 21 756,6 847.4
22 IVS7ntig>a / vV388M 21 1647 889,0 £+ 95,0 345 + 31 1218,5 1834,1
24 R261Q / R261Q 30 1610 597,5 + 121,7 392 + 48 629,5 678,0
27 V388M / V388M 43 1536 464 4 +238,0 363 + 23 490,3 684,0

ARP: atividade residual prevista da PAH, conforme estudos de expressao in vitro (tabela 1.6); niveis de Phe e Tyr no diagnostico, durante o
tratamento, antes e apds a sobrecarga expressos em pmol/L; quantidade de Phe na dieta expressa em mg/Phe/dia; * média + desvio padréo.
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Figura 4.32: Comparagao entre os parametros bioquimicos de diagnéstico e tratamento: A)
Correlacdo entre os niveis de Phe pré-tratamento e a quantidade de Phe tolerada na dieta em
pacientes com diagnostico precoce; B) Correlagdo entre os niveis de Phe durante o tratamento e
a quantidade de Phe tolerada na dieta em pacientes com diagnéstico precoce; C) Correlagdo
entre os niveis de Phe durante o tratamento e a quantidade de Phe tolerada na dieta em pacientes
com diagnoéstico tardio; D) Correlagdo entre os niveis de Phe na sobrecarga e durante o
tratamento em 17 pacientes.



Tabela 4.11: Efeito do genétipo sobre o metabolismo da Phe apds uma sobrecarga de Phe: Classificagado fenotipica
dos 17 pacientes com HPA por deficiéncia de PAH.

Phe no Phe durante o| Tolerdncia a Niveis de Phe*
Fendtipo N Mutacoes ARP (% diagnoéstico*| tratamento* | Phe da dieta*
P §0 (%) g Pré-sobrecarga | Apoés a sobrecarga
IVS2ntSg>¢; 165T, R158Q;
R261Q; R261X: R270K;
PKU 9 pP281L; IVSTntig>a; 0-21 1078 - 2688 470 - 1016 230 - 345 563 - 1218 775 - 1925
Classica iVS10nt-11g>a; V388M; 78186 1623 + 494 726 + 200 317 £ 41 825 + 212 1345 + 524
R408W
PKU 5{ IVS2nt5g>c; 165T; R252W; 13- 43 726 - 1610 348 - 597 363 - 397 157 - 629 678 - 1235
moderada R261Q; V388M 28,0+12,01 1219 £ 406 458 + 92 383+ 14 400 + 183 914 + 268
PKU 2| 165T; R408Q; 1378g>t ? 303 - 515 213 - 249 467 - 600 109 - 303 418 - 587
Leve 409 + 150 231 +25 534 + 94 200 £ 137 502 + 120
Paciente ndo |1 65T, IVS2nt5g>c 13 1247 1238 ? 726 1380
classificado

n: tamanho da amostra; ARP: atividade residual prevista da PAH, conforme estudos de expressdo in vitro (tabela 1.6); niveis de Phe no diagndstico,
durante o tratamento, antes e apds a sobrecarga expressos em umol/L; quantidade de Phe na dieta expressa em mg/Phe/dia; * média e desvio padrio.
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Tabela 4.12: Efeito do teste de sobrecarga oral de aspartame (100 mg/kg) em heterozigotos para HPA por deficiéncia de PAH
portadores de mutagao graves ou moderadas e em controles normais.

Grupos Alelo mutante Antes da sobrecarga Apds a sobrecarga
Phe* Tyr* Phe/Tyr | Phe’/Tyr Phe* Tyr* Phe/Tyr | Phe“/Tyr
P281L 77 67 1,15 88 94 59 1,59 149
Mutacgéo grave R408W 93 60 1,65 145 107 62 1,73 185
(n=4) VS12ntig>a 108 73 1,48 160 124 70 1,77 220
IVS12nt1g>a 70 57 1,23 86 109 73 1,50 164
Intervalo 70-108 57 -73 1,15-1,55 | 86-160 94 - 124 59-73 1,50-1,77 | 149-220
Média + DP 87 +17° 64 +7 1,35+0,19°| 120+38* | 109+ 9*° 66 +£7 1,65+0,13*"| 180 + 31*°
V388M 105 57 1,84 194 91 50 1,82 165
Mutagdo moderada R261Q 113 69 1,63 185 126 64 1,97 249
(n=8) R261Q 116 64 1,82 210 149 a4 1,93 288
65T 94 77 1,22 115 113 68 1,66 187
65T 113 94 1,20 135 106 71 1,50 159
65T 113 102 1,10 125 103 94 1,09 112
65T 111 46 2,40 267 130 51 2,57 335
65T 95 58 1,64 156 85 52 1,63 139
Intervalo 94-116 46 -102 |1,10-2,40 | 115-267 85-149 50-94 1,09-257 | 112-335
Média £ DP 108 + 9°° 71+19 [161+0,43% 173+51% | 113 +21° 66 £ 15 |1,77+0,43*"| 204 + 78°
Controles
(n=16)
intervalo 53-66 60 - 87 0,70 - 1,01 38-63 64 - 84 64 - 93 0,76 - 1,01 54 -79
Média + DP 59 + 5 73+11 1083+0,13§ 49410 75+£7° 82 +11° 0,93 +0,1 69 +11°

DP: desvio padrdo; *: os valores de Phe e Tyr sdo expressos em umol/L; *: diferengas significativas entre heterozigotos e controles normais (p<0,05); b: efeito

significativo da sobrecarga de aspartame em cada grupo (p<0,05); ©: diferengas significativas entre grupos de heterozigotos (p<0,05).
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5. DISCUSSAO
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5.1 - DETECCAO DE MUTACOES COMUNS

Os portugueses chegaram ao Brasil no século XVl e a partir do século XIX, a
imigragdo de povos europeus para o Brasil se intensificou. A regido sul recebeu
imigrantes provenientes principalmente da Peninsula Ibérica (Portugal e Espanha), da
Itédlia e do norte e leste europeus (Alemanha e Polonia). Estes grupos europeus,
juntamente com os indios que ja habitavam o Brasil e os africanos, que chegaram como
escravos na segunda metade do século XVI, formam a populagdo desta regido.
Considerando estes fatos historico-demogréficos, a presenca de mutagdes comuns no
gene da PAH nas populagbes européias citadas acima foi investigada no sul do Brasil.

O emprego combinado das técnicas de SSCP e de analise por digestdo com
enzimas de restricdo especificas permitiu a investigacdo dessas mutagées comuns na
nossa amostra, entre elas a I65T, R252W, R261X, R261Q, IVS10nt-11g>a, V388M,
R408W e a IVS12ntig>a. As mutagdes R408W e IVS12ntig>a sdo comumente
observadas em pacientes da Alemanha (Horst ef al.,, 1993) e Poldnia (Jaruzeiska ef al.,
1993), enquanto que as mutagbes 165T, R252W, R261X, R261Q, IVS10nt-11g>a e
V388M apresentam freqiéncias elevadas na ltalia (Dianzani et al., 1995a) e Peninsula
Ibérica (Rivera et al., 1998; Desviat et al., 1999).

Por outro lado, o grupo de mutagbes comuns encontrado em nosso estudo e
muito diferente do observado em pacientes chineses (Okano et al, 1992), coreanos
(Okano ef al., 1994) e japoneses (Okano ef al., 1998), conforme esperado.

Com excegdo da mutagdo R261X, a qual € mencionada em poucos estudos e
apresenta frequéncias muito baixas, as outras estdo entre as 20 mutagbes mais
frequentes, conforme o Banco de Dados do Consorcio de Analise de Mutagbes no Gene
da PAH (PAHdD) (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki ef al., 1998).

Varios estudos revelaram a ocorréncia de poucas mutagbes freqlentes e um
grande numero de mutagdes raras na maioria das populagdes (Guttler e Guidberg, 1996).
Por exemplo, as mutagdes IVS10nt-11g>a, L48S, R158Q, R261Q, P281L e R261X sé&o
responsaveis por 42,0% dos casos de deficiencia de PAH em pacientes italianos, sendo
as demais muito raras (Dianzani et al, 1995a). O mesmo ocorre em pacientes
portugueses, onde 44,0% dos genotipos apresentam as mutagbes 1VS10nt-11g>a,
R261Q, V388M, 165T, P281L e R252W (Rivera ef al., 1998), e nos pacientes espanhais,
onde as mutacbes IVS10nt-11g>a, A403V, I65T, V388M, R261Q e R243Q séo
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responsaveis por 38,0% dos genotipos causadores de HPA por deficiencia de PAH
(Desviat et al., 1999).

De fato, nosso estudo mostrou que um pequeno numero de mutagdes
freqUentes € detectada na grande maioria dos alelos e um grande grupo de mutacgdes
raras ocorre nos demais casos. As tabelas 4.4 e 4.5 (vide resultados) mostram a
freqliéncia alélica relativa das alteragbes encontradas no presente estudo. As mutagdes
mais frequentes foram 165T (18,2%), R408W (9,1%), R261X (9,1%), IVS2nt5g>c (7,3%),
R261Q (7,3%) e V388M (7,3%), as quais representam 58,3% do total de alelos mutantes,

enquanto as 13 mutagdes restantes apresentaram freqiéncias entre 1,8% € 5,5%.

5.2 - IDENTIFICAGAO DE MUTAGCOES RARAS E POLIMORFISMOS

Através do sequenciamento direto foram identificadas as seguintes alteragdes:
L15/S16fsdelCT, IVS2nt5g>c, F55fsdelT, IVS2nt-13t>g, N133/Q134fsdelATCA, R158Q,
R270K, P281L, IVS7nt1g>a e R408Q, todas previamente descritas por outros estudos.
Além disso, os seguintes polimorfismos também foram encontrados: [VS2nt19t>c, V245V,
Y414Y e IVS12nt-35¢>t.

Os resultados do seqiienciamento direto de DNA mostraram que dentre as
mutac¢des causadoras de HPA por deficiéncia de PAH, as alteracdes que ocorreram mais
de uma vez foram IVS2nt5g>c (4/55) e P281L (2/55). As mutacdes R158Q, P281L,
IVS7nt1g>a e R408Q tém sido bastante relatadas, exceto a mutagéo F55fsdelT, a qual é
descrita em 21 estudos. Por outro lado, as mutagdes L15/S16fsdelCT, IVS2ntSg>c,
IVS2nt-13t>g, N133/Q134fsdelATCA e R270K tém sido pouco documentadas.
(http:/www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et al., 1998).

A mutacao IVS2nt5g>c foi descrita em pacientes da Bulgaria (Kalaydjieva ef al.,
1993), Roménia (Popescu et al, 1994), Alemanha, Bélgica, Turquia
(http:/imvww.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki ef al., 1998), Egito (Effat ef al., 1999) e
Brasil (Acosta et al., 2000). A mutagido L15/S16fsdelCT foi inicialmente descrita em um
paciente alemao (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/) e posteriormente foi observada
em dois pacientes: um australiano (Ramus et al., 1995; Ramus et al., 1999) e um checo
(Kozak et al., 1997). A mutag@o IVS2nt-13t>g foi descrita em um paciente italiano (Bosco
et al., 1998). A delegao N133/Q134fsdelATCA foi observada em um caso nos Estados
Unidos (Guldberg et al., 1996; Guttler ef al., 1999). Por sua vez, a mutagdo R270K tem
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sido observada em pacientes portugueses (Leandro et al,, 1993; Rivera et a/., 1998),
tartaros (Kuzmin et al., 1995), americanos (Guldberg et a/., 1996) e brasileiros (Acosta et
al., 2000).

Os polimorfismos 1IVS2nt19t>c e V245V tém sido bastante relatados. No
entanto, os polimorfismos Y414Y e IVS12nt-35c>t tém sido pouco documentados.
(http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et al.,, 1998). O polimorfismo Y414Y foi
inicialmente descrito na Dinamarca (Guidberg e Guttler, 1993), sendo posteriormente
observado entre ingleses, belgas (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et al.,
1998), americanos (Guldberg et al, 1996) e canadenses (Carter ef al, 1998). O
polimorfismo IVS12nt-35c>t foi observado em pacientes belgas (Francgois et al.,, 1994),
tartaros (Kuzmin et al., 1995), noruegueses (Eiken ef al., 1996), espanhois (Pérez et al.,

1997) e egipcios (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et al., 1998).

5.3 - IDENTIFICAGAO DE MUTACOES NOVAS

Neste estudo, foram identificadas duas alteragcdes novas no gene da PAH:
1378g>t e IVS12nt-15t>c.

Mutacbes nas regides nao codificadoras do gene da PAH (promotoras, sitios
de poliadenilagdo e distantes dos sitios de jungdo exon-intron) podem também causar
deficiéncia de PAH (Kozak ef al., 1997). A alteracdo 1378g>t, identificada neste estudo, €
causada por transvers&o de uma guanina por uma timina, localizada na extremidade 3' do
gene a 19 nucleotideos apds o codon de terminagédo (TAA) do exon 13. Alguns motivos
sugerem que esta alteracdo pode ser uma nova mutacao associada a HPA por deficiéncia
de PAH:

(1) Na técnica de SSCP, o fragmento com este alelo mutante apresentou um padrao de
migracéo alterado, distinto e Unico em relagdo as outras amostras analisadas do
mesmo fragmento;

(2) a presenca deste alelo foi encontrada somente em um paciente com PKU leve, o qual
ja tinha sido identificada a mutagdo R408Q no outro cromossomo.

Para descobrir se a alteragdo 1378g>t esta associada @ HPA por deficiéncia de
PAH, é preciso determinar a frequéncia desta alteragdo em 100 cromossomos normais.

Desta forma, foi realizado um estudo populacional em 50 individuos controles, nos gquais
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nao foi encontrado esta alterac&o. Este achado indica que a alteracdo 1378g>t pode estar
associada a HPA por deficiéncia de PAH.

A alteragdo nova IVS12nt-15t>c foi considerada um polimorfismo, pois foi
encontrada em 3 pacientes que apresentavam 2 mutagdes descritas previamente e

associadas a HPA por deficiéncia de PAH.

5.4 - FREQUENCIA DAS MUTAGOES E POLIMORFISMOS NO GENE DA PAH

As técnicas de biologia molecular foram empregadas para determinar o
gendtipo de 30 pacientes com HPA por deficiencia de PAH, perfazendo um total de 60
alelos analisados. Entretanto, no calculo de freqiéncia alélica, foram considerados
apenas 55 alelos, pois 5 pacientes homozigotos s&o filhos de pais consangtineos.

A ampla variedade de genotipos € o reflexo da heterogeneidade molecular no
locus da PAH. Na maioria dos estudos foram observados 20 ou mais mutacdes diferentes
associadas a HPA por deficiéncia de PAH, sendo a distribuigdo e freqiéncia das mesmas
diferentes entre as populagbes (Jaruzelska et al., 1993; Dianzani et a/., 1995a; Tyfield et
al., 1997; Carter et al., 1998; Okano et al.,, 1998; Rivera et al., 1998: Desviat et al., 1999;
Effat et al., 1999).

Esta heterogeneidade esteve presente em nosso estudo, onde 24 alteracdes
(18 mutagbes associadas a HPA por deficiéncia de PAH, 4 polimorfismos e 2 alteragdes
novas: IVS12nt-15t>c e 1378g>t), conferindo 26 gendtipos diferentes associados a
doenga, foram observadas nos 30 pacientes com deficiéncia de PAH analisados. Foi
possivel a identificacdo de pelo menos uma mutacdo patogénica em todos os pacientes
analisados (tabela 4.6 - vide resultados).

As alteragbes no gene da PAH ficaram distribuidas da seguinte maneira: 9
mutagdes de sentido trocado (I65T, R158Q, R252W, R261Q, R270K, P281L, V388M,
R408W e R408Q), 5 mutagdes de sitios de juncédo (IVS2nt5g>c, IVS2nt-13t>g,
IVS7nt1g>a, IVS10nt-11g>a e IVS12ntig>a), 3 delegbes (L16/S16fsdelCT, F55fsdelT e
N133/Q134fddelATCA), 1 mutagdo sem sentido (R261X), 4 polimorfismos (IVS2nt19t>c,
V245V, Y414Y e IVS12nt-35c>t). A tabela 5.1 mostra que esta distribuicao esta de acordo
com a observada no PAHdb e em outros estudos (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/;
Nowacki et al., 1998; Scriver et al., 2000). As alteragdes novas IVS12nt-15t>c e 1378g>t

n&o estdo incluidas neste grupo.
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Tabela 5.1: Freqiiéncia dos tipos de alteracbes no gene da PAH: (ultima
consulta: maio de 2000).

Tipo de Mutagodes identificadas Banco de dados
Alteragao no presente estudo (%) (%)
MutacGes de ponto de sentido trocado 9 (40,9 255 (61,9)
Delecdes 3 (13,6) 56 (13,6)
Mutacdes de sitios de jungdo 5(22,7) 47 (11,4)
Mutacdes silenciosas / polimorfismos 4 (18,2) 27 (6,6)
Mutacdes de ponto sem sentido 14,5 22 (5,3)
Insercoes 0 5{1,2)
Total 22 (100,0) 412 (100,0)

Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os tipos de mutag¢des encontradas em nosso
estudo e os tipos do PAHdb (p>0,05).

A quantidade de individuos homozigotos em uma determinada populagéo,
indica o grau de variagcao genética no locus do gene da PAH que a mesma apresenta:
quanto maior for o numero de homozigotos, mais homogénea sera a populagdo em
relacdo as mutagbes no gene da PAH (Avigad ef al, 1990; Guldberg et al., 1996). A
freqUéncia de gendtipos homoalélicos observada no presente estudo foi de 30,0% (9/30),
envolvendo 7 mutagdes diferentes e semelhante as taxas (em torno de 25,0% a 30,0%)
encontradas em populagdes heterogéneas e miscigenadas da Europa (Guldberg et al.,
1993; Dianzani et al., 1995a; Desviat ef al., 1997; Kayaalp ef al., 1997, Pérez ef al., 1997,
Rivera ef al., 1998).

A tabela 5.2 compara a frequéncia das mutagdes encontradas em nossa
amostra de pacientes e as freqiéncias observadas em outros paises da América do Sul
(Chile), América do Norte, Europa, Asia e Oceania. A freqiéncia encontrada para a
mutacdo 65T foi semelhante as observadas nos pacientes ingleses/escoceses,
irlandeses e australianos (p>0,05) e suf)erior as encontradas nos demais estudos
(p<0,005). A mutacao R408W apresentou uma freqiiéncia maior que as observadas nos
pacientes italianos (p<0,01) e portugueses (0,003) e inferior as freqiiéncias observadas
nos pacientes alemaes (p<0,018), poloneses (p<0,0001), ingleses/escoceses (p<0,05),
irrandeses (p<0,007), romenos (p<0,001) e estonianos (p<0,0001). A mutagdo R261X
apresentou uma freqiéncia semelhante & verificada em pacientes italianos (p>0,05) e
superior a encontrada nos estudos realizados em Portugal (p<0,001) e Bélgica (p<0,005).

A freqiéncia da mutagido R261Q foi superior as observadas nos pacientes

poloneses (p<0,03), ingleses/escoceses (p<0,003) e irlandeses (p<0,02), porém inferior a
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descrita para pacientes suigcos (p<0,003). A mutagdo V388M apresentou uma freqiiéncia
similar as observadas nos pacientes chilenos, espanhois e portugueses (p>0,05) e foi
significativamente maior que as freqiiéncias observadas nos pacientes americanos
(p<0,004) e japoneses (p<0,05). A freqiiéncia da a mutagdo IVS12ntig>a foi de 5,5%,
semelhante a observada na maioria dos estudos prévios, sendo apenas inferior a
frequéncia observada em um estudo realizado com pacientes canadenses (p<0,05). As
freqUéncias das mutagbes IVS2ntS5g>c (7,3%) e P281L (3,6%) nao sdo estatisticamente
diferentes das freqUéncias observadas nos outros estudos (p>0,05) (tabela 5.2).

Em um estudo anterior, realizado em 17 pacientes de Porto Alegre, foi
investigado a presenga das trés mutagdes mais frequentes na Peninsula Ibérica (I165T,
IVS10nt-11g>a e V388M) e duas mutagbes prevalentes nas regides leste e norte
européias (R408W e IVS12nt1g>a) (Pérez et al., 1996). A mutacdo IVS10nt-11g>a nao foi
detectada neste estudo e as freqUiéncias relativas encontradas para as mutagbes 165T
(20,0%), V388M (6,0%), R408W (6,0%) e IVS12ntig>a (6,0%) foram semelhantes as
observadas em nosso estudo (p>0,05).

As frequéncias das mutagdes observadas em nosso estudo foram comparadas
com as frequiéncias obtidas em um estudo realizado no estado de Sao Paulo (Pérez ef al.,
1996, Acosta ef al., 2000). As mutacbes mais freqlentes em Sao Paulo foram IVS10nt-
11g>a (17,4%), R261Q (12,2%), V388M (9,1%), R252W (6,5%) e R270K (4,8%). As
mutacdes R261Q, V388M, R252W e R270K apresentaram freqiiéncias semelhantes em
nosso estudo. As frequéncias das mutagdes I65T (3,5%) e R408W (3,5%) nos pacientes
de S&o Paulo foram menores que as observadas no nosso estudo (p<0,007 e p<0,04,
respectivamente). Por outro lado, a mutacédo 1IVS10nt-11g>a foi mais prevalente entre os
pacientes de S&o Paulo (p<0,005).

De Lucca e colaboradores (1999), a partir da analise das 5 mutagbes mais
frequentes na Europa em 448 alelos mutantes de pacientes do Brasil (estado de S&o
Paulo), Chile, Argentina e Venezuela, demonstraram a presenca nestes alelos das
mutacbes mais comuns na Peninsula Ibérica (IVS10nt-11g>a, I65T e V388M) e na Europa
Oriental e Setentrional (R408W e IVS12nt1g>a) (De Lucca et al., 1999). Apesar da
diferenca no delineamento do estudo, este achado € semelhante aos nossos resultados,
onde as mutagdes 165T, R408W, V388M e IVS12nt1g>a estdo entre as mais frequentes
encontradas em nosso estudo. No entanto, a mutacao 1IVS10nt-11g>a foi encontrada em

uma baixa freqtiéncia (1,8%) no presente estudo.



Tabela 5.2: Freqliéncia alélica relativa de mutagdes encontradas no gene da PAH em diferentes populagdes

Mutagbes
Populagéo 65T R408W R261X IV2nt5g>c R261Q V388M IVS12nt1g>a P281L Referéncias
Brasileira 18,2 (10/55) 9,1 (5/55) 9,1 (5/55) 7,3 (4/55) 7,3 (4/55) 7,3 (4/55) 5,5 (3/55) 3,6 (2/55) | Presente estudo
Chilena 13,0 (19/146) g
Americana 4,1 (12/294) | 18,7 (55/222) 2,4 (7/294) 0,7 (2/294) | 7,8 (23/294) | 2,7 (8/294) k
Canadense 4.4 (6/135) | 11,1 (15/135) 5,9 (8/135) 17,8 (24/135) | 2,2 (3/135) )
Espanhola 6,7 (26/390) 4,1 (16/390) | 6,2 (24/390) 2,3 (3/129) r,m
Portuguesa 5,4 (12/222) | 0,9 (2/222) | 0,4 (1/222) 10,4 (23/222) | 8,6 (19/222) 4,5 (10/222) q
Italiana 1,1 M177) | 4,5 (8/177) 510177 2,8 (5/177) | 5,1 (91177) h
Francesa 5,9 (22/372) 6,2 (23/372) 5,6 (21/372) a
Suiga 6,0 (3/50) 32,0 (16/50) 4,0 (2/50) a
Belga 2,8 (7/246) | 6,9 (17/246) | 1,2 (3/246) 8,9 (17/246) 15,0 (37/246) | 6,9 (17/246) d
Alema 24,5 (80/326) 6,1 (20/326) 14,4 (47/326) b
Polonesa 63,4 (90/142) 0,7 (1/142) 4,9 (7/142) c
Romena 45,5 (10/22) 4.5 (1/22) 9,1 (2/122) 9,1 (2/22) 4,5 (1/22) f
Estoniana 84,0 (57/68) 1,5 (1/68) 2,9 (2/68) !
Inglesa / escocesa | 12,0 (59/490) | 21 (103/490) 1,0 (5/490) 13,7 (67/490) | 1,0 (5/490) n
irlandesa (Norte) | 20,2 (49/242) | 27,6 (67/242) 1,2 (3/242) 3,3 (8/242) j
Judia (askhenazi) 2.8 (4/144) 6,3 (9/144) e
Egipcia 15,4 (4/26) | 11,5 (3/26) s
Australiana 18,1 (15/83) | 19,3 (16/83) 4,8 (4/83) 15,7 (13/83) 1,2 (1/83) i
Japonesa 1,2 (1/82) p

a: Eisensmith ef al., 1992; b: Horst et al,, 1993; c¢: Jaruzelska et al., 1993; d: Frangois ef al., 1994, e: Kieiman et al., 1994; f: Popescu ef al., 1994; g: Desviat et al.,
1995; h: Dianzani et al., 1995a; i: Ramus et al., 1995; j: Zschocke et al., 1995; k: Guldberg et al., 1996; I: Lillevalli ef al., 1996; m: Pérez et al., 1997; n: Tyfield et

al., 1997; o: Carter et al., 1998; p: Okano et al., 1998; g: Rivera et al., 1998; r: Desviat ef al., 1999; s: Effat ef al., 1999.
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Considerando o pequeno tamanho de nossa amostra, nado foi possivel
comparar o espectro de mutagdes verificado entre os pacientes do Rio Grande do Sul e
de Santa Catarina (tabelas 4.4, 45 e 4.6). As diferengas entre as frequéncias das
mutagdes encontradas nos pacientes destes estados podem ser ocasionais. No entanto,
alguns achados merecem destaque:

1. O polimorfismo V245V foi encontrado apenas nos pacientes gauchos;

2. as mutagbes 165T, R261Q, R408W, V388M e IVS12nt1g>a representam 51,3% dos
alelos mutantes encontrados nos pacientes do Rio Grande do Sul, enquanto que as
mutagbes R261X, 65T, IVS2ntSg>c representam 64,3% dos alelos mutantes
observados nos pacientes de Santa Catarina;

3. a aparente freqléncia elevada da mutagdo R261X (28,6%) e do polimorfismo
IVS2nt19t>c (50,0%) observada nos pacientes catarinenses;

4. a presenga de quase todas as alteragbes nos pacientes gauchos, exceto as mutacdes
IVS2nt-13t>g e IVS10nt-11g>a as quais foram observadas somente em pacientes
catarinenses.

A presenga de polimorfismos foi observada em 46,6% dos pacientes com
deficiéncia de PAH. Os polimorfismos IVS2nt19t>c, V245V e IVS12nt-35c>t foram os mais
frequentemente detectados. O polimorfismo IVS2nt19t>c apresentou uma freqliéncia de
20,0%, sendo a mais elevada. Esta frequéncia € similar a observada em pacientes
itallanos (22,2%) (Dianzani et al., 1995a), checos (20,0%) e franceses (14,0%)
(http:/mww.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki ef al., 1998) e superior a descrita na
Beélgica (1,7%) (Francois et al., 1994), Noruega (0,8%) (Eiken et al, 1996a), Inglaterra
(0,5%) (Tyfield et al., 1997).

A frequéncia do polimorfismo V245V foi de 10,9%, similar a observada nos
pacientes bulgaros (10,0%), franceses (15,0%) (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/;
Nowacki et al., 1998), egipcios (18,7%) (Hashen et al., 1996), espanhdis (12,4%) (Pérez
et al., 1997) e portugueses (9,4%) (Rivera et al., 1998), superior a verificada em paciente
noruegueses (0,8%) (Eiken et al, 1996a), poloneses (1,7%) e turcos (1,8%)
(http:/mww.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki ef al., 1998) e inferior a apresentada por
pacientes italianos (26,6%) (Dianzani et al., 1995a).

A anadlise de SSCP do fragmento 7 (92 controles) mostrou que o polimorfismo
\/245V foi encontrado em uma frequéncia alélica de 23,4% (43 alelos em 184 analisados),
sendo 3 individuos homozigotos € 37 heterozigotos para o polimorfimo em questéo. Esta

frequéncia foi superior (p<0,05) & encontrada em pacientes com deficiéncia de PAH
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apresentando o polimorfismo V245V. Apesar do pequeno numero de amostras
analisadas, a elevada frequéncia observada deste alelo pode representar um indicio que
este polimorfismo € amplamente distribuido, pelo menos na populagéo do Rio Grande do
Sul. Nao ha na literatura nenhum relato sobre este tipo de comparacéo.

O polimorfismo IVS12nt-35c>t apresentou uma freqténcia de 7,3%, maior que
a descrita em pacientes belgas (1,7%) (Frangois et al., 1994), noruegueses (0,8%) (Eiken
et al., 1996a) e espanhois (0,7%) (Pérez et al, 1997). O polimorfismo Y414Y foi
observado em apenas um alelo, apresentando uma freqténcia baixa (1,8%). A ocorréncia
deste alelo é considerada rara, havendo poucos estudos que descrevem a sua presenca
(Guldberg e Guttler, 1993; Guldberg et al., 1996; Carter et al., 1998). O novo polimorfismo

IVS12nt-15t>c, detectado em nosso estudo, apresentou uma fregiéncia de 5,5%.

5.5 - DISTRIBUICAO DAS MUTAGOES E POLIMORFISMOS NO GENE DA PAH

Neste estudo, ndo foram encontradas alteragbes nos fragmentos 6, 8, 9 e 10
do gene da PAH. No entanto, em relagcé&o ao total de alelos mutantes no gene da PAH
(412), varias alteragbes foram descritas nas regides que abrangem o fragmentos 6
(14,5%) e o fragmento 10 (10,0%) (Carter et al, 1998; Desviat ef al., 1999). Como ja foi
mencionado, cerca de 18,0% das alteracbes conhecidas no gene da PAH estéo
localizadas no exon 7 e em torno de 76,0% se localizam entre as regides dos exons 5 e
12.

Os resultados do presente estudo revelaram que 29,2% das alteragdes (7/24)
se encontram no fragmento 7, o qual compreende ¢ exon 7 e suas regides adjacentes 5' e
3'. Esta alta freqiéncia € semelhante a descrita em varios estudos (Dianzani ef al., 1995a;
Carter et al., 1998; Okano et al., 1998; Rivera ef al., 1998). Nossos achados indicam que
62,5% (15/24) das alteracOes identificadas se localizam entre os exons 5 € 12 e o restante
se encontram nos exons 1, 2, 3, 4 e 13 (37,5%), valores um pouco menores que 0S
descritos pelo PAHdb (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et a/., 1998).

O conteudo de CpG (citosina-fosfato-guanina) no gene da PAH n&o é elevado
e apenas em torno de 6,0% das mutagdes ocorrem nestas sequéncias
(http:/iwww.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki ef al,, 1998). As mutagbes de ponto
encontradas neste estudo foram causadas por 18 transicbes (9 G>A, 6 C>Te 3 T>C)e 3
tranversdes (G>C, T>G e G>T).
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As mutacdes R158Q, R261Q, IVS7nt1g>a e R408Q resultaram de transicdes
G>A, enquanto que as mutagdes R252W, R261X, P281L e R408W resultaram de
transicoes C>T. Estas alteragdes ocorrem em regides muito conservadas do gene da PAH
e apresentam uma grande distribuicao em varias populag¢bes
(http:/lwww.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et al, 1998). Neste estudo, por
exemplo, as mutacbes R408W, R261X e R261Q estdo entre as 6 mutagbes mais
freqUentes. Desta forma, a ocorréncia de mutagdes nos codons contendo dinucleotideos
CpG (158, 252, 261, 281 e 408) confirmam que 0s mesmos sao regides propensas a
ocorréncia de mutagdes no gene da PAH (hot spofts), conforme observado em estudos
anteriores (Byck et al., 1997; http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et al,
1998).

A maioria das alteragbes no gene da PAH, afeta o dominio catalitico, situado
entre as regides codificadoras dos exons 5 (residuo 143) e 12 (residuo 410); uma
segunda parte afeta o dominio regulatdrio, o qual se encontra entre os exons 1 (residuo 1)
e 4 (residuo 142); e uma menor fragdo ocorre no dominio de tetramerizag&o, que se
estende do residuo 411 no exon 12 ao 452 no exon 13 (Erlandsen e Stevens, 1999).
Distribuicdo semelhante foi observada em nosso estudo, onde 41,6% das alteragbes
(R158Q, V245V, R252W, R261X, R261Q, R270K, P281L, V388M, R408W e R408Q)
ocorre no dominio catalitico, 16,7% no dominio regulatério (L15/S16fsdelCT, F55fsdelT,
I65T e N133/Q134fsdelATCA) e 4,2% no dominio de tetramerizagédo (Y414Y). As outras

alteracdes (37,5%) estéo localizadas em regides n&o codificadoras do gene da PAH.

5.6 - SENSIBILIDADE DOS METODOS MOLECULARES

A percentagem de alteragdes encontradas, através da analise por SSCP, varia
de 70,0% a 90,0%, de acordo com o gene em estudo e com as condigdbes em que a
técnica é realizada (Orita et a/., 1989; Mirchaud ef al., 1992) e parece haver uma maior
eficiéncia no processamento de fragmentos de DNA entre 150 e 300 pb de comprimento
(Grompe, 1993; Sheffield ef al., 1993).

A anélise por SSCP permitiu a identificacdo de pelo menos uma alteragdo na
sequéncia do gene da PAH em 83,3% dos pacientes analisados (25/30). Todas as
alteracOes observadas nos fragmentos atraves da técnica de SSCP foram confirmadas

pelo sequencimento direto efou digestdo com enzimas de restricdo como mutagbes
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causadoras de deficiéncia de PAH ou polimorfismos. A sensibilidade da técnica de SSCP
em nosso estudo foi de 62,0% (34 alelos mutantes em 55 analisados).

Nenhum resultado falso-positivo foi observado neste estudo, embora falsos-
negativos ndo possam ser descartados. Os fragmentos 3, 11 e 12 de controles positivos
para as mutacgdes 65T, IVS10nt-11g>a e IVS12ntig>a ndo apresentaram padroes de
migracdo alterados quando analisados pela técnica de SSCP (nas condigbes utilizadas
neste estudo). Estas alteracdes representam 14 alelos mutantes. Desta forma, a taxa de
falsos-negativos no nosso estudo ficou em pelo menos 25,4%. Um estudo recente sobre
métodos de triagem molecular aponta que a analise de SSCP pode apresentar taxas de
resultados falsos-negativos entre 5,0% e 40,0% (Ravine, 1999).

A analise do fragmento 3 de pacientes, previamente identificados por analise
de digestdo para a mutacdo I65T, foi realizada em duas condi¢cdes de temperaturas
diferentes (4° e 18°C), porém n&o foi encontrado nenhum padrdo de mobilidade
caracteristico para esta mutagdo. Por outro lado, foi observado que um paciente
apresentou dois padrdes de migracao diferentes para a mesma alteragdo, conforme as
temperaturas utilizadas na analise de SSCP. Um pequeno aumento na mobilidade deste
fragmento foi observado quando a eletroforese foi realizada a 4°C (canaleta 5 da figura
4.4c). ,

A conformacéo do DNA de fita simples pode ser alterada por fatores ambientais
tais como temperatura do gel durante a eletroforese, concentracdo do tampéo de
eletroforese e a presenca de agentes desnaturantes. A alta temperatura pode destruir
algumas conformagdes pouco estaveis e a mudanca de mobilidade pode aumentar
quando a eletroforese for realizada em temperaturas baixas (Orita ef a/., 1989).

Labrune e colaboradores (1991) ndo detectaram, apesar de varias condi¢des
experimentais serem testadas (concentragao do tamp&o, temperatura e duracdo da
corrida), um polimorfismo conformacional para a mutagdo IVS12ntig>a. Concluiram,
entéo, que o efeito de uma alteragéo no padrdo de migragao do fragmento de DNA pode
ser imprevisivel, e, que algumas mudancas de nuclectideos podem n&o alterar
significativamente a mobilidade eletroforética dos fragmentos amplificados (Labrune et al.,
1991).

A analise de SSCP permitiu a deteccdo tanto de substituicdes de um
nucleotideo como delegdes. Em muitos casos, foi visivel a observacédo de padrbes de
migragio distintos para a mesma mutagdo em pacientes homozigotos e heterozigotos.

Um exemplo desta relac@o € representado pela mutagcdo R408W, a qual apresenta dois
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padrées de migragao distintos: um para pacientes heterozigotos e outro para homozigotos
(canaletas 4 e 5 da figura 4.13c, respectivamente).

Varios estudos utilizaram a técnica de SSCP como metodo de triagem
molecular para mutagdes comuns, raras e novas, apresentando graus diferentes de
sensibilidade. A sensibilidade da técnica de SSCP em nosso estudo foi semelhante a
observada em um estudo realizado em pacientes italianos (64,0%) (Dianzani et al,
1995a) e menor que a verificada em um outro estudo com pacientes italianos (75,0%)
(Guzzeta et al., 1997), e estudos com pacientes das llhas Britanicas (89,0%) (Tyfield et
al., 1997) e da Estonia (93,0%) (Lillevalli ef a/., 1996).

Existem outras técnicas usadas para a detecgao rapida de mutagbes no gene
da PAH, tais como clivagem bioquimica e DGGE. Estas técnicas requerem, como no
procedimento de SSCP, conhecimento da seqléncia normal e amplificagdo eficiente da
seqiéncia mutante. Contudo, a analise de SSCP tem muitas vantagens sobre estas
técnicas, ndo sendo necessarios tratamento quimico e equipamentos especificos. Além
disso, este procedimento requer completo ajuste de condigdes eletroforéticas para cada
exon (Labrune et al., 1991).

A sensibilidade da tecnica de SSCP atingida em nosso estudo (62,0%) foi
comparada com a verificada em alguns estudos usando a técnica de DGGE, sendo menor
gue as sensibilidades de 76,0%, 87,5%, 89,0%, 92,0%, 95,0%, 95,7% e 99,6% verificada
em pacientes egipcios (Effat et al, 1999), venezuelanos (De Lucca et al, 1998),
espanhdis (Desviat ef al., 1999), japoneses (Okano et a/., 1998), americanos (Guldberg et
al.,, 1996), canadenses (Carter ef al, 1998) e irlandeses (Zschocke et al, 1995),
respectivamente.

A sensibilidade do método diminui com o tamanho do produto de PCR,
baixando até 50,0% quando fragmentos de 400 pb s&o analisados. Algumas das
limitagbes quanto ao tamanho do fragmento, podem ser superadas pela amplificagdo e
andlise simultaneas de véarios fragmentos (PCR multiplex) ou por digestdo com enzimas
de restricdo (Grompe, 1993). Estas analises nao foram realizadas no presente estudo.

A combinacio da técnica de SSCP com a analise por digestéo com enzimas de
restricdo e o sequenciamento direto dos fragmentos de DNA permitiu a eficiéncia do
diagnéstico molecular em 87,3% dos alelos analisados (48/55), valor semelhante ao
observado nos estudos realizados em pacientes da Escocia, Pais de Gales, Inglaterra
(89,0%) (Tyfield et al., 1997), Espanha (89,0%) (Desviat et al., 1999), S&o Paulo (91,0%)
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(Acosta et al., 2000) e Japao (92,0%) (Okano et al., 1998), superior ao valor encontrado
em pacientes da ltalia (64,0%) (Dianzani et al, 1995a), e inferior & percentagem
encontrada em pacientes do Canada (95,7%) (Carter et al., 1998), Australia (98,0%)
(Ramus et al., 1995), Irlanda (99,6%) (Zschocke et al., 1995) e Noruega (99,6%) (Eiken et
al., 1996a).

Em 7 pacientes (3, 12, 16, 20, 23, 29 e 30) nado foi possivel identificar a
mutacao presente no outro alelo. Isto pode ser devido a uma possivel limitagcdo da técnica
de SSCP, pois algumas mudangas de nucleotideos podem néo alterar significativamente
0 padrao de migracéo dos fragmentos amplificados. O seqlenciamento de toda a regido
codificante do gene da PAH destes pacientes poderia resolver este problema, mas esta

etapa n&o foi realizada no presente estudo.

5.7 - CORRELAGAO GENOTIPO-FENOTIPO
5.7.1 - Pacientes com HPA por deficiéncia de PAH

a) Correlagao gendtipo-fenétipo: Presente estudo x dados da literatura

A correlagao genotipo-fenétipo tem sido usada para avaliar a gravidade das
mutacdes em pacientes homozigotos com o mesmo gendtipo e mesmo fenotipo. No
entanto, a maioria dos pacientes com deficiéncia de PAH s&o heterozigotos compostos,
sendo dificil estabelecer a gravidade de cada mutagdo e sua contribuicdo para a
expressao do fendtipo (Waters ef al., 1998a).

O fendtipo da HPA por deficiéncia de PAH é muito heterogéneo, sendo dificil
de correlacionar com a atividade residual. estimada para as proteinas mutantes. Desta
forma, o uso clinico da analise do gendtipo deve ser limitado (Romano ef a/., 1998).

Dentre os genotipos definidos neste estudo, apenas 13 dos 26 foram descritos
previamente. A correlacdo destes gendtipos com os fendtipos dos pacientes foi
comparada com a observada em outros estudos (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/,
Dianzani et al.,, 1995a; Desviat ef al., 1997; Guzetta ef al., 1997; Kayaalp et al., 1997,
Guldberg et al., 1998b; Nowacki et al., 1998; Effat ef al., 1999). A tabela 5.3 mostra uma
concordancia de 92,3% entre os nossos resultados e os da literatura (p>0,05). No
entanto, as mutacbes I65T e V388M quando em homozigose podem resultar nas trés

categorias de deficiéncia de PAH (PKU leve, PKU moderada ou PKU classica). Por outro



Discussao 142

lado, a presenga das mutagbes IVS2nt5g>c ou R261Q estdo associadas a PKU
moderada ou PKU classica.

Os gendtipos R261X/R261X, L15/S16delCT/L15/S16delCT (homozigotos nulos:
uma mutacdo responsavel por atividade ndo detectavel de PAH), R408W/P281L,
R408W/F55fsdelT (heterozigotos compostos nulos: duas mutagdes responsaveis por
atividade nao detectavel de PAH), 165T/IVS12ntig>a e I65T/P281L (heterozigotos
compostos funcionais: uma mutagéo de sentido trocado que confere atividade residual de
PAH e uma mutac&o associada a atividade enzimatica ndao detectavel) estdo sempre

associados a PKU classica (tabela 5.3).

Tabela 5.3: Correlagao gendétipo-fenétipo: presente estudo e dados da literatura

Fendtipo
Paciente Genotipo Presente estudo Outros estudos *

4 R408W / P281L Classico Classico

5 R408W / R408W Moderado Classico

7 IVS2ntSg>c/IVS2ntSg>c Classico Classico**
8 R261X /R261X Classico Classico

9 R408W / F55fsdelT Classico Classico
13 65T /165T Moderado Moderado***
15 65T / IVS12nt1g>a Classico Classico
18 R408W / R261Q Classico Classico**
21 I65T / P281L Classico Classico
24 R261Q /R261Q Moderado Moderado**
26 L15/S16delCT / L15/S16delCT Classico Classico
27 V388M / V388M Moderado Moderado***
28 R261Q /IVS12ntig>a Moderado Moderado**

*: Fenotipos mais comumente encontrados para os respectivos genoétipos; **: Estes gendtipos podem
causar PKU moderada ou classica; ***: Estes gendétipos podem causar PKU leve, moderada ou
classica (adaptado de hitp://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Dianzani et al., 1995a; Desviat ef al_,
1997; Guzetta ef al., 1997; Kayaalp ef al., 1997; Guldberg et al., 1998b; Nowacki et al., 1998; Effat ef
al., 1999). ‘

b) Distribuicao das mutagdes por fenétipos

Neste estudo, 17 pacientes (9 com diagnodstico precoce e 8 com diagnostico
tardio) apresentaram 15 mutacdes associadas a PKU classica, sendo que as mutagbes
L15/S16fsdelCT, F55fsdelT, N133/Q134fsdelATCA, R158Q, R270K, P281L, IVS7nt1g>a e
IVS10nt-11g>a foram encontradas somente nestes pacientes. A maioria dos pacientes
com PKU classica apresentaram gendtipos nulos (3 heterozigotos compostos e 4

homozigotos). A variacéo entre 13,0% e 21,0% da ARP foi observada nos pacientes 15,
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17, 18, 21 e 22 (heterozigotos compostos funcionais). Com excecdo do paciente 29, os
pacientes 16, 23 e 30 apresentaram apenas uma mutacdo nula identificada em um dos
alelos. Quanto ao paciente 14, a ARP conferida pela mutagdo R158Q foi de 10%, porém,
devido & auséncia de estudos de expressdo da mutagdo R270K, ainda ndo se sabe o
efeito desta alteragcdo no gene da PAH. No entanto, a andlise de expressao in vitro da
mutagédo R270K mostrou atividade de PAH nao detectavel em ratos (Dickson et al., 1994).

De acordo com a tolerancia a Phe da dieta, 9 pacientes (2 com diagnostico
tardio e 7 com diagnostico precoce) apresentaram 9 mutagdes associadas com a forma
moderada da PKU. As mutagbes IVS2nt-13t>g e R252W foram identificadas somente em
pacientes com PKU moderada. Com exceg@o do paciente 5 que apresentou o gendtipo
nulo R408W/R408W, a ARP variou de 13,0% a 21,0% nos pacientes heterozigotos
compostos funcionais (6, 19 e 28) e de 26,0% a 43,0% nos pacientes homozigotos para
mutacbes de sentido trocado (13, 24 e 27). Nos pacientes 3 e 12 foi identificado apenas
uma mutacao nula.

A mutacdo R408W € uma mutagio nula, portanto em pacientes homozigotos
pode determinar PKU cléssica. No entanto, quando a mutagdo R408W esta associada a
presencga dos haplotipos 1 ou 4, pode resultar em um fenotipo menos grave (Guttler et al.,
1987). No presente estudo, a analise destes haplotipos no gene da PAH nao foi realizada
para testar esta hipotese.

No grupo dos pacientes com PKU leve, 3 mutagdes foram identificadas: 165T,
R408Q e 1378g>t. Além do fato que as mutagdes 165T e R408Q apresentam ARP de
26,0% e 55,0%, respectivamente, os menores niveis de Phe observados no pre-
tratamento e durante o tratamento e uma maior tolerancia a Phe da dieta contribuiram
para a inclusdo dos pacientes 11 e 20 nesta categoria. Estes pacientes apresentaram as
menores elevagdes dos niveis de Phe, quando submetidos a dieta normal por mais de um
més, indicando que apresentam uma maior tolerancia a Phe que os pacientes com PKU
classica, especialmente.

Foram observados 9 pacientes com gendtipos de heterozigoto composto
funcional. A maioria destes pacientes (15, 17, 18, 21 e 22) exibe o fendtipo classico da
doenga, apresentando niveis de Phe pré-tratamento muito elevados, dificil controle dos
niveis de Phe durante o tratamento e uma menor toleréncia a Phe da dieta. Os pacientes
6 (diagndstico tardio), 19 e 28 (diagnodstico precoce) apresentaram a forma moderada de
deficiéncia de PAH. Nao foi possivel determinar a tolerancia a Phe da dieta do paciente 2,

0 qual apresentou niveis de Phe pré-tratamento semelhante aos observados nos
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pacientes com PKU moderada, mas com niveis de Phe durante o tratamento semelhantes
aos dos pacientes com PKU classica.

As mutagdes IVS2ntSg>c, R261Q, R261X, V388M, R408W e IVS12ntig>a
foram encontradas nos pacientes com PKU classica e PKU moderada. A mutagéo 165T foi
encontrada em todas as categorias, fato descrito freqientemente (Desviat et al., 1997;
Kayaalp ef al., 1997; Guldberg et al., 1998b; Nowacki et al., 1998).

Vérias hipdteses tém sido propostas para explicar as bases genéticas
responsaveis pela existéncia de fendtipos diferentes na HPA por deficiéncia de PAH,
como: a complementacao interalélica negativa (Kaufman et af., 1975); o alelismo (Ledley
et al., 1986), a agcdo combinada de muitos genes (DiSilvestre ef a/., 1991); e a presenca
de um gene modificador independente (Ramus ef a/., 1993);

Os pacientes 24 e 28 (um homozigoto e outro heterozigoto composto funcional
para a mutacéo R261Q, respectivamente) apresentaram valores de Phe pré-tratamento
maiores que o esperado a partir do seu genotipo. Estes achados foram observados em
outros estudos, nos quais a analise de expressdo revelou que a mutagdo R261Q
apresenta atividade residual da PAH em torno de 30% e imunorreatividade em torno de
50%, podendo ser um bom candidato para a complementagéo alélica negativa entre
alelos mutantes da PAH (Lichter-Konecki ef al., 1994; Burgad ef al., 19906).

c) Gendtipo x sintomas clinicos

As principais manifestagdes clinicas observadas nos pacientes com diagndstico
precoce ou tardio de deficiéncia de PAH s&o mostradas na tabela 5.4.

A maioria das manifestagbes clinicas encontradas em nossos pacientes é
freqUentemente descrita em outros estudos (MacDonald et al., 1994, Scriver ef a/., 1995a;
Blau e Blaskovics, 1996). Nao houve nenhuma correlagdo entre os valores de ARP e
estas manifestacbes clinicas apresentadas pelos pacientes. No entanto, as complicagbes
neurologicas, como 0 atraso no desenvolvimento neuro-psicomotor, foi muito mais
evidente nos pacientes diagnosticados tardiamente que nos com diagnéstico precoce.
Esta constatacdo comprova a importancia do diagndstico precoce para a deficiéncia de
PAH. Um exemplo é o caso do paciente 2 (I65T/IVS2nt5g>c) que foi diagnosticado
tardiamente e, portanto, apresentou retardo mental. Enquanto que o paciente 19 com

diagnéstico precoce e 0 mesmo gendtipo, ndo apresentou retardo mental.
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Tabela 5.4: Principais sintomas clinicos nos 30 pacientes com HPA por
deficiéncia de PAH.

Categorias n Sintomas clinicos (%)
fenotipicas Diagnostico precoce Diagnostico tardio
Hiperatividade (22,2%) | Convulsdes (75,0%)
RMO (22,2%) | RDNPM (62,5%)
Hipereflexia difusa (11,1%) | Lesbes cutaneas (37,5%)
Aprendizado deficiente (11,1%) | Retardo mental (25,0%)
Tremores (11,1%) { Microcefalia (25,0%)
Lesbes cutaneas (11,1%) | Aprendizado deficiente (25,0%)
PKU classica 17 | Vomitos (11,1%) | Hipotonia (12,5%)
Gastroenterite (11,1%) | Hipereflexia difusa (12,5%)
Agressividade (12,5%)
Hiperatividade (12,5%)
Tremores (12,5%)
RMO (12,5%)
Marcha atéxica (12,5%)
Gastroenterite (12,5%)
Lesbes cutaneas (57,1%) | Convuisbes (100,0%)
Hipereflexia difusa (28,6%) | Gastroenterite (50,0%)
PKU moderada 9 | Vomitos (28,6%) | RDNPM (50,0%)
frritabilidade (14,3%) | Hiperatividade (50,0%)
Hipereflexia difusa (50,0%)
Lesdes cutaneas (50,0%)
PKU leve 2 |lmritabilidade (50,0%) _
Hiperatividade (50,0%)
Retardo mental (100,0%)
Aprendizado deficiente (100,0%)
Hipotonia (50,0%)
Pacientes néo 2 _ Lesbes cutaneas (50,0%)
classificados RDNPM grave (50,0%)
Comportamento autista (50,0%)
Agressividade (50,0%)
Tremores (50,0%)

n: Tamanho da amostra; RMO: retardo da maturagdo oOssea; RDNPM: retardo do desenvolvimento
neuro-psicomotor.

d) Genétipo x parametros clinicos e bioquimicos

Para avaliar a correlacdo existente entre as variaveis consideradas neste
estudo, a atividade residual prevista para a proteina PAH mutante (ARP) foi comparada
com os parametros ligados ao diagnodstico (niveis de Phe pré-tratamento; toleréncia a
dieta restrita em Phe, determinada entre 2 e 5 anos de idade; teste de sobrecarga), ao
tratamento (niveis de Phe durante os primeiros 5 anos de idade) e ao quadro clinico
(somente nos pacientes com diagnostico tardio, considerando os escores do coeficiente
de inteligéncia, presenga ou ndo de convulsGes e retardo mental e presenga ou néo de

alteracBes no eletroencefalograma).



Discussao 146

Os niveis de Tyr pré e durante o tratamento foram considerados somente para
0s pacientes com diagnostico precoce. A tolerancia a dieta restrita em Phe foi o principal
parametro utilizado para a classificagdo fenotipica dos pacientes (PKU leve, PKU
moderada e PKU classica).

Os estudos de analise de expressao in vitro demonstraram que cada mutacio
no gene da PAH tem um efeito quantitativo na atividade da PAH (Okano et al.,, 1991).
Varios autores descreveram o efeito das mutagbes sobre a atividade da PAH,
demonstrando que a combinagéo destas esta associada com a tolerancia a Phe e os
niveis de Phe no pré-tratamento (Eisensmith et al, 1996; Guttler e Guldberg, 1996;
Desviat ef al., 1997; Okano et al., 1998).

A associagéo entre os valores de ARP e a tolerancia a Phe ndo foi encontrada
em outros relatos, onde a qualidade da terapia dietética foi independente do genétipo dos
pacientes (Lichter-Konecki et al., 1994; Burgard et al, 1996). Ramus e colaboradores
descreveram que 0s niveis plasméaticos de Phe néo se correlacionaram com os valores de
ARP em pacientes com HPA por deficiéencia de PAH nao tratados (Ramus et al., 1999).
Nossos resultados também mostraram que a ARP n&o se correlacionou com a tolerancia

a Phe e nem com os niveis de Phe pré-tratamento nos 30 pacientes analisados.

d.1) Correlagao genotipo-fenétipo: pacientes com diagndstico precoce

Os niveis de Phe pré e durante o tratamento foram os fatores mais associados
a quantidade de Phe tolerada na dieta dos pacientes com HPA por deficiéncia de PAH,
diagnosticados precocemente. Desta forma, os pacientes que apresentaram menor
tolerancia a dieta e os maiores valores de Phe no pré e durante o tratamento foram
classificados como apresentando PKU classica; os pacientes com maior toleréncia a Phe
e 0s menores niveis de Phe no pré e durante o tratamento apresentaram PKU leve; os
pacientes com os valores intermediarios exibiram a forma moderada da doenca.

Os niveis de Tyr apresentaram correlagbes significativas com os valores da
ARP e os parametros bioquimicos dos pacientes com diagnostico precoce. Por exemplo,
uma forte correlagdo positiva foi verificada entre os niveis de Phe e Tyr pré-tratamento.
Esta associagdo pode ser melhor observada nos pacientes 5, 7, 10 (homozigotos nulos),
24 (homozigoto), 15, 17, 19, 21 e 28 (heterozigotos compostos funcionais). Outro fato
relevante foi a pequena relacéo encontrada entre os valores de Phe da dieta e os niveis

de Tyr durante o tratamento.
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Houve uma pequena correlagdo positiva entre os valores de ARP e os niveis
de Tyr observados durante o tratamento, indicando que a variacdo nos niveis de Tyr
podem depender da atividade residual da PAH. Os valores de ARP mostraram uma
tendéncia a se correlacionar com os niveis de Tyr no momento do diagnoéstico. Os niveis
de Tyr durante o tratamento também apresentaram uma tendéncia a correlagdo com os
niveis de Tyr pré-tratamento e de Phe durante o tratamento. Apesar da relevante
sobreposicéo entre os parametros analisados e do pequeno numero de amostras, os
pacientes com PKU leve apresentaram niveis de Tyr durante o tratamento maiores que 0s
pacientes com PKU grave (p<0,05).

Levando em consideracéo as correlagbes encontradas, os niveis de Tyr podem
representar um possivel marcador da expressao do gendtipo e exercer uma importante
fungao no controle dietético e na determinag&o do fendtipo dos pacientes.

E muito dificil manter os niveis de Phe dentro das medidas aceitaveis para os
pacientes que apresentam PKU classica (Verkerk ef al., 1994; Scriver ef al., 1995a). Este
achado foi também confirmado em nosso estudo quando os pacientes com diagndstico
precoce foram comparados, onde os pacientes com PKU classica apresentaram niveis de
Phe pré e durante o tratamento maiores que os observados nos pacientes com PKU leve
(tabela 4.9).

Apesar de n&o haver uma correlacao entre os valores de ARP com os
parametros bioquimicos ligados ao tratamento (niveis de Phe durante o tratamento) e ao
diagnéstico (niveis de Phe pré-tratamento e quantidade de Phe tolerada na dieta),
algumas diferencas significativas foram encontradas quando os pacientes com
diagnostico precoce foram agrupados nas 3 categorias fenotipicas. Os pacientes com
PKU leve ou PKU moderada apresentaram uma tolerancia maior a Phe da dieta que os

pacientes com PKU classica, como era esperado.

d.2) Correlagao genotipo-fendtipo: pacientes com diagnédstico tardio

O desenvolvimento e 0 desempenho cognitivos s&o o resultado da interag&o de
muitos genes. Nem sempre os parametros bioquimicos e o gendtipo se correlacionam
com o fendtipo clinico, como foi provado em estudos analisando o desenvolvimento
cognitivo em pacientes com diagnostico tardio (Guttler ef al., 1993b; Ramus ef a/., 1993;
Ramus et al., 1999). Os fatores ambientais (diferengas na ingestdo de Phe durante os

primeiros anos de vida) e os fatores genéticos parecem determinar como os niveis
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elevados de Phe prejudicam o desenvolvimento e a funcdo cognitivos dos pacientes néo
tratados e com diagnostico tardio (Guttler e Guldberg, 1996).

Apesar de nao ocorrer diferencas significativas entre as variaveis dos
parametros clinicos e bioquimicos, houve uma tendéncia dos pacientes com retardo
mental e EEG alterado apresentarem niveis de Phe pré-tratamento maiores que os
observados nos pacientes sem retardo mental e EEG normal (p>0,06). Os pacientes que
nunca apresentaram convulsées exibiram niveis de Phe durante o tratamento maiores
que os que exibiram crises convulsivas em alguma época da vida, mas este achado ndo
foi considerado estatisticamente significativo (p>0,07).

Este estudo n&o demonstrou correlagbes entre os valores de ARP com os
paréametros clinicos e bioquimicos dos pacientes diagnosticados tardiamente. Quando os
parametros ligados ao diagnostico e ao tratamento foram comparados, foi observado que
a quantidade de Phe tolerada na dieta pode depender das concentragdes de Phe durante
o tratamento. Os niveis de Tyr n&o foram mencionados porque néo constavam na maioria
das fichas clinicas dos pacientes com diagndstico tardio. Em relacdo aos parametros
clinicos, n&o houve diferengas significativas entre as variaveis analisadas, talvez, devido
ao pequeno numero da amostra. Mas dois aspectos merecem ser destacados:

1. A maioria dos pacientes com retardo mental apresentaram convulsées e EEG
alterado;

2. os baixos escores do Ql apresentados pelos pacientes diagnosticados tardiamente
foram associados a presenca de retardo mental.

Algumas diferencgas significativas foram encontradas quando os pacientes com
diagnostico tardio foram agrupados nas 3 categorias fenotipicas. A analise destes
pacientes mostrou que os valores da ARP e a tolerancia a Phe da dieta foram maiores

nos pacientes com PKU moderada que nos pacientes com a forma classica da doenca.

d.3) Pacientes com diagnodstico precoce x pacientes com diagnéstico tardio

A precocidade do diagndstico pode também desempenhar um papel relevante
na manutencdo terapéutica dos niveis de Phe em pacientes com PKU classica. Os
pacientes diagnosticados precocemente e com PKU classica apresentaram niveis de Phe
pré-tratamento e tolerancia a Phe da dieta maiores que os observados nos pacientes com
diagnostico tardio, exibindo o mesmo fendtipo. No entanto, durante o tratamento, os

pacientes com diagnostico tardio e com PKU classica apresentaram niveis de Phe
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maiores que os observados nos pacientes com diagndstico precoce e apresentando o

mesmo fendtipo (tabela 4.9).

d.4) Efeito do genétipo sobre 6 metabolismo da Phe

O teste de sobrecarga de Phe em heterozigotos compostos funcionais € uma
das formas de analisar os efeitos das mutagdes de sentido trocado sobre a atividade da
PAH. Este teste pode determinar a quantidade de Phe tolerada para manter os niveis de
Phe dentro das proporgdes terapéuticas. O teste de sobrecarga de Phe pode também
representar uma tentativa de determinar o diagnostico diferencial entre as formas de HPA
por deficiéncia de PAH (Guldberg et al., 1993b; Gittler e Guidberg, 1994).

O teste de sobrecarga foi aplicado em 17 pacientes (6 com diagnostico tardio e
11 com diagnéstico precoce) e teve a duragdo média de 3 dias, periodo no qual os
pacientes receberam o ftriplo da quantidade de Phe administrada durante a dieta
controlada.

N&o houve correlacéo entre os valores de ARP e os niveis de Phe apos a
sobrecarga de Phe. Os parametros ligados ao diagnostico apresentaram uma correlacéo
negativa com os niveis de Phe apds a sobrecarga, onde os pacientes com menor
tolerancia a dieta apresentavam valores elevados de Phe apos o teste de sobrecarga. Por
outro lado, os parametros ligados ao tratamento apresentaram uma forte correlacdo
positiva com os niveis de Phe ap0s a sobrecarga (tabela 10).

Quando os pacientes foram agrupados de acordo com o fendtipo, diferencas
significativas foram observadas. Como ja abordado, os pacientes com PKU moderada
exibiram valores de ARP maiores que os observados nos pacientes com PKU classica, os
quais por sua vez, apresentaram niveis de Phe pré-tratamento e apds a sobrecarga
maiores que 0s encontrados nos pacientes com PKU leve. Os pacientes com PKU leve ou
PKU moderada apresentaram niveis de Phe durante o tratamento e na pré-sobrecarga
menores que os verificados nos pacientes com a forma classica da doenca. Porém, os
mesmos apresentam uma maior tolerancia a Phe da dieta que os pacientes com PKU
classica (tabela 4.11).

Os pacientes com PKU classica exibindo genoétipos nulos (1, 7, 8 e 10)
apresentaram aumento dos niveis de Phe apds a sobrecarga, principalmente nos
pacientes 1 e 8. O mesmo foi observado nos pacientes heterozigotos funcionais (2, 17,
18, 19, 21 e 22), com destaque para os pacientes 2, 18 e 22. Os pacientes homozigotos

para as mutacdes 165T (13), R261Q (24) e V388M (27) apresentaram um aumento dos
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niveis de Phe esperado para pacientes com PKU moderada. Possivelmente, este achado
pode estar associado aos significativos valores da ARP conferidos por estas mutagdes
(particularmente R261Q e V388M) (tabela 4.11).

O paciente 14 (R158Q/R270K) apresentou um aumento expressivo dos niveis
de Phe apds a sobrecarga (1622,3 umol/L), valor esperado para o fendtipo de PKU
classica. No entanto, como mencionado anteriormente, ainda nao foi possivel determinar
o efeito da mutagéo R270K no gene da PAH. Desta maneira, toma-se dificil determinar se
este paciente € um heterozigoto composto funcional ou um heterozigoto composto com

duas mutacdes de sentido trocado conferindo atividade residual de PAH.

e) Inconsisténcias na correlagao genétipo-fenétipo

O fendtipo observado nos pacientes dinamarqueses tem sido sempre igual ao
fendtipo esperado, deduzido a partir do gendtipo. Desta maneira, as excegbes seriam
pacientes apresentando fendtipo pobremente predito a partir do gendtipo (Guttler e
Guldberg, 1996). Guldberg e colaboradores (1998) sugeriram que as diferengas nos
métodos usados para a detecgdo de mutagbes efou para a classificagdo dos fendtipos
podem explicar um grande numero de inconsisténcias na relagéo gendtipo-fendtipo
(Guldberg ef al., 1998b). Estas particularidades podem também ser consideradas no
presente estudo. Por exemplo, algumas diferengas foram observadas em trés irmandades
(paciente 8, paciente 21 e paciente 23) e em outros pacientes que apresentaram a forma
classica de deficiéncia de PAH, especialmente.

O paciente 8 (R261X/R261X) foi diagnosticado com 2 anos e 6 meses e
frequenta escola especial. No entanto, sua irma foi diagnosticada mais tardiamente (11
anos e 9 meses) e, apesar disto, esta cursando a 6° série da escola normal com 13 anos
de idade.

O paciente 21 (165T/P281L) foi diagnosticado precocemente, apresentou niveis
de Phe durante os primeiros anos de tratamento inadequados para a sua idade, apesar
de freqlUentar escola normal. Sua irma teve diagnostico tardio (1 ano), apresenta retardo
mental, freqlienta escola especial, mas apresentou niveis de Phe nos primeiros anos de
tratamento adequados para a sua idade.

O paciente 23 (mutagdo R408W em apenas um dos cromossomas) foi
diagnosticado mais tardiamente ( 5 anos e 6 meses), apresentou convulsdes e falou aos
4 anos. Sua irma teve diagnostico tardio (2 anos), mas nunca apresentou convulsdes e

falou com 1 ano e 3 meses.
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O paciente 6 (V388M/IVS2nt-13t>g) foi diagnosticado tardiamente (5 meses) e
apresenta PKU moderada. Em sua primeira consulta, foi observado irritabilidade e lesbes
cutaneas. Apresentou convulsdo, mas o EEG foi normal. Freqlenta escola normal e
continua agitado. Por outro lado, o paciente 14 (R158Q/R270K) com diagndstico tardio
semelhante ao do paciente 6 apresentou PKU classica e, em sua primeira consulta, foi
observada a presenga de RDNPM e microcefalia. Apresentou convuisdo e EEG alterado.

O paciente 27 (V388M/V388M) apresenta PKU moderada e teve diagndstico
tardio com 1 ano de idade. A atividade residual prevista para a proteina PAH mutante ¢
expressiva (43,0%) e seria esperado que o paciente apresentasse uma forma mais leve
da doencga. Porem, na primeira consulta foi observado um grave atraso do DNPM, relato
de convulsdes e 0 EEG apresentou atrofia cerebral.

Apesar de apresentar PKU classica, o paciente 29 (I65T/?) ndo apresenta
retardo mental, sendo o Unico caso onde o valor de Q| esta dentro dos valores da
normalidade. Este paciente foi diagnosticado com 5 anos de idade e apresenta apenas a
mutacdo 65T em um dos seus cromossomas. Na primeira consulta, apresentou
agressividade. Frequenta escola normal com bom desempenho e apresenta um controle
metabdlico satisfatorio.

A elevada frequéncia de mutagbes graves, as quais contribuem para a
formacao de gendtipos nulos, pode explicar a prevaléncia relativamente alta da forma
classica da deficiencia de PAH em nossos pacientes. Resultados semelhantes foram

documentados em outros estudos (Eisensmith ef al., 1996; Guldberg et al., 1996).

5.7.2 - Pacientes com HPA por deficiéncia de PAH apresentando mutacgao 165T

A mutacao I65T apresentou uma frequéncia de 18,2%, sendo a mais freqlente
neste estudo. Esta alteraco foi identificada em todas as classes (1 paciente com PKU
leve, 2 com PKU moderada e 4 com PKU cléassica), conforme descrito por outros estudos
(Desviat ef al., 1997; Guldberg et al., 1998b). Devido a falta de dados relacionados a dieta
e ao diagnéstico tardio realizado acima dos 10 anos de idade, n&o foi possivel determinar
o fendtipo nos pacientes 2 (I65T/IVS2ntSg>c) e 25 (I65T/I65T).

Foram identificados 3 pacientes com diagnostico tardio apresentando a
mutag&o 165T, sendo 1 homozigoto, 1 heterozigoto composto funcional (I65T/IVS2nt5g>c)

e 1 onde foi identificado apenas uma mutagao (165T/7). Seis pacientes com diagndstico
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precoce apresentaram esta alteracdo, sendo 1 homozigoto, 4 heterozigotos compostos
funcionais (I65T/IVS2nt5g>c, I65T/R261X, 165T/P281L e 165T/IVS12nt1g>a) e 1 onde foi
identificado apenas uma mutagdo (165T/7?).

Os pacientes apresentaram valores de ARP que variaram entre 13,0% e
26,0%. Os niveis de Phe pré-tratamento apresentaram uma tendéncia a correlagéo com
os valores de ARP, a qual n&o foi estatisticamente significativa (r:-63= p=0,08). Por outro
lado, houve uma forte associagéo negativa entre os niveis de Phe durante o tratamento e
a quantidade de Phe tolerada na dieta (r:-82= p<0,01), indicando que 0s pacientes com
PKU classica apresentam uma menor tolerancia a Phe da dieta.

Os pacientes heterozigotos compostos funcionais com PKU classica (15, 17 e
21) e diagnosticados precocemente apresentaram niveis muito elevados de Phe pré-
tratamento (variando entre 2101 e 2948 umol/L), indicando uma forte contribuicdo das
mutagcbes nulas R261X, P281L e IVS12ntig>a sobre este parametro, como tem sido
documentado (Kayaalp et al.,, 1997, Guldberg et al., 1998b).

Estes resultados podem ser observados nas tabelas 4.7 e 4.8.

5.7.3 - Heterozigotos obrigatorios para HPA por deficiéncia de PAH

Varios estudos foram realizados com o intuito de avaliar os possiveis efeitos do
adocgante aspartame e seus componentes no metabolismo dos aminoacidos Phe e Tyr em
heterozigotos para HPA por deficiéncia de PAH (Stegink ef a/., 1987; Blau et al., 1994,
Silva et al., 1997). A relacdo entre os testes de sobrecarga de Phe e mutagbes no gene
da PAH tem sido pouco explorada (Svensson et al., 1994; Guldberg et al., 1998a; Spada
et al., 1998). Este € o primeiro estudo em heterozigotos que procurou avaliar o efeito de
um Unico alelo mutante no metabolismo da Phe e da Tyr, sob condigbes de jejum e apds
uma sobrecarga de aspartame.

Na situacdo de jejum, foi observado que os niveis plasmaticos de Phe
encontrados nos heterozigotos com mutagdes moderadas foram maiores que O0sS
observados nos heterozigotos com mutagdes graves, embora uma importante
sobreposigdo tenha ocorrido. Estes achados estdo de acordo com os obtidos em um
estudo anterior, no qual foi relatado que apés uma sobrecarga protéica, as concentracgdes
de Phe e Tyr ndo s&o capazes de prever a gravidade de mutagdes no gene da PAH em

heterozigotos (Svensson et al., 1994).
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As relacdes Phe/Tyr e Phe?/T yr foram consideradas os parametros mais
adequados para discriminar controles de heterozigotos obrigatérios para a deficiéncia de
PAH, tanto na situagdo de jejum como apds a sobrecarga de aspartame. Os resultados
apresentados relatam os niveis de Phe e Tyr em heterozigotos portadores de mutagdes
especificas encontradas neste estudo, os quais ndo podem ser generalizados para outras
mutacdes. Contudo, estes achados sugerem que estudos adicionais, abrangendo um
maior numero de individuos heterozigotos, sdo necessarios para definir o potencial
diagnoéstico dos testes de sobrecarga, os quais poderiam detectar e distinguir portadores
de mutagbes moderadas e graves.

Os resultados aqui mencionados foram recentemente aceitos para publicagéao

(anexo 6).

5.8 - ASPECTOS ETNICOS

A grande miscigenacéo étnica é responsavel pela acentuada heterogeneidade
da populag&o brasileira, onde um pouco mais da metade s&o caucasianos de origem
européia e o restante sdo mesticos de origem negra, amerindia e asiatica. A maioria da
populagdo caucasiana no Brasil € constituida por descendentes de portugueses, italianos,
espanhois e alemaes. Esta distribuicido é mais evidente na regido sul, onde a
miscigenacéo étnica € menor.

A maioria dos pacientes &€ de origem caucasoide (95,0%), sendo a
denominacé&o "brasileiro” o termo mais usado para definir a origem étnica, vindo a seguir
os descendentes de portugueses, alemas, italianos, espanhdis e poloneses. O restante foi
constituido de negrdéides (5,0%). A tabela 5.5 mostra a ascendéncia dos pacientes ¢ as
mutacdes identificadas.

A distribuicdo de haplétipos mutantes e associagbes entre mutagbes e
haplétipos variam muito entre a maioria dos grupos étnicos (Eisensmith et al.,, 1995).
Neste estudo n&o foi realizada a analise de hapldtipos para verificar estas associagbes,
porém a maioria das mutagbes encontradas tem sido associada a um ou mais haplotipos
observados em populacgdes diferentes (Pérez et al., 1996; Kozak ef al., 1997; Pérez et al.,
1997; Rivera et al., 1998; Effat ef al., 1999; Ramus et a/., 1999).
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Tabela 5.5: Mutagdes e origem étnica dos pacientes com HPA por deficiéncia de
PAH.

Pacientes Origem étnica
Mutacdo Paterna Mutacao Materna
1 R261X Brasileira IVS10nt-11g>a Portuguesa
2 65T Portuguesa / brasileira IVS2nt5g>c Brasileira
3 ? Brasileira R261X Brasileira
4 P281L Portuguesa R408W Portuguesa / polonesa
5 R408wW Austriaca / espanhola R408W Portuguesa / italiana
6 IVS2nt-13t>g ltaliana V388M Alema
7 IVS2nt5g>c Portuguesa IVS2nt5g>c Alema
8 R261X Portuguesa R261X Portuguesa
9 FS5fsdelT ltaliana R408W ltaliana / polonesa
10 IVS2nt5g>c Portuguesa IVS2nt5g>c Portuguesa / espanhola
11 R408Q Alema / portuguesa 1378g>t ltaliana
12 ? Alema / brasileira R252W Portuguesa / brasileira
13 65T Alema 1657 Alema
14 R158Q Alema / inglesa R270K Brasileira
15 IVS12ntig=>a Alema / polonesa 165T Aleméd
16 ? Espanhola N133/Q134fsdelATCA Austriaca /italiana
17 65T ltaliana R261X Siria / brasileira
18 R408W Alema R261Q Espanhola / brasileira
19 IVS2ntdg>c Portuguesa 165T Portuguesa
20 ? Brasileira 1657 Brasileira
21 P281L Africana 165T Alema
22 V388M Alema / brasileira IVS7nt1g>a Alemé
23 R408W Polonesa ? Alema
24 R261Q Brasileira R261Q Brasileira
25 165T Africana I65T Africana
26 L15/S16fsdelCT ltaliana L15/S16fsdelCT ltaliana
27 V388M Brasileira V388M Brasileira
28 R261Q Alema / portuguesa IVS12nt1g>a Italiana
29 65T Portuguesa ? Espanhola
30 ? Portuguesa IVS12ntig>a Alema

Pérez e colaboradores encontraram associacdes entre as mutagbes 165T,
V388M, R408W, IVS12nt1g>a e os haplotipo 9.8, 1.7, 2.3 e 3.8, respectivamente, em um
grupo de pacientes de nossa amostra. A mutacdo 165T foi a alteragdo mais freqlente,
semelhante a frequiéncia encontrada em nosso estudo. A consanguinidade parece nao ser
a raz&o para esta alta fregiiéncia, pois apenas um paciente homozigoto para a mutagao
I65T é filho de pais consanguineos. Outros fatores como a deriva genética podem explicar
a alta frequéncia da mutacgéo I65T em nossos pacientes (Pérez et al., 1996).

A mutacdo 165T é muito comum na Espanha, Irlanda do Norte e Inglaterra, mas
€ pouco frequente em outros paises da Europa. Surpreendentemente, uma grande

parcela dos pacientes de nossa amostra com esta mutacdo tém ancestrais alemas (13, 15
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e 21), o que representa um contraste com as baixas frequéncias da mutacdo 165T
observadas nos pacientes da Alemanha (Horst, et al., 1993; Treacy et al., 1993).
Nossos resultados apontam para alguns aspectos importantes:

1. A relevante concordancia entre as mutagdes que ocorreram na etnia portuguesa € no
grupo determinado de "brasileiro";

2. o espectro de mutagdes encontrado para os pacientes de origem polonesa e
portuguesa € semelhante ao descrito na Polonia (Jaruzelska et al., 1993) e em
Portugal (Rivera et al., 1998), respectivamente;

3. a mutagao IVS2nt-13t>g foi encontrada em um paciente de origem paterna italiana, a
qual foi inicialmente descrita em um paciente da ltdlia (Bosco et a/., 1998);

4. a mutagdo N133/Q134fsdelATCA foi observada em um paciente de origem materna
austriacalitaliana, a qual foi descrita em um paciente de origem alemé/francesa/
hb’landesa" (Guldberg et al., 1996);

5. a mutacdo IVS2ntSg>c esteve associada na maioria dos casos aos pacientes de
origem portuguesa.

Duas associagbes entre mutagbes e polimorfismos foram observadas neste

estudo. Os gendtipos constituidos pela mutacdo IVS2nt5g>c sempre foram associados a

presenga dos polimorfismos 1VS2nt19t>c e IVS12nt-35¢c>t, resultados também obtidos em

tartaros (Kuzmin et al.,, 1995). Hashem e colaboradores descreveram uma associacao
entre a mutagdo IVS2nt5g>c e apenas o polimorfismo 1VS2nt19t>c em pacientes egipcios

(Hashem et al., 1996). Os gendtipos constituidos pela mutagdo R261X também

apresentaram uma associagéo com o polimorfismo IVS2nt19t>c e ndo existe relato deste

evento na literatura.

5.9 - CONSIDERAGCOES FINAIS

Os fendtipos extremos (PKU classica x HPA n&o-PKU) podem ser
determinados quando a analise de mutagdes for capaz de distinguir entre casos que
necessitam de tratamento e casos que podem iniciar o tratamento com dieta livre. A
analise do gendtipo ndo pode ser usada para fazer a discriminacdo entre fendtipos
intermediarios, isto €, classico x moderado, moderado x leve, leve x HPA nao-PKU
(Romano et al., 1998). Em outras palavras, a melhor correlagdo gendtipo-fendtipo é obtida

a partir de mutagdes responsaveis por uma atividade nula (nesta situacdo a dieta é
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restrita) e por mutacdes associadas a elevada ARP da PAH (onde a dieta pode ser livre)
(Ponzone et al., 1998).

A extrema heterogeneidade das mutagdes no gene da PAH representa um
obstaculo para a introdugdo de programas de detecgdo de heterozigotos a nivel
populacional, restringindo assim o aconselhamento genético a familias com uma crianga
afetada. De fato, para apresentar uma maior eficiéncia, considerando os termos da
relagédo custo/beneficio, um programa de triagem para heterozigotos seria somente
realizado em populagdes onde no minimo 95,0% das mutacdes estejam caracterizadas e
nas quais o numero de alelos mutantes nao seja excessivamente grande (Dianzani et al.,
1995a).

Os testes que utilizam amostras de DNA contribuem para o diagndstico
diferencial das HPA por deficiéncia de PAH e identificacdo de pacientes assintométicos e
heterozigotos obrigatérios. Todavia, se por um lado esta doenca pode ser detectada
através de um teste simples e de baixo custo em recém-nascidos (teste de Guthrie ou
similar), por outro a causa genética da deficiéncia de PAH é bastante heterogénea, sendo
representada por muitas diferentes mutagdes no gene da PAH. Esta heterogeneidade de
mutagbes dificulta a implantagdo de um método que satisfaca o principal critério para a
andlise do diagnostico por DNA: a habilidade para detectar rapidamente mutagdes
associadas a deficiéncia de PAH.

Os métodos usados na deteccdo de mutacgdes tém levado a um intenso debate
sobre qual € a melhor abordagem para o diagnéstico (Ravine et al., 1999). Nao existe
resposta precisa para esta pergunta, e as metodologias empregadas podem variar de
populac@o para populagéo. Por exemplo, o diagnéstico de deficiéncia de PAH em judeus
iemenitas, grupo no qual todos os pacientes sao homozigotos para a delegdo do exon 3,
necessitaria apenas de um método espegifico para a deteccdo desta mutacdo. No caso
de populagbes muito heterogéneas € necessario um método que detecte o maior numero
de mutagbes distintas. Desta forma, a extensdo da heterogeneidade alélica deve ser o
fator determinante na escolha do método de detecgdo de mutagbes para o diagnostico
molecular da HPA por deficiéncia de PAH.

Podem também existir outras causas de heterogeneidade associadas a
deficiencia de PAH. Muitos mecanismos podem estar envolvidos em processos atraves
dos quais o fendtipo € obtido: requisicao do cofator BH4; regulacdo da sintese (genes
modificadores); diferengas na excrecao urinaria e na atividade de transaminase da Phe;

taxa de hidroxilagao; diferencas na distribuicdo dos aminoacidos entre os compartimentos
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extracelular e intracelular; e a possivel requisicdo de um mecanismo responsavel pelo
transporte de substratos para dentro da célula e de produtos para fora da célula. Em
muitas desordens herdadas do metabolismo que apresentam heterogeneidade
metabdlica, 2 ou mais destas causas podem estar envolvidas (Guttler e Guldberg, 1996).

A ocorréncia de alguns fatores durante o tratamento dos pacientes representou
um obstaculo para determinar a classificagdo do fenétipo dos mesmos, baseada na
tolerancia a dieta. A dieta irregular (pais que ndo compreendem a terapia dietética;
criancas que fogem da dieta na escola), a dificuldade em obter o suplemento dietético, a
ocorréncia de infecgbes virais e bacterianas acompanhadas ou ndo de febre aumentando
o catabolismo da Phe, contribuiram para o aumento dos niveis de Phe em algumas
ocasibtes. Estas variagbes foram cuidadosamente analisadas e excluidas do presente
estudo para garantir a integridade dos resultados.

Os valores de ARP néo se correlacionaram com a maioria dos parametros
bioguimicos dos pacientes com diagnostico precoce ou tardio. Apesar desta
inconsisténcia, o coeficiente de Pearson exibiu valores proximos da zona de significancia
quando a ARP foi comparada com a quantidade de Phe tolerada na dieta dos pacientes
com diagnostico precoce; com os niveis de Phe durante o tratamento de pacientes com
diagnéstico tardio; e com os niveis de Phe apds a sobrecarga protéica.

Kaufman (1999) descreveu um modelo quantitativo do metabolismo da Phe em
humanos. O modelo foi baseado nas propriedades cinéticas da PAH humana
recombinante e nas estimativas das taxas in vivo de transaminagéo da Phe e degradagéo
da proteina. Os valores calculados para a concentragédo do steady-state da Phe, taxa de
eliminacéo de Phe (apb6s uma sobrecarga do aminoacido) e tolerancia a Phe da dieta
estavam de acordo com os dados obtidos a partir de individuos normais, pacientes com
deficiéncia de PAH e heterozigotos obrigatorios. Estes valores podem ajudar na decisdo
sobre a restricdo de ingestdo de Phe necessaria para atingir um resultado clinico

satisfatorio nos pacientes com HPA por deficiéncia de PAH (Kaufman et al., 1999).
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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6.1 - CONCLUSOES

Os resultados da analise molecular permitiram a identificagéo de alteragdes no

gene da PAH e a determinacéo da freqiiéncia das mesmas em 30 pacientes com PKU. O

presente estudo também tentou correlacionar o gendtipo com os dados bioquimicos e

clinicos (fendtipo) dos pacientes. As conclusdes deste trabalho sdo as seguintes:

6.1.1 - Em relagdo a analise molecular:

Neste estudo, foram identificadas 24 alteragdes (18 mutagdes associadas a HPA por
deficiencia de PAH, 4 polimorfismos e 2 alteragdes novas), as quais conferiram 26
gendtipos diferentes associados a HPA por deficiencia de PAH. A maioria destas
alteragdes se localiza no fragmento 7 (7/24), o qual compreende o0 exon 7 e suas
regides adjacentes 5' e 3';

A frequéncia de individuos heterozigotos compostos foi de 70,0% (21/30), enquanto
que a frequéncia de gendtipos homoalélicos foi de 30,0% (9/30);

O emprego combinado das técnicas de SSCP e da analise com enzimas de restricdo
especificas permitiu a deteccdo de mutagbes comumente encontradas em estudos
realizados com pacientes da ltalia, Peninsula Ibérica (1657, R252W, R261X, R261Q,
IVS10nt-11g>a e V388M), Alemanha (IVS12ntig>a) e Polonia (R408W),

Através das técnicas de SSCP e de sequenciamento dos fragmentos de DNA foi
possivel identificar 16 alteragdes, sendo 10 mutagdes (L15/S16fsdelCT, IVS2nt5g>c,
F55fsdelT, 1IVS2nt-13t>g, N133/Q134fsdelATCA, R158Q, R270K, P281L, IVS7nt1g>a
e R408W) e 4 polimorfismos (IVS2nt19t>c, V245V, Y414Y e IVS12nt-35c>t)
previamente descritos, e 2 alteragdes novas (1378g>t e IVS12nt-15t>c);

As mutagbes associadas a HPA por deficiéncia de PAH mais freqlientes neste estudo
foram I65T (18,2%), R408W (9,1%), R261X (9,1%), IVS2nt5g>c (7,3%), R261Q (7,3%)
e V388M (7,3%), representando 58,3% do total de alelos mutantes. As mutagdes raras
encontradas apresentaram frequéncias variando entre 1,8% e 5,5%;

A freqiiéncia da mutagéo I65T neste estudo € semelhante a observada nos pacientes
ingleses, escoceses, irlandeses e australianos;

Os polimorfismos foram identificados em 46,6% dos pacientes com deficiéncia de
PAH, sendo as alteragbes IVS2nt1St>c e V245V as mais frequentes. O polimorfismo

V245V foi somente encontrado nos pacientes gatichos em uma freqiéncia de 10,9%
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(6/55) e em uma amostra de individuos normais apresentou uma frequéncia alélica de
23,4% (43/184); |

A analise por SSCP permitiu a identificacdo de pelo menos um padrdo de mobilidade
eletroforética alterado no gene da PAH em 83,3% dos pacientes analisados (25/30).
No entanto, apresentou uma sensibilidade de 62,0% e uma taxa de resultados falso-
negativos em torno de 38,0%;

A combinag&o das técnicas de SSCP, andlise por digestdo com endonucleases de
restricdo especificas e 0 seqlienciamento dos fragmentos de DNA contribuiu para uma
eficiéncia de 87,3% no diagnostico molecular das alteragdes no gene da PAH;

A alteragdo 1378g>t ndo foi encontrada em 100 cromossomos normais, indicando que
pode se tratar de uma mutacdo associada a HPA por deficiéncia de PAH;

A alteracdo 1VS12nt-15t>c pode ser considerada um polimorfismo, pois a mesma foi
encontrada em 3 pacientes que apresentavam 2 mutagbes associadas a HPA por
deficiéncia de PAH;

6.1.2 - Em relagdo a correlagdao genétipo x fenétipo:

A maioria dos pacientes com a forma cléssica da doenca (15/17) apresenta pelo
menos uma mutacdo nula em seu genotipo e uma ARP variadvel entre 0 e 21,0%. Na
maioria dos pacientes com PKU moderada (6/9), a ARP variou de 13,0 a 43,0%;
Valores relevantes de ARP para as mutagdes 65T (26,0%) e R408Q (55,0%), os
menores niveis de Phe pré e durante o tratamento e uma maior toleréncia a Phe na
dieta foram observados nos pacientes com a forma leve da doenga;

A ARP n&o apresentou correlagdo com os parametros bioguimicos ligados ao
diagnostico e ao tratamento nos 30 pacientes analisados (com diagnodstico precoce ou
tardio). Os valores de ARP nao apresentaram correlacdo com as manifesta¢des
clinicas apresentadas pelos pacientes com diagndstico tardio;

Em relacdo aos pacientes com diagnostico precoce, os niveis de Phe pré e durante o
tratamento apresentaram uma forte associagdo com a tolerancia a dieta, onde os
pacientes com PKU classica exibiram os niveis mais elevados e apresentaram uma
menor tolerancia a Phe da dieta;

Entre os pacientes com diagnéstico precoce: os com PKU classica apresentaram

niveis de Phe pré e durante o tratamento maiores que os encontrados nos pacientes
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com a forma leve da doenga; os com PKU leve ou moderada apresentaram uma
tolerancia maior & Phe da dieta que os pacientes com PKU classica;

Em relagdo aos pacientes com diagnéstico tardio, os niveis de Phe durante o
tratamento apresentaram correlacdo com a tolerancia a dieta. Desta forma, os
pacientes com PKU classica apresentaram os maiores valores de Phe durante o
tratamento, pois toleram menos a dieta restrita em Phe;

Entre os pacientes com diagnodstico tardio, os com PKU moderada apresentaram os
valores de ARP e a tolerancia a Phe da dieta maiores que os pacientes com PKU
classice,

As complicagbes neurologicas foram mais evidentes nos pacientes com diagndstico
tardio, salientando, desta maneira, a importancia do estabelecimento do diagndstico
precoce da HPA por deficiéncia de PAH;

Os pacientes com diagnéstico precoce e PKU classica apresentaram os niveis de Phe
pré-tratamento e tolerancia a dieta maiores que os observados nos pacientes com
diagnostico tardio, apresentando o mesmo fendtipo. Porém, durante o tratamento,
estes Ultimos apresentaram os maiores niveis de Phe;

Os valores de ARP néao se correlacionaram com os niveis de Phe apds o teste de
sobrecarga de Phe; mas houve uma correlacdo significativa entre os parametros
ligados ao diagndstico e ao tratamento com os valores de Phe ap6s a sobrecarga;

Os pacientes com PKU classica apresentaram niveis de Phe apds a sobrecarga
maiores que os observados nos pacientes com PKU leve;

Uma sobreposi¢do significativa foi observada entre os parametros bioquimicos
analisados nos pacientes com PKU moderada e pacientes com PKU classicg;

Uma alta freqiiéncia de mutagbes graves associadas a HPA por deficiéncia de PAH foi
observada neste estudo. Este achado pode estar relacionado com o grande nimero
de pacientes com a forma classica da doenga;

A mutagdo 65T foi encontrada tanto em pacientes com PKU classica como PKU
moderada e PKU leve;

Na situacdo de jejum, os niveis de Phe foram significativamente maiores nos
heterozigotos com muta¢gées moderadas que nos heterozigotos com mutagdes graves.
No entanto, devido a relevante sobreposicao entre estes dois grupos, os niveis de Phe

ndo podem prever a gravidade de mutagdes no /ocus da PAH;
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e As relacdes Phe/Tyr e Phe*Tyr foram os parametros mais adequados para discriminar
controles de heterozigotos obrigatérios para HPA por deficiéncia de PAH, tanto na

situag&o de jejum como apos a sobrecarga de aspartame;

6.1.3 - Em relacdo aos aspectos étnicos:

e Uma concordancia significativa entre as mutages que ocorreram na etnia portuguesa
e no grupo determinado de "brasileiro” foi observada. A mutacdo 1VS2nt5g>c foi
associada na maioria dos casos aos pacientes de origem portuguesa;

e A presenca dos polimorfismos IVS2nt19t>c e IVS12nt-35¢c>t foi sempre associada a
ocorréncia da mutacdo IVS2nt5g>c nos pacientes analisados. A mutagdo R261X foi

associada a presenca do polimorfismo IVS2nt19t>c.

6.1.4 - Protocolo laboratorial sugerido para a detecgdo de mutagdoes em pacientes
com Fenilcetondria:

A partir dos resultados obtidos e conclusbes elaboradas, foi proposto um
protocolo laboratorial para a deteccdo das mutagdes, o qual se encontra abaixo descrito.

As amostras de sangue de cada individuo afetado e de seus pais serdo
colhidas para a extracdo de DNA. O DNA extraido sera utilizado para a amplificagdo de
fragmentos especificos do gene da PAH. Os produtos de PCR ser&o submetidos a analise
por digestdo com enzimas de restricdo para a identificacdo das mutacdes mais frequentes
encontradas neste estudo (I65T, R261X, R408W, R261Q, V388M e IVS2nt5g>c).

Para facilitar a deteccdo da mutagdo IVS2ntSg>c, novos primers para a
amplificacdo do fragmento 2 do gene da PAH deverdo ser desenhados, de forma a
introduzir um sitio de reconhecimento para uma endonuclease especifica a ser utilizada
na detecgdo da mutagdo em questéo..

Os fragmentos de toda regido codificante dos pacientes ndo portadores das
mutacbes pesquisadas e dos pacientes heterozigotos para pelo menos uma das
mutacbes pesquisadas serdo amplificados e submetidos & anaélise de SSCP. Aqueles
fragmentos que apresentarem padrbes de mobilidade eletroforética alterados ser&o
submetidos ao sequenciamento direto para a identificagdo de mutacdes raras ou novas
e/ou polimorfismos. Os fragmentos com padrdo de migracdo normal deverdo ser
considerados como ndo portadores de alteracdo, ndo apresentando, portanto, indicagéo
para a analise de seqglienciamento direto, exceto no caso de uma suspeita especifica.

O protocolo sugerido esté representado esquematicamente na figura 6.1.
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v

Extracdo de DNA
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Amplificagdo de fragmentos de DNA especificos

v

Deteccao de mutacgdes frequentes por analise
com endonucleases de restricdo *

v

v

v

Pacientes ndo
portadores das
mutacdes pesquisadas

Pacientes heterozigotos
para pelo menos uma das
mutacbes pesquisadas

Pacientes homozigotos
para as mutagdes
pesquisadas

v

v

Amplificagdo de fragmentos de DNA (toda a regido codificante)

v

Andlise por SSCP |

—

Fragmentos com padrédo
de migragé&o normal

:

Pacientes sem alteragao na
seqliéncia de nucleotideos
do fragmento analisado.

Fragmentos com padr&o
de migracao alterado

v

Sequienciamento direto

v

Identificagdo de mutacdes
efou polimorfismos

v

Definicdo do gendtipo do

paciente

Figura 6.1: Protocolo laboratorial sugerido para a detecgdo das mutagbes em pacientes com
fenilcetonuria. *: Mutacgbes I65T, R261Q, R261X, V388M, R408W e IVS2ntbg>c.
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6.2 - PERSPECTIVAS

A continuidade deste estudo poderia colaborar para uma anélise mais completa
do gene da PAH com o objetivo de detectar as mutagdes naqueles pacientes com
gendtipos ndo completamente definidos e em novos pacientes diagnosticados.

A analise da correlagdo do gendtipo com o fendtipo deve ser continuada,
principalmente nos pacientes com diagnéstico precoce, pelo menos durante os 5
primeiros anos de vida. Os resultados desta correlagdo podem ser uteis no diagndstico
diferencial e no tratamento da HPA por deficiéncia de PAH.

A determinacéo da frequéncia alélica dos polimorfismos na populagéo podera
demonstrar se estes polimorfismos estdo mais intimamente associados aos alelos
mutantes ou alelos normais do gene da PAH, com especial destaque para o polimorfismo
[VS12nt-15t>c.

Os estudos de haplétipos poderéo contribuir para a determinagdo da origem
racial destas mutagdes, estabelecendo os mecanismos responsaveis (deriva genética,
mutacado recorrente e efeito fundador) pela origem destas mutagdes em nosso meio. Os
haplétipos poderao também ser Uteis no diagnéstico pré-natal de familias em risco.

A andlise de expressdao das mutagbes e o conhecimento da estrutura
tridimensional das proteinas produzidas devem ser considerados em estudos futuros

sobre a genética molecular da HPA por deficiéncia de PAH.
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ANEXO 1: CARTA CONVITE PARA PARTICIPAR DO ESTUDO "IDENTIFICAGAO E
CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE MUTAGOES E POLIMORFISMOS NO GENE DA
FENILALANINA HIDROXILASE EM FENILCETONURICOS DO SUL DO BRASIL".

Porto Alegre, dia/més/ano

Prezados Pais,

Visto que o (a) seu filho apresenta Fenilcetonuria, cujo diagndstico laboratorial
e tratamento estdo sendo realizados no Servico de Genética Médica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, vimos através desta pedir sua cooperacdo em participar de um
estudo especifico para portadores desta doenca e seus familiares. O nosso objetivo ¢ a
melhor caracterizagdo molecular de Fenilcetonuria no Brasil. E importante mencionar que,
para o referido estudo, € necessario apenas a coleta de sangue, ndo culminando em
nenhuma complicagéo para os participantes e a sua participacdo, bem como de sua
familia, sera de grande importancia.

Este estudo ja conta com a participag@o de varias pessoas, bem como do apoio
de hospitais estrangeiros. Para informagbes mais detalhadas, assim como para a
marcacao da coleta de sangue, favor entrar em contato com o Biomédico Luiz Carlos
Santana da Silva no Servico de Genética Médica (2° andar do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre) ou através do telefone (051) 3168011.

Gostaria de lembrar que a coleta de sangue da sua familia sera no dia -—-/-—--/---.
Caso surja algum impedimento, favor entrar em contato com os Drs. Luiz Carlos Santana
da Silva, Roberto Giugliani e Maria Luiza Saraiva Pereira, antes desta data. Certos de sua
compreensao e apoio, desde j& manifestamos nossos agradecimento.

Atenciosamente,

Luiz Carlos Santana da Silva Dra. Maria Luiza Pereira

Dr. Roberto Giugliani
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ANEXO 2: FICHA COM OS DADOS DOS PACIENTES

Nome do Paciente: DN:

Sexo: Cor: Naturalidade:

Ficha Clinica: Ficha de EIM: Registro/HCPA:

Nome do Pai:

Nome da Mae:

Endereco: Fone:

Cidade: CEP: Estado:

Idade de Diagnéstico:

Apresentava sintomas clinicos na época do diagnéstico ( ) Sim ( )Nao

Outros casos na familia: ( ) Sim ( )Nao

Ascendéncia Etnica: Avo paterno: Avo Paterna:
Avo Materno: Avo Materna:

Heredrograma:

Analise Molecular:

Procedimento Resultado Data

Mutacoes encontradas:
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ANEXO 3: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O presente projeto de pesquisa tem como objetivo caracterizar as mutagoes
presentes no gene da fenilalanina hidroxilase, a qual esta deficiente em pacientes com
Fenilcetonuria, e determinar a freqiéncia destas mutagdes na populacéo estudada.

Para a participagdo no estudo, uma amostra de sangue periférico (de 5 a 10
mL) sera colhida para posterior extragdo de DNA. Os riscos e desconfortos causados pela
coleta de sangue sdo semelhantes aos envolvidos na coleta realizada para exames
faboratoriais de rotina. O material colhido sera utilizado Unica e exclusivamente para fins
do projeto de pesquisa, sendo garantido o sigilo das informagées obtidas. Fica garantido
ao paciente ou familiares o acesso a estas informacdes a qualquer momento.

Fui igualmente informado da garantia de receber resposta a qualquer pergunta
ou esclarecimento a qualquer duvida relacionada a pesquisa, da liberdade de n&o

participar do estuco, da seguranca do sigilo e do carater confidencial das informagses.

Nome do Paciente:
Assinatura do Responsavel Legal:

Pesquisador:
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ANEXO 4: CARTA CONVITE PARA PARTICIPAR DO ESTUDO "AVALIAGAO DE UM
TESTE DE SOBRECARGA DE ASPARTAME PARA A DETECGAO DE
HETEROZIGOTOS PARA FENILCETONURIA".

Porto Alegre, dia/més/ano

Prezados Senhores (as),

Vimos através desta pedir sua cooperacéo em participar do estudo "Avaliagdo
de um Teste de Sobrecarga de Aspartame para a Detecgdo de Heterozigotos para
Fenilcetonuria”, que sera por nos realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. E
importante mencionar que tal estudo consiste em coletas de sangue ante e apds o
consumo de aspartame (um adogante), e n&o traz nenhum risco ou complicag&o para os
participantes.

Para termos pleno éxito nesta pesquisa, convém também lembrar que os
participantes deste estudo deverao vir em jejum no dia da coleta de sangue, marcada
para o dia -—/—--/—-, pela parte da manha.

Sua participagao sera de grande importancia, uma vez que pretendemos, com
o presente estudo, desenvolver uma técnica simples e de baixo custo para a detecgéo de
heterozigotos (portadores) do gene da Fenilcetonuria, contribuindo, assim, para a
prevencao da doengca em nossa populagéo.

Contando com a sua compreensdo e o0 seu apoio, desde ja manifestamos
nossos agradecimentos

Atenciosamente,

Luiz Carlos Santana da Silva Dra. Roberto Giugliani
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ANEXO 5: RESUMO DA EVOLUGAO CLINICA DOS PACIENTES

Paciente 1 (R261X/IVS10nt-11g>a): 8 anos, sexo masculino e filho de pais
consanguineos. Os pais sdo heterozigotos obrigatorios, sendo a mutagdo R261X de
origem paterna e a mutagdo IVS10nt-11g>a de origem materna. Diagnosticado
tardiamente (2 anos e 5 meses). Na primeira consulta, foi observado a presenca de
RNPM. Apresentou episddios de convulsao, hipereflexia difusa e EEG alterado. Frequenta
escola especial desde os 3 anos e 7 meses. Somente aos 6 anos de idade controlou os
esfincteres. Apresenta controle metabdlico € inadequado devido a dieta irreguiar. A Ultima

dosagem de Phe foi de 1241 umol/L, niveis elevados para sua idade atual.

Paciente 2 (165T/IVS2nt5g>c): 16 anos e do sexo masculino. Os pais séo
heterozigotos obrigatérios, sendo a mutagdo I65T de origem paterna e a mutacdo
IVS2ntSg>c de origem materna. Diagnosticado tardiamente (10 anos). Na primeira
consulta, foi observado a presenca de ceratose folicular e dermatite seborréica.
Apresentou tomografia computatorizada do cranio e EEG normais, mas o teste psicomotor
revelou retardo mental. Nunca apresentou convulsbes. Frequentou escola especial até
aos 11 anos de idade. Esta cursando a 4° série da escola normal com deficiéncia no
aprendizado. As vezes, vem & consulta sem acompanhante, prepara e controla a dieta.

No entanto, ndo tem um bom controle metabdlico.

Paciente 3 (R261X/?): 5 anos e do sexo masculino. Os pais s&o heterozigotos
obrigatorios, sendo a mutagdo R261X de origem materna. Diagnosticado precocemente
(13 dias) por programa de triagem neonatal. O tratamento foi iniciado imediatamente, mas
durante o mesmo, apresentou niveis de .Phe elevados e associados a presenca de

hiperatividadade e dieta irregular. Nao € considerado um bom controle metabdlico.

Paciente 4 (P281L/R408W): 6 anos e do sexo feminino. Os pais s.éo:
heterozigotos obrigatérios, sendo a mutacdo P281L de origem paterna e a mutagéo
R408W de origem materna. Diagnosticado tardiamente (1 ano e 10 meses). Na primeira
consulta, foi observado a presengca de RNPM e rins em ferradura. Apresentou episédios
de convulséo e EEG alterado. Apresentou niveis de Phe elevados quando em situagéo de
IVAS e infeccdo bacteriana. O controle metabdlico é considerado regular. A dltima

dosagem de Phe foi de 702 umol/L, valor elevado para sua idade atual.



Anexos 194

Paciente 5 (R408W/R408W): 6 anos, sexo masculino e filho de pais
consanguineos. Os pais sdo heterozigotos para a mutagdo R408W. Diagnosticado
precocemente (50 dias) através de programa de triagem neonatal. O tratamento comegou
aos 2 meses, o qual foi abandonado aos 2 anos. Ficou sem tratamento durante 5 meses
e, quando retornou, a dieta apresentou niveis elevados de Phe para a idade (1174
umol/L), vémitos, diarréia e hiperatividade. A Ultima dosagem de Phe foi de 651 umol/L,

um pouco elevada para a idade atual.

Paciente 6 (V388M/IVS2nt-13t>g): 6 anos e do sexo masculino. Os pais sé@o
heterozigotos, sendo a mutacdo IVS2nt-13t>g de origem paterna e a mutagdo V388M de
origem materna. Diagnosticado tardiamente (5 meses). Na primeira consulta, apresentou
irritabilidade, les6es cutaneas e cabelos claros e quebradigcos. Apds a introducéo da dieta,
os cabelos ficaram escuros, as lesbes cutaneas desapareceram e houve melhora do
quadro neurolégico. Com 1 ano e 8 meses apresentou convuiséo, mas o EEG foi normal.
Freglenta escola normal, mas continua agitado. Nao tem bom controle metabdlico. A

ultima dosagem de Phe foi de 878 umol/L, sendo elevada para sua idade.

Paciente 7 (IVS2nt5g>c/IVS2nt5g>c): 7 anos, sexo feminino e filho de pais
consangtineos. Os pais sdo heterozigotos para a mutagdo IVS2nt5g>c. Diagnosticado
precocemente (34 dias) por programa de triagem neonatal. O tratamento comegou aos 2
meses e, durante o mesmo, algumas vezes apresentou niveis de Phe alterados e
associados a presenga de infeccdo das vias aéreas superiores (IVAS) com febre e dieta
iregular. Frequenta escola normal com bom aproveitamento, mas apresenta dificuldade

motora. A ultima dosagem de Phe foi de 1168 umol/L, sendo muito elevada para sua

idade atual.

Paciente 8 (R261X/R261X): 9 anos e do sexo feminino. Os pais sé&o
heterozigotos para a mutagéo R261X. Diagnosticado tardiamente (2 anos e 6 meses). Na
primeira consulta, foi verificada a presenca de RDNPM, aparente microcefalia,
iritabilidade e lesbes cutaneas. Apds a introdugdo da dieta, apresentou melhora
psicomotora. Aos 5 anos apresentou convulsbes. Freqluenta escola especial, mas
continua agitado e hiperativo. O tratamento é considerado bom. A ultima dosagem de Phe

foi de 726 pumol/L, sendo um pouco elevada para a sua idade. Tem uma irm& com
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deficiéncia de PAH, diagnosticada tardiamente (11 anos e 9 meses). Na primeira consulta,
foi verificada a presenca de RM, cabelos claros e cranio atipico. Apds a introducdo da
dieta, os cabelos ficaram mais escuros e houve melhora do quadro neurolégico.

Frequenta escola normal, cursando a 6° série e com alguma dificuldade em matematica.

Paciente 9 (F55fsdelT/R408W): 7 anos e do sexo masculino. Os pais sao
heterozigotos, sendo a mutagdo F55fsdelT de origem paterna e a mutacédo R408W de
origem materna. Diagnosticado precocemente (55 dias) por programa de triagem
neonatal. A terapia dietética foi iniciada imediatamente. Algumas vezes, os niveis de Phe
estavam alterados, geralmente relacionados com a presenca de IVAS com febre e dieta
irregular. O controle metabélico € considerado excelente e sua ultima dosagem de Phe foi

de 393 umol/L, valor adequado para a idade do paciente.

Paciente 10 (IVS2nt5g>c/iVS2nt5g>c): 7 anos, sexo masculino e filho de pais
consanguineos. Os pais sdo heterozigotos para a mutacido IVS2nt5g>c. Diagnosticado
precocemente (45 dias) através de programa de triagem neonatal. O tratamento foi
introduzido aos 2 meses, o qual foi abandonado aos 3 anos e 3 meses. Ficou sem
tratamento durante 4 meses e, quando retornou a dieta, apresentou niveis elevados de
Phe para a idade. Durante o tratamento, os niveis de Phe, algumas vezes, foram
elevados devido a dieta irregular. Apresenta um tratamento adequado para a idade e sua

ultima dosagem foi de 339 umol/L de Phe.

Paciente 11 (R408Q/1378G>T): 5 anos e do sexo feminino. Os pais s&o
heterozigotos, sendo a mutacdo R408Q de origem paterna e a mutagdo 1378g>t de
origem materna. Diagnosticado precocemente (2 meses) por programa de triagem
neonatal. A terapia dietética foi iniciada imediatamente. Apresenta um excelente controle

metabodlico. A ultima dosagem de Phe foi de 260 umol/L, sendo adequada para sua idade.

Paciente 12 (R252W/?): 4 anos e do sexo masculino. Os pais s&o
heterozigotos, sendo a mutagdo R252W de origem materna. Diagnosticado precocemente
(27 dias) por programa de triagem neonatal. A terapia dietética foi iniciada imediatamente.
No inicio do tratamento, apresentou episddios de vomitos. Freqlienta escola normal desde

os 3 anos de idade. Durante o tratamento, apresentou niveis de Phe elevados e
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associados a IVAS com febre e dieta irregular. Apresenta controle metabdlico satisfatorio.

A uitima dosagem de Phe foi de 599 umol/L, nivel elevado para sua idade.

Paciente 13 (I65T/I65T): 6 anos, sexo masculino e filho de pais
consanglineos. Os pais sd3o heterozigotos para a mutagdo 165T. Diagnosticado
precocemente (14 dias) por programa de triagem neonatal. Na primeira consulta,
apresentou cianose e hepatite neonatal. Tratamento dietético foi introduzido
imediatamente e foi abandonado aos 2 anos e 9 meses e a sua ultima dosagem de Phe

foi de 781 umol/L, sendo elevada para sua idade.

Paciente 14 (R158Q/R270K): 17 anos e do sexo masculino. Os pais s&o
heterozigotos obrigatérios para a deficiencia de PAH. Diagnosticado tardiamente (7
meses). Na primeira consulta, foi observado a presenca de RDNPM e microcefalia. A
terapia dietética foi iniciada imediatamente, a qual foi abandonada por 8 anos. Apresentou
episodios de convulsao, agressividade e EEG alterado. O controle metabdlico do paciente

€ inadequado devido a dieta irregular.

Paciente 15 (165T/IVS12nt1g>a): 9 anos, sexo masculino e filho de pais
consanglineos. Os pais sdo heterozigotos, sendo a mutacdo 1VS12ntg>a de origem
paterna e a mutagao 65T de origem materna. Diagnosticado precocemente (1 més) por
programa de triagem neonatal. Na primeira consulta, apresentou quadro de cianose.
FreqUenta escola normal desde os 6 anos de idade com excelente desempenho.
Apresenta um bom controle metabdlico. A ditima dosagem de Phe foi de 660 pmol/L,

sendo um pouco elevada para sua idade.

Paciente 16 (N133/Q134delATCA/?): 17 anos e do sexo masculino. Os pais
s&o heterozigotos obrigatoérios, sendo a mutacéo N133/Q134delATCA de origem materna.
Diagnosticado tardiamente (2 anos e 10 meses). A terapia dietética foi iniciada
imediatamente. Na primeira consulta, nao falava, apresentava retardo menta! leve e facies
atipicas e sem controle esfincteriano. Apds o inicio da dieta, comegou a falar e controlar
os esfincteres. Frequenta escola normal e estd na 3% série com dificuldade no

aprendizado. Durante o tratamento, apresentou niveis de Phe elevados e associados a
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uma dieta irregular. Apresenta controle metabdlico satisfatorio. A ultima dosagem de Phe

foi de 890 umol/L, nivel adequado para sua idade.

Paciente 17 (I656T/R261X): 10 anos e do sexo masculino. Os pais sao
heterozigotos obrigatérios, sendo a mutagéo 165T de origem paterna e a mutagdo R261X
de origem materna. Diagnosticado precocemente por programa de triagem neonatal. A
terapia dietética foi iniciada imediatamente. Estd na 5° série da escola normal, mas
apresenta dificuldade em matematica e € hiperativo. Apresentou EEG normal. Em
algumas ocasides, durante o tratamento, os niveis de Phe estavam elevados e
associados com a presenga de IVAS com febre e dieta irregular. A dltima dosagem de

Phe foi de 901 umol/L, sendo elevada para sua idade.

Paciente 18 (R261Q/R408W): 10 anos e do sexo masculino. Os pais s&o
heterozigotos obrigatorios, sendo a mutacdo R408W de origem paterna e a mutagédo
R261Q de origem materna. Diagnosticado tardiamente (13 meses). Na primeira consulta,
fol observado a presenca de RDNPM, agressividade e lesSes cutaneas. Apresentou
episodios de convulséo. Apos a introducéo da dieta, ficou mais calmo. N&o tem um bom

controle metabdlico, pois sempre apresenta niveis elevados de Phe.

Paciente 19 (165T/IVS2nt5g>c): 6 anos e do sexo feminino. Os pais sao
heterozigotos obrigatdrios, sendo a mutacéo 1VS2nt5g>c de origem paterna e a mutagao
65T de origem materna. Diagnosticado precocemente (18 dias) por programa de triagem
neonatal. O tratamento foi iniciado imediatamente. Estd na escola normal com bom
aproveitamento. Em algumas ocasides, durante o tratamento, os niveis de Phe estavam
elevados e associados com a presenga de IVAS com febre e dieta irregular. A uitima

dosagem de Phe foi de 478 umol/L, sendo adequada para sua idade.

Paciente 20 (165T/?): 7 anos e do sexo feminino. Os pais sdo heterozigotos,
sendo a mutacao 165T de origem materna. Diagnosticado precocemente (20 dias) por
programa de triagem neonatal. A terapia dietética foi iniciada imediatamente. Apresentou
duas dosagens normais de Phe e abandonou o tratamento. Retomou ao mesmo com 1
ano e 4 meses, apresentando niveis elevados de Phe, imritabilidade e EEG alterado. Apés

o reinicio da dieta, a irritabilidade diminuiu e apresentou EEG normal. Durante o
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tratamento, apresentou niveis de Phe elevados e associados a uma dieta irregular e a
IVAS com febre. Apresenta bom controle metabdlico. A Gltima dosagem de Phe foi de 253

umol/L, nivel adequado para sua idade e, no momento, esta com dieta livre.

Paciente 21 (165T/P281L). 7 anos e do sexo feminino. Os pais sao
heterozigotos, sendo a mutagdo P281L de origem paterna e a mutagdo I65T de origem
materna. Diagnosticado precocemente (26 dias) por programa de triagem neonatal. A
terapia dietética foi iniciada imediatamente. Em algumas ocasides, os niveis de Phe
estavam elevados e associados & dieta irregular. Estd na escola normal com bom
aproveitamento. A Ultima dosagem de Phe foi de 867 umol/L, sendo elevada para sua
idade. Tem uma irm& com deficiencia de PAH, diagnosticada tardiamente (1 ano). O
tratamento foi iniciado imediatamente. Na primeira consulta, foi verificado a presenga de
retardo mental, irritabilidade e hipotonia generalizada. Apresentou crises convulsivas e
EEG alterado. Apds o inicio do tratamento, as crises convulsivas desapareceram. Esta na
escola especial com bom aproveitamento. Em algumas ocasides, durante o tratamento,
os niveis de Phe estavam alterados e associados a dieta irregular. A ultima dosagem de

Phe foi de 794 umol/L, sendo adequada para sua idade atual.

Paciente 22 (V388M/IVS7nt1g>a): 13 anos e do sexo masculino. Os pais sé&o
heterozigotos, sendo a mutagdo V388M de origem paterna e a mutagdo IVS7ntig>a de
origem materna. Diagnosticado precocemente (2 meses) por programa de triagem
neonatal. O tratamento foi iniciado imediatamente. Na primeira consulta, foi observado a
presenca de transtornos de comportamento. Estd na 7° série da escola normal com bom
desempenho. No entanto, durante o tratamento, apresentou niveis de Phe elevados e

associados a uma dieta irregular. A ultima-‘dosagem de Phe foi de 1108 umol/L, sendo

elevada para sua idade.

Paciente 23 (R408W/?): 13 anos e do sexo masculino. Os pais sé&o
heterozigotos, sendo a mutagdo R408W de origem paterna. Diagnosticado tardiamente (5
anos e 6 meses). A terapia dietética foi iniciada imediatamente. Na primeira consulta, foi
observado a presenca de retardo mental, irritabilidade e n&o falava. Apresentou
convulsdes e hipotonia. Durante quase 3 anos, ficou sem acompanhamento médico, mas

0s pais conservaram a dieta. Apds o reinicio da dieta, comecou a falar e estda menos
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agitado. Apresenta bom controle metabdlico. A ultima dosagem de Phe foi de 623 umol/L,
nivel adequado para sua idade. Tem uma irma com deficiéncia de PAH diagnosticada
tardiamente (2 anos). A terapia dietética foi iniciada imediatamente. Na primeira consulta,
foi observado a presenca de retardo mental. Também ficou 3 anos sem acompanhamento
médico, mas com dieta controlada. Esta na 1° série da escola normal com aproveitamento
regular. Apresenta um controle metabdlico satisfatério. A ultima dosagem de Phe foi de

654 umol/L, nivel levemente alterado para sua idade.

Paciente 24 (R261Q/R261Q): 8 anos e do sexo feminino. Os pais sao
heterozigotos para a mutagdo R261Q. Diagnosticado precocemente (37 dias) por
programa de triagem neonatal. O tratamento foi iniciado aos 48 dias de vida. Durante o
tratamento, algumas vezes os niveis de Phe se apresentaram elevados devido & dieta
irregular. Frequenta escola normal com bom desempenho no inicio, mas atualmente com
aprendizado deficiente. O tratamento € considerado satisfatério e a ultima dosagem de

Phe foi de 672 pmol/L, sendo um pouco elevada para sua idade.

Paciente 25 (I65T/I65T): 20 anos, sexo masculino e filho de pais
consanguineos. Os pais s&o heterozigotos para a mutagdo 165T. Diagnosticado
tardiamente (10 anos e 8 meses). Na primeira consulta, foi verificada a presenca de
RDNPM grave, comportamento autista e agressividade. Apresentou convulsées e EEG
alterado. Ap0s a introducgdo da dieta, apresentou sinais de melhora no comportamento. O
tratamento foi abandonado por 4 anos e, durante este periodo, apresentou crises
convulsivas. Apos o retormo a terapia dietética, o controle metabdlico do paciente tem sido

considerado bom, sendo 297 umol/L a ultima dosagem de Phe.

Paciente 26 (L15/S16fsdelCT/ L15/S16fsdelCT): 8 anos, sexo masculino e
filho de pais consangtineos. Diagnosticado precocemente (50 dias) através de programa
de triagem neonatal. A terapia dietética foi iniciada imediatamente. Passou um periodo de
9 meses sem tratamento e, quando retornou ao mesmo, apresentou niveis elevados de
Phe para a idade. Durante o tratamento, em muitas vezes os niveis de Phe se
apresentaram elevados devido & dieta irregular e associados a quadro de IVAS com

febre. Freqglienta escola normal desde os 5 anos de idade com bom desempenho.
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Atualmente, o tratamento € considerado satisfatério e a ultima dosagem de Phe foi de

811umol/L, sendo elevada para sua idade atual.

Paciente 27 (V388M/V388M): 6 anos e do sexo masculino. Os pais séo
heterozigotos para a mutacdo V388M. Diagnosticado tardiamente (1 ano). Na primeira
consulita, foi verificada a presenca de atraso do DNPM e relato de convulsées. O EEG
apresentou atrofia cerebral. Durante o tratamento, os niveis de Phe se apresentaram

elevadas devido a dieta irregular. O controle metabdlico é inadequado e a ultima dosagem

de Phe foi de 962 umol/L.

Paciente 28 (R261Q/IVS12ntig>a): 4 anos e do sexo feminino. Os pais s&o
heterozigotos obrigatérios, sendo a mutagdo R261Q de origem paterna e a mutagao
IVS12nt1g>a de origem materna. Diagnosticado precocemente (34 dias) por programa de
triagem neonatal. O tratamento foi iniciado imediatamente. Apresenta um excelente
controle metabdlico. A ultima dosagem de Phe foi de 200 umol/L, sendo adequada para

sua idade.

Paciente 29 (165T/?): 20 anos e do sexo masculino. Os pais sao heterozigotos
obrigatdrios, sendo a mutagdo I65T de origem paterna. Diagnosticado tardiamente (5
anos). O tratamento foi introduzido imediatamente. Na primeira consulta, apresentou
agressividade. Frequenta escola normal com bom desempenho. Apresenta um controle

metabodlico satisfatorio. A dltima dosagem de Phe foi de 926 umol/L, nivel adequado para

sua idade.

Paciente 30 (IVS12ntig>a/?):- 13 anos e do sexo feminino. Os pais sé&o
heterozigotos obrigatorios, sendo a mutacdo [VS12ntig>a de origem materna.
Diagnosticado precocemente (2 meses) por programa de triagem neonatal. O tratamento
foi introduzido imediatamente. Frequenta a 6° série da escola normal com bom

desempenho. Apresenta um controle metabdlico satisfatério. A Ultima dosagem de Phe foi

de 999 umol/L, valor um pouco elevado para sua idade.
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ANEXO 6: ARTIGO

ASPARTAME LOADING TEST IN PKU HETEROZYGOUS INDIVIDUALS BEARING
SEVERE AND MODERATE MUTATIONS
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Aspartame loading test in PKU
heterozygous individuals bearing severe and

moderate mutations

To the Editor:

Phenylketonuria (PKU) is a disease of amino acid
metabolism caused by mutations in the liver en-
zyme phenylalanine hydroxylase (PAH). The in-
terindividual variation in disease severity observed
among PKU patients is the result of extensive
allelic heterogeneity at the PAH locus. To date,
more than 400 mutations in the PAH gene have
been reported worldwide (1, 2). Mental retardation
is the main symptom observed in non-treated PKU
patients (3). Several methods have been developed
for the detection of PKU heterozygous individuals,
based on measurements of plasma phenylalanine
(Phe) and tyrosine (Tyr) levels or analysis of the
Phe/Tyr and Phe?/Tyr ratios (4, 5). However, re-
sults obtained in most of these studies showed an
important overlap among heterozygous and nor-
mal individuals.

Several studies have been performed in order to
analyze possible effects of aspartame sweetener
and related components on Phe and Tyr levels in
heterozygous individuals for PAH deficiency (6—
8). The correlation among results of Phe loading
tests and mutations in the gene have not been
extensively studied (9—11). This study investigated
the extent to which mutant PAH alleles influence
Phe and Tyr metabolism in PKU heterozygotes
after oral aspartame loading.

Mutations carried by 12 PKU heterozygous in-
dividuals were identified by restriction endonucle-
ase or sequence analyses, following DNA
extraction from peripheral blood by standard
methods. After an overnight fast (12 h), carriers
and six controls were submitted to an oral aspar-
tame loading test (100 mg/kg of aspartame dis-
solved in 300 ml of orange juice). Blood samples
were collected prior to and 30 min after aspartame
loading, and Phe and Tyr plasma concentrations
were determined fluorimetrically (12, 13). Individu-
als were divided into three different groups: het-
erozygous individuals bearing a severe mutation,
which leads to an enzyme activity below 1%
(P281L, R408W or IVS12ntlg > a); heterozygous

86

individuals bearing a moderate mutation, which
leads to significant (15-50%) residual enzyme ac-
tivity (V388M, R261Q or 165T); and controls.

Table 1 shows Phe and Tyr plasma concentra-
tions and Phe/Tyr and Phe?/Tyr ratios before and
after the loading test for each individual tested.
Results were statistically compared by the Stu-
dent’s t-test for paired and independent samples.

Results obtained show a significant increase of
Phe levels and Phe/Tyr and Phe?/Tyr ratios in
individuals with severe mutations after the loading
test. In individuals with moderate mutations only,
the Phe/Tyr ratio was significantly higher (p <
0.05) after the loading test. Comparison of mea-
surements across groups of heterozygotes revealed
the only statistically significant difference to be a
higher mean level of Phe before aspartame loading
(p <0.05) in heterozygotes with moderate muta-
tions. No significant differences were seen between
both groups of heterozygotes after aspartame
loading.

Phe levels, Phe/Tyr and Phe?/Tyr ratios of both
groups of heterozygotes were significantly different
from the control group (p < 0.05) before and after
the loading test, and no overlapping values were
detected. In addition, significantly higher values
(p <0.05) of Tyr were seen in controls than in
either or both groups of heterozygotes after aspar-
tame loading. A recent study showed that Tyr
monitoring following oral Phe loading appears to
be very effective in the detection of heterozygotes,
but such a scheme is not useful for evaluation of
mutation severity in PKU heterozygotes (10). Ac-
cording to our results, Tyr level after aspartame
loading is similarly not useful for predicting sever-
ity of mutations.

Results presented here show that the baseline
Phe plasma concentration determined in het-
erozygotes bearing moderate mutations was signifi-
cantly higher than in heterozygotes bearing severe
mutations, although overlap of values was ob-
served. These results are in agreement with a previ-
ous study, which reported that plasma Phe and Tyr
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Table 1. Outcome of the oral aspartame loading test (100 mg/kg) in PKU heterozygotes bearing severe or moderate mutations and in six normal controls

Before loading After loading

Group Mutant allele Phe* Tyr* Phe/Tyr Phe?/Tyr Phe* Tyr* Phe/Tyr Phe?/Tyr
Severe P281L 77 67 1.15 88 94 59 1.59 149
Mutation (n =4) R408W 93 60 1.55 145 107 62 1.73 185

VS12ntig—a 108 73 1.48 160 124 70 1.77 220

VS12ntig—a 70 57 1.23 86 109 73 1.50 164
Range 70-108 57-73 1.15-1.55 86-160 94-124  59-73 1.50-1.77 149-220
Mean + SD 87+17% 6447 13540198  120+38 109+92° 66+7 1.65+0.132 180+ 312P
Moderate \V388M 1056 57 1.84 194 91 50 1.82 1.65
Mutation (n=8) R261Q 113 69 1.63 185 126 64 1.97 249

R261Q 116 64 1.82 210 149 7 1.93 288

165T 94 7 1.22 115 113 68 1.66 187

65T 113 94 1.20 135 106 71 1.50 159

165T 113 102 1.10 125 103 94 1.09 112

65T 111 46 2.40 267 130 51 2.57 335

165T 95 58 1.64 156 85 52 1.63 139
Range 94-116 46-102  1.10-2.40 115-267 85-149  50-94 1.09-2.57 112-335
Mean + SD 108+9*¢  71+19 1.61+043% 173+51% 1134218 66+15 1.77+043*° 204 +782
Controls (n=16)
Range 53-66 60-87 0.70-1.01 38-83 64-84 64-93 0.76-1.01 54-79
Mean + SD 59+5 73411 0.83+0.13 49410 754+7° 824117 0.93+0.1 69+ 11°

Severe mutation: heterozygotes bearing a severe mutation; moderate mutation: heterozygotes bearing a moderate mutation; controls: normal individuals;

SD = standard deviation.
*Phe and Tyr values are expressed in pmol/l.

a Significant differences between heterozygote and control groups (p <0.05).

P Significant effect of aspartame loading in each group (p <0.05).

¢ Significant differences between groups of heterozygotes (p <0.05).

concentrations did not predict the severity of mu-
tations in the PAH gene in heterozygotes after an
overnight fast (9).

In conclusion, Phe/Tyr and Phe?/Tyr ratios both
before and after aspartame loading seem to be the
most reliable measurements to discriminate con-
trols from PKU heterozygotes. We are aware that
results presented here relate to plasma concentra-
tions of Phe and Tyr in heterozygotes bearing
specific PAH mutations and, as such, cannot be
generalized to all mutations. However, these find-
ings suggest that further studies with a larger num-
ber of heterozygous individuals could provide
valuable data about the diagnostic potential of
such loading tests to detect and to distinguish
severe and moderate mutations.
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