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RESUMO




A fenilcetonuria (PKU) é uma doenga autossémica recessiva que na sua forma
cladssica é causada pela deficiéncia da enzima hidroxilase da fenilalanina (PAH),
cuja funcdo é catalisar a reacdo de hidroxilacdo da fenilalanina em tirosina.
Uma alteracdo no gene da PAH leva a deficiéncia de hidroxilase da fenilalanina.
O diagndstico precoce é de suma importancia, uma vez, que se nao tratada,
pode ocasionar retardo mental. A dieta pobre em fenilalanina previne esse retardo,
tornando o diagndstico precoce fundamental. Mais de 500 mutacées que causam
algum grau de hiperfenilalaninemia foram descritas no gene PAH. O conjunto e
freqiiéncias das mutacdes variam conforme a populacdo. A populacao brasileira
apresenta mistura étnica complexa, a freqliéncia das mutagdées varia muito
conforme a regidao estudada. No Brasil, foram estudadas amostras de Sao Paulo
(SP) e Rio Grande do Sul (RS) e Minas Gerais (MG). A grande variacao
observada nos niveis de fenilalanina nos primeiros meses de vida e sua
correlagdo diminuida com o diagndstico aponta para o seu valor prognostico baixo,
reforcando a necessidade da triagem de mutagdes. Este estudo teve como
objetivo investigar as mutacées mais freqlentes e estabelecer o perfil génico de
pacientes com PKU diagnosticados em servicos de triagem neonatal e que
estejam em acompanhamento no Servico Regional de Triagem Neonatal da
UNICAMP. Foram analisadas as mutacdes V388M, IVS10nt11, IVS12nt1, R408W,
através da técnica de PCR e digestdo com enzima de restricdo especifica.
Nos casos onde ndo foi detectada nenhuma dessas mutacdes, foi realizada a
técnica de DHPLC com posterior sequenciamento dos pacientes com padrdo de
eluicdo alterado. As mutagdes R408W, IVS10-11G—A, IVS12+1G—>A e V388M,
nao foram encontradas com grande freqliéncia em nossa amostra de
fenilcetonuricos da regido de Campinas. As demais mutacdes identificadas foram
bem variadas. Os pacientes analisados neste trabalho possuem um perfil génico
distinto de individuos pertencentes a outras regides do Brasil e relatados na
literatura, refletindo na grande miscigenacao existente na populacéo brasileira.
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ABSTRACT




Phenylketonuria (PKU) is an autosomal recessive genetic disorder caused by
deficiency of the hepatic phenylalanine-4-hydroxylase (PAH), which catalyzes
hydroxylation of phenylalanine to tyrosine. Deficiency of PAH is caused by
mutations in the PAH gene, resulting in high serum levels of phenylalanine and
mental retardation. Restriction of phenylalanine intake prevents neurological
impairments of PKU. Mutation screening of PAH gene is a very useful strategy for
accurate diagnosis, newborn phenotype prediction and to implement a dietary
without phenylalanine. To date, almost 500 mutations have been identified in the
PAH gene. The PAH mutation frequency could change with the studied population.
The Brazilian population is compound by a great ethnic variation and the PAH
mutation frequency could be very different depending on witch Brazilian region was
studied. Previous studies in Brazilian patients were performed at Sdo Paulo (SP),
Rio Grande do Sul (RS) and Minas Gerais (MG) and the mutation frequency can
be changed according to the population studied. The aim of this work was to
analyze the most frequent PAH mutations previously described in other
populations and determine the PKU molecular characterization in patients
identified in the neonatal service of the Regional Newborn Screening
Service/Campinas. The V388M, IVS10nt11, IVS12nt1 and R408W mutations were
analyzed by PCR and RFLP. In addition, DHPLC and automatic sequencing were
performed for patients whose initial screening was negative. Any of the R408W,
IVS10-11G—A, IVS12+1G—A and V388M mutations was found in great frequency
in our sample from Campinas region. The other mutations that could be detected in
this sample were diversified. The genetic characteristics in these patients were

different than others Brazilian populations.

Abstract
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Antecedentes na literatura

As Doengas Metabdlicas Hereditarias (DMH) sdo causadas por erros
inatos do metabolismo (EIM) e resultam da falta de atividade de uma ou mais
enzimas especificas ou defeitos no transporte de proteinas. As conseqiéncias
podem ser o acumulo de substancias normalmente presentes em pequena
quantidade, a deficiéncia de produtos intermediarios criticos e de produtos finais
especificos ou ainda o excesso nocivo de produtos de vias metabdlicas acessorias
(POLLITT, RJ et al., 1997; WABER, L et.al, 1990).

As DMH sdo na sua grande maioria, de heranga autossémica recessiva,
ou seja, tém um risco de recorréncia de 25% a cada gestacdo de pais
heterozigotos. Algumas doengas s&o transmitidas sob padrdo de heranga ligada
ao cromossomo X, isto €, a mae é portadora da mutacdo, sendo o risco de
recorréncia nestes casos de 50% a cada gestacédo para o sexo masculino e de
50% das filhas serem portadoras e transmitirem o alelo mutante aos seus filhos.
Ha ainda as chamadas doengas de heranga mitocondrial, determinadas por
mutagdes no acido desoxirribonucléico (DNA) mitocondrial, nas quais o risco de
recorréncia é de praticamente 100% nos filhos de ambos os sexos, quando a mae
€ portadora da mutagao. (WABER, L et al., 1990; WAPPNER, RS et al., 1993).

As DMH individualmente sao consideradas raras, porém a incidéncia
cumulativa, ou seja, quando consideramos todos os EIM juntos é de 1:5.000 dos
recém-nascidos vivos (POLLITT, RJ et al., 1997).

O panorama que a comunidade médica possuia dos EIM foi modificado
pelo relato de Bickel e colaboradores em 1954, sobre os resultados
surpreendentes do tratamento de uma crianca de 2 anos de idade, portadora de
fenilcetonuria, com dieta pobre em fenilalanina. A partir desta publicagdo a
comunidade cientifica empenhou-se para encontrar um teste de triagem neonatal
que permitisse o diagndstico da fenilcetonuria antes do quadro clinico instalar-se e
Guthrie & Susi em 1963 desenvolveram o teste de inibicdo do crescimento
bacteriano pela presenga de fenilalanina (BICKEL H, et al., 1953; GUTHRIE, R &
SUSI, 1963).

Introdugéo
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As hiperfenilalaninemias (HPA), ou elevacao dos niveis de fenilalanina
(Phe) no sangue, sdo as desordens mais comuns do metabolismo de aminoacidos
(TRAHMS, 1998). As HPAs tém carater autossémico recessivo e podem resultar
de defeitos nos genes que codificam uma de duas enzimas: fenilalanina
hidroxilase ou diidrobiopterina redutase. Assim, a conversdo da Phe em tirosina
(Tyr) se torna ineficiente, levando ao acumulo de Phe no organismo (MIRA &
MARQUEZ, 2000; MARCO & WAITZBERG, 2000).

A conversao da Phe em Tyr ocorre por meio de um sistema de
hidroxilagdo complexo, envolvendo varias enzimas e coenzimas. O papel da
fenilalanina hidroxilase € o de inserir um atomo de oxigénio na Phe para formar o
grupo hidroxila da Tyr. A fenilalanina hidroxilase requer um co-fator,

a tetraidrobiopterina (BH,), que transporta elétrons do NADH para o O, na

hidroxilagdo da Phe. Durante a reacdo de hidroxilagdo, a coenzima é oxidada a
diidrobiopterina e, subsequentemente, é reduzida novamente pela agdo da enzima
diidrobiopterina redutase. A tetraidrobiopterina € um cofator essencial para a
hidroxilagdo da Phe, da Tyr e do triptofano (Trp) (STRYER et al., 1988; MARCO &
WAITZBERG, 2000). A deficiéncia de BH, produz disturbios no metabolismo

destes aminoacidos, diminuindo a formacgcdo de catecolaminas, melanina e
serotonina (Figura 1) (STRYER et al., 1988; MIRA & MARQUEZ, 2000).

O aumento da concentragcdo de Phe no sangue ativa a via de
transaminagao da Phe, levando a formacgao de fenilpiruvato e outros metabdlitos,
que sao rapidamente excretados na urina. Além disso, ocorre elevagcdo na
concentracdo de Phe no liquor, provavelmente por mecanismo de competicdo do
aminoacido com a glicose para ultrapassar a barreira hematoencefalica,
favorecendo lesdao neuronal (BURTS & ASHWOOD, 1996). A incapacidade de
metabolizar a Phe leva a diminuicdo nos niveis plasmaticos de tirosina e
consequentemente, a redugdao dos neurotransmissores formados a partir deste
aminoacido, como dopamina, epinefrina e norepinefrina, além de favorecer a
deficiéncia de tirosina. A producdao de melanina também ¢é afetada, podendo
ocorrer clareamento da pigmentagcdo da pele, cabelo e olhos (BURTS &
ASHWOOD, 1996; MIRA & MARQUEZ, 2000).

Introdugéo
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Fenilalanina 1

— > Tirosina//v Dopamina
S o
Tirosina —+ ~—% L-Dopa

...... » Melanina

H I.-'- 3 ‘.I". 'E
Triptofano w S-Hidroxitriptofano 4: Serotonina
BH4 ¥ 3q-RH;

Figura 1- Vias metabdlicas da Phe dependentes da fenilalanina-hidroxilase e BH,:

A tetrahidrobiopterina (BH,) € uma coenzima da hidroxilagéo de aminoacidos
aromaticos, via fenilalanina-4-hidroxilase (1), tirosina-3-hidroxilase (2) e triptofano-5-

hidroxilase (3). A diidrobiopterina quinoide (g-BH,) formada € regenerada para BH, por
NADH-BH, redutase dependente (4). Na PKU classica, a enzima 1 é deficiente.

O acumulo de Phe inibe as enzimas 2 e 3. Essa inibicdo e a deficiéncia de dopamina e
serotonina resultantes podem ser evitadas pela dieta pobre em Phe. Na deficiéncia

congénita da BH,, a enzima 4 ou uma das enzimas da biossintese da biopterina &

defeituosa. Entdo, nenhuma das enzimas 1-3 é ativada e a dieta pobre em Phe é
terapeuticamente inefetiva. Fonte: adaptado de MIRA & MARQUEZ (2000).

As HPAs tém apresentacdo polimoérfica e se classificam em
fenilcetonuria (PKU) classica, PKU leve, HPA permanente, HPA transitoria, HPA
materna e deficiéncias de BH, (MIRA & MARQUEZ, 2000; SANTOS et al., 2003).

A PKU classica é a mais comum das HPAs. E descrita uma grande
variabilidade na incidéncia da fenilcetonuria entre os diversos paises e etnias
(HOFMAN et al., 1991), variando, desde 1/300 na Turquia até 1: 60.000 no Japéao
(TYFIELD et al., 1997). Em populagdes caucasoides, a frequéncia média é de
1:12.500. No Brasil, a incidéncia aproximada €& de 1:12.000 a 1:15.000
nascimentos (SCRIVER et al., 2001).

Caracteriza-se por niveis sanguineos de Phe acima de 200 pg/mL,
e atividade da fenilalanina hidroxilase abaixo de 1%. Em pacientes nao tratados,

encontram-se concentracoes elevadas de fenilcetonas na urina. Estes pacientes
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podem desenvolver atraso grave, progressivo e irreversivel no desenvolvimento
neuropsicomotor (MARCO & WAITZBERG, 2000; TRAHMS et al., 1998).

A PKU leve, branda ou atipica se assemelha a PKU classica, porém os
niveis de Phe no sangue sdo mais baixos (entre 100 e 200 pg/mL)
(TRAHMS et al., 1998). A atividade da fenilalanina hidroxilase se situa entre 1 e
3% (MARTINS et al., 1993).

A HPA permanente ou benigna €& encontrada em pacientes com
atividade da fenilalanina hidroxilase diminuida, mas superior a 3%. Nao ha
alteragdes clinicas aparentes e, geralmente, ndo exige tratamento dietético. A

concentragcéo de Phe no sangue € menor que 100 pg/mL (TRAHMS et al., 1998).

A HPA transitéria ou neonatal pode ocorrer eventualmente em
consequéncia de prematuridade, de fornecimento de formulagdes com elevada
concentragdo protéica ao recém-nascido, de diluicbes inadequadas das
formulacdes lacteas ou da fervura intensa do leite (STARLING et al., 1999). Nao

exige tratamento, uma vez que é aparentemente benigna (TRAHMS et al., 1998).

A HPA materna acomete fetos de maes com concentragdo sanguinea
de Phe acima de 65 pg/mL. Devido ao gradiente positivo transplacental, ocorre o
aumento de cerca de duas vezes no nivel de Phe no feto, causando dano cerebral
antes do nascimento. O quadro clinico é irreversivel e se caracteriza por retardo
mental, microcefalia e risco de doengas cardiacas congénitas (MIRA &
MARQUEZ, 2000).

A deficiéncia da enzima diidrobiopterina redutase leva a diminui¢do no

cofator BH,, essencial na hidroxilagdo da Phe, levando ao acumulo deste

aminoacido. Uma vez que este cofator também é requerido pelas enzimas tirosina
hidroxilase e triptofano hidroxilase, necessarias a sintese de neurotransmissores,
este tipo de HPA ndo responde ao tratamento estritamente dietético.
O prognéstico é pior que o de outras formas de HPA, e o tratamento inclui a
utilizagdo de BH,, L-DOPA e 5-OH-triptofano (BURTS & ASHWOOD, 1996;

SCRIVER et al., 1997).
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Dentre os erros congénitos do metabolismo de aminoacidos,
a fenilcetonuria classica € a doenga clinicamente mais encontrada (MIRA &
MARQUEZ, 2000).

Diagnéstico

O diagnostico ideal € aquele realizado através de programa de triagem
neonatal, pois permite tratamento precoce e prevencdo do desenvolvimento do
quadro clinico. A triagem neonatal é realizada através da dosagem quantitativa da
Phe sangliinea, obtida a partir de amostras colhidas em papel filtro (teste do
pezinho). Para que o aumento da Phe possa ser detectado, é fundamental que a
crianga tenha tido ingestdo protéica, portanto € recomendado que a coleta seja
feita apds 48 horas do nascimento da crianga. Neste momento, mesmo criangas
com risco, que ainda nao tiveram contato com leite materno, podem colher
material desde que estejam sob dieta parenteral (rica em aminoacidos essenciais)
(LEVY et al., 1999, SCRIVER et al., 1998).

Idealmente o diagnéstico ndo deve aguardar até a fase de
manifestagdes clinicas para que seja realizado, uma vez que lesdes irreversiveis
podem ocorrer. Para casos que nao forem diagnosticados durante a triagem
neonatal ou em criangas que n&o tenham realizado a mesma, os seguintes
sintomas devem ser indicativos para que se pesquise o diagnostico de
fenilcetonuria: atraso do desenvolvimento neuro-psicomotor (de qualquer
intensidade); deficiéncia mental; comportamento agitado, agressivo ou padrao
autista; quadro convulsivo sem etiologia definida (PIETZ et al.,, 1998,
WILLIAM et al., 1998).

Durante a gestagcado de uma paciente portadora de hiperfenilalaninemia
permanente (niveis de fenilalanina com resultados entre 4 e 10mg/dL),
as quantidades aumentadas da Phe materna levam a incidéncia elevada de

complicagbes fetais. Desta forma, meninas em idade fértii que planejem
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engravidar devem ser orientadas a iniciar a dieta para pacientes fenilcetonuricos e
manter niveis menores ou iguais a 4mg% antes da concepgéo e durante toda a
gestacédo (KOCH et al., 1996, JARDIM et al., 1996).

Tratamento

O tratamento consiste basicamente de dieta com baixo teor de Phe,
porém com niveis suficientes deste aminoacido para promover crescimento e
desenvolvimento adequados. Se instituida a dieta isenta de Phe, esta poderia
levar a "Sindrome da Deficiéncia", caracterizada por eczema grave, prostragao,
ganho de peso insuficiente levando a desnutricdo, além de deficiéncia mental e
crises convulsivas (SCRIVER et al., 2001).

Além da férmula de aminoacidos, os pacientes recebem as seguintes
orientagdes: os lactentes recebem as férmulas especiais e a elas pode ser
adicionado leite integral modificado com a menor quantidade de Phe possivel;
a amamentacdo materna pode ocorrer desde que exista controle diario da Phe
sanguinea; a introducado de outros alimentos deve ocorrer aos quatro meses de
idade, utilizando-se alimentos que contenham baixos teores de Phe, tais como
vegetais e frutas, sempre com controle diario da quantidade diaria permitida de
ingestao de Phe (SCRIVER et al., 2001).

O acompanhamento da dieta dos pacientes portadores de fenilcetonuria
deve ser feito por equipe multidisciplinar formada minimamente por pediatra e

nutricionista.

Logo apds o diagnéstico, o acompanhamento clinico deve ser mensal
até o primeiro ano de vida para que a mée seja orientada sobre a dieta e os riscos
das transgressbes para o desenvolvimento de seu filho. Apds este periodo,
0 acompanhamento pode ser bimestral ou trimestral, dependendo da evolugao da
crianca e das dificuldades da familia. O acompanhamento Ilaboratorial,

com analise quantitativa de fenilalanina, deve ser mensal nos primeiros
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seis meses de tratamento e apds este periodo dosagens a cada 3-4 meses sao
recomendadas (ACOSTA & YANNICELLI, 1997).

Mantida a normalizacdo dos parametros neuro-psicomotores nos
pacientes com diagndstico precoce (através da Triagem Neonatal) e instituicdo do
tratamento adequado antes dos trés meses de vida pode-se atingir o
desenvolvimento péndero-estatural adequado para a idade do paciente apesar da
restricdo dietética imposta e a melhoria gradual das alteragbes neuro-psicologicas
observadas nos pacientes cujo tratamento inicia-se a partir de trés meses de idade
(pacientes nao submetidos a triagem neonatal) (MIRA & MARQUEZ, 2000).

Aspectos Moleculares

O gene que codifica a enzima hidroxilase da fenilalanina (PAH) foi
clonado e sequenciado em 1980 (WOO et al.,, 1983), e esta localizado no
cromossomo 12, na regiao 12g922-24.1, sendo composto por 13 exons, distribuidos
em um segmento gendmico de 90 Kb (DILELLA et al., 1986; WOO et al., 1988).

A enzima PAH é constituida por duas cadeias de polipeptideos, cada
uma com peso molecular de aproximadamente 54.000 kDa. Formas multiméricas
de PAH ja foram identificadas, sugerindo a existéncia da forma tetramérica da
enzima (BARRANGER et al., 1972). A estrutura tridimensional foi determinada em
1997 e revela a presencga de dobra similar a da tirosina hidroxilase, fornecendo
uma visao estrutural das regides onde as mutag¢des poderiam estar localizadas e a
base racional para explicar os mecanismos moleculares dos fendétipos enzimaticos
da fenilcetonuria (ERLANDSEN et al., 1997).

Segundo a base de dados Phenylalanine Hydroxylase Locus
Knowledgebase (PAHdb) em 2007, mais de 500 mutagcbées no gene da PAH foram
identificadas (Fig. 2), sendo estas mutagdes 61,58% de sentido trocado,
13,37% delegdes, 11,49% splicing, 6,03% silenciosas, 4,90% sem sentido,

1,88% insercdes, 0,56% sil/splicing e 0,19% desconhecidas. Em muitos casos
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foram encontradas fortes associagdoes entre as mutagdes e haplétipos de RFLP
(polimorfismos do tamanho dos fragmentos de restricdo), definidos por sete
polimorfismos dialélicos, e um sistema de VNTR (Variagdo do numero de
repeticbes em tandem), no gene da PAH (EISENSMITH et al.,, 1992).
Os haplétipos STR (polimorfismos de pequenas repeticbes em tandem) foram
encontrados no intron 3 do gene da PAH (GOLTSOV et al., 1992). As mutagdes
no gene que codifica a enzima PAH, ou causam auséncia total da funcdo da
enzima PAH, ou estdo associadas com a atividade residual "in vitro" que varia de
2% a 7% do total (GULDBERG et al., 1998).

Evidéncias sugerem que as mutagdes que causam fenilcetonuria se

originaram apos a miscigenagao das ragas (EISENSMITH et al., 1992).
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Scriver e colaboradores (2001) descreveram as alteragdes intragénicas
identificadas como: mutagao de splicing no intron 12; mutac¢des de sentido trocado
nos exons 7, 9 e 12; delegdes nos exons 1 e 2. Cotton (1990) descreveu

18 mutacgdes e observou que 1/3 das mutacdes sao localizadas no exon 7.

Eisensmith e Woo (1992) revisaram as mutagdes e polimorfismos
conhecidos no gene da PAH, e em média 50% das mutag¢des sdo substituicdes de
uma unica base, incluindo seis mutacdes sem sentido e oito mutagdes de splicing,

as restantes sdo de sentido trocado.

Silva e colaboradores (2003) em estudo realizado no sul do Brasil
demonstraram que no exon 7, encontram-se o maior numero de alteracbes
(28,5%). As mutacbes mais frequentes representam 68,5% dos alelos mutantes,
sendo a 165T (19,5%), R261X (9,8%), R408W (9,8%), IVS2nt5G—C (9,8%),
R261Q (9,8%), V388M (9,8%) e outras mutacdes (32,5%).

As mutagbdes 65T, R252W, R261X, R261Q, IVS10nt11G—A, V388M,
R408W e IVS12nt1G, sdo comuns na Alemanha (DWORNICKZAK et al., 1992).
Na Itdlia as mutagbes mais freqlientemente encontradas s&o: 65T, R252W,
R261X, R261Q, IVS10nt11G—>A e V388M (DIANZANI et al., 1995). A mutacéo
IVS2nt5G—C foi a mutagcdo mais frequentemente encontrada em pacientes na
Bulgaria (KALAYDJIEVA et al.,, 1993), Roménia (POPESCU et al.,, 1994),
Egito (AT et al., 1999), Brasil (ACOSTA et al., 2001), Alemanha, Bélgica e Turquia
(SCRIVER et al., 2000).

As mutacdes mais frequentes observadas para a PKU em pacientes do
estado de SP foram: IVS10nt11G—A (17,4%), R261X (12,2%), V388M (9,1%),
R252W (6,5%) e R270K (4,8%) (PEREZ et al., 1996, ACOSTA et al., 2001).

Em um estudo realizado em 2006 no estado de Minas Gerais avaliou-se
a frequéncia das mutacdes 165T, R252W, R261Q, R261X, IVS10nt11, V388M,
R408W, Y414C, e IVS12nt1 no gene PAH e as mutagbes mais comuns
encontradas foram V388M (21%), R261Q (16%), IVS10nt11 (13.4%), 165T (5.7%),
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e R252W (5%). As outras 4 mutacbes (R261X, R408W, Y414C, e IVS12nt1)
tiveram frequéncia menor que 2% (SANTOS et al., 2006).

A evidente heterogeneidade molecular da fenilcetonuria e os poucos
estudos de caracterizagcado genotipica desta doenga na populagéo brasileira, deixa

claro a necessidade de mais estudos desse género em nossa populagao.
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OBJETIVOS
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- Investigar as mutagdes IVS12+1 G—A, IVS10-11G—>A, V388M e R408W,

descritas como freqlentes na literatura.
- Observar a freqiiéncia destas quatro mutagdes em nossa amostra.

- Caracterizar um perfil genotipico da fenilcetoniria em pacientes tratados na
UNICAMP.

Objetivos
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O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas (Parecer n°. 573/2003 — Anexo Il) e foi
classificado como de risco minimo para os pacientes participantes, a ndo ser o
desconforto da pungdo venosa para a coleta de sangue periférico. Os pacientes
foram selecionados no Servico de Triagem Neonatal (CIPOI) da UNICAMP
durante o periodo de 2004 a 2006, totalizando 20 pacientes portadores de
fenilcetonuria com idade variada. Apds o consentimento dos pacientes
selecionados (Anexo 1), foram coletados 7 mL de sangue periférico para extragao

de DNA e subsequente analise molecular.

Os critérios de inclusao foram: paciente portador de fenilcetonuria em
acompanhamento no CIPOI — UNICAMP.

Os critérios de exclusdo foram: ndo consentimento dos responsaveis

para a participagao na pesquisa.

Para a analise molecular, seguimos os seguintes passos:
1- Extragdo de DNA pelo método de Cloreto de Litio e proteinase K;
2- Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR);

3- Digestao enzimatica do produto da PCR, visando investigar as mutagées mais

freqientemente encontradas;
4- Eletroforese em gel de Poliacrilamida 12%;

5- Triagem de mutagbes pela técnica de DHPLC, nas amostras onde nao foi

detectada nenhuma das mutacdes analisadas;

6- Seqlenciamento, quando encontrada alteragdo no DHPLC.

Casuistica e Métodos
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1- Extracao de DNA de leucdcitos do sangue periférico

A extracdo de DNA foi procedida conforme o método descrito por

Woodhead e colaboradores (1986), com algumas modificagdes.

Coletou-se, em dois tubos vacutainer, cerca de 7 mL de sangue
periférico de cada paciente (3,5 mL em cada frasco), contendo, em cada um deles,
54 uL de EDTA 15% para impedir a coagulagdo sanguinea. Centrifugou-se a
amostra por 10 minutos a 2000 rpm a temperatura ambiente para a separagao do
plasma. Em seguida, aliquotou-se 500 uL do sedimento, em tubos eppendorf de
2,0 mL. Adicionou-se 1 mL de tampado de lise | (Tris-HCI 10 mM pH8,9,
KCI 10 mM, MgCl; 10 mM, EDTA 2 mM), e agitou-se de 10 a 15 segundos em
vortex. O sedimento contendo as células nucleadas foi obtido por centrifugagao a

6000 rpm, a temperatura ambiente, por 5 minutos.

O precipitado de leucécitos obtido foi ressuspendido com o auxilio de
uma pipeta Pasteur em 1 mL do tampado de lise | e nova centrifugagéo foi
efetuada, seguindo as mesmas condigbes descritas acima. Este processo foi
realizado continuamente até a obtencdo de precipitado de leucdcitos sem

impurezas.

A seguir, preparou-se a mistura constituida de 395 pL de tamp&o de
digestdo e 5 uL de proteinase K para cada amostra. Adicionou-se 400uL dessa
mistura por amostra. Homogeneizou-se o precipitado de leucécitos com auxilio de
pipeta Pasteur e agitou-se em vortex por 15 segundos. A reagao foi Incubada em
banho-maria a 55 °C por duas horas. Apds a incubagao, adicionou-se 200uL de
LiCl 7,5N a cada amostra, agitando-se em vortex e a seguir a amostra foi
acondicionada no freezer -20°C por no minimo 15 minutos. Posteriormente,
centrifugou-se por 10 minutos a 13000 rpm e transferiu-se cuidadosamente o
sobrenadante para novos tubos eppendorfes, evitando transferir qualquer
precipitado. Apds a transferéncia, adicionou-se 1 mL de etanol absoluto gelado,
homogeneizou-se, invertendo lentamente o tubo, por aproximadamente 50 vezes

ou até o DNA precipitar visivelmente. A amostra foi centrifugada por 5 min a
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13000 rpm. ApOs centrifugagao, verteu-se lentamente o alcool para néo perder o
precipitado de DNA. Finalmente, o sedimento foi lavado com 1 mL de etanol a
70%. Depois de retirado o etanol 70%, o DNA foi deixado a temperatura ambiente

para secar completamente.

Uma vez seco, o DNA foi ressuspendido em agua deionizada estéril.
Este DNA foi colocado em banho-maria a 37°C, para ser solubilizado
completamente. A seguir, o DNA foi analisado em gel de agarose 0,8% contendo
brometo de etidio, em tamp&o Tris-Borato-EDTA (TBE) 1x para subsequente

visualizag&o sob luz ultravioleta.

2- Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A analise das mutagdes no gene da PAH foi baseada na técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (SAIKI et al., 1989). Foram realizadas
PCR para as mutagdes R408W, IVS10-11G—A, IVS12+1G—A e V388M e foram
utilizados os “primers” descritos no Quadro |. As amostras de DNA foram
amplificadas para o gene PAH, utilizando 2uL de DNA; 11,34uL de H,0O; 7,50uL de
Taq Buffer 10X (Fermentas, USA); 4,44uL de MgCl, 25mM (Fermentas, USA);
13,5uL de dNTP 2mM (Fermentas, USA); 1,00uL de cada oligonucleotideo 1ng/uL;
0,90uL de Tag DNA Polymerase (Fermentas, USA), em um volume final de 50uL.
A amplificagao foi efetuada em aparelho ciclador de temperatura e consistiu de
uma etapa de desnaturac&o inicial & 94 ‘C por 1 minuto, seguida de 30 ciclos de:
58°C por 1 minuto, temperatura ideal e varidvel para cada primer por 2 minutos ,
72°C por 1 minuto e extensdo final de 72°C por 10 minutos
(GIUSTI B, et al. 1999).
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Quadro I- Sequéncia de primers utilizados para a PCR

Primers Seqiiéncia Mutacao | Tamanho (pb)

5TGAGAGAAGGGGCACAAATGY

11A e 11B V388M 323
5GTAGACATTGAGTCCACTCTY
5TGAGAGAAGGGGCACAAATGY

11A e 11B IVS10-11 323
5GTAGACATTGAGTCCACTCTY
5’ CCACTGAGAACTCTCTTAAGY

12A e 12B R408W 240
5CTTCGATTACTGAGAAACCG3’

5’ CCACTGAGAACTCTCTTAAY
12CA e 12012A IVS12+1 215

5CGTAAGGTGTAAATTACGTAZ’

3- Digestao enzimatica

Apds a PCR foi realizada a digestdao enzimatica do produto com a

enzima de restricdo especifica (Quadro Il).

A) Mutacao V388M

Uma aliquota do produto da PCR (15ul) foi incubada na reagao de

digestdo com 0,5 unidade da enzima BsaAl , mantida a 37°C durante a noite.

A analise do produto da digestédo foi realizada através de eletroforese em gel de

poliacrilamida a 12%,

corado com brometo de etidio para possibilitar a

visualizacdo dos fragmentos. O alelo mutante é caracterizado pela presenca do

fragmento de 323 pb, ndo havendo clivagem pela enzima BsaAl e quando o alelo

normal estiver presente sera clivado em 2 fragmentos, 188 e 136 pb.
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B) Mutacao IVS10-11G—A

Uma aliquota do produto da PCR (15ul) foi incubada na reagao de
digestdo com 0,5 unidades da enzima Ddel , mantida a 37°C durante a noite.
A andlise do produto da digestdo foi feita através de eletroforese, em gel de
poliacrilamida a 12%, corado com brometo de etidio para possibilitar a
visualizacado dos fragmentos. Se houver a presenca da mutacao, o fragmento sera
clivado em 2 fragmentos menores de 244 e 79 pb e quando o alelo normal estiver

presente, permanecera com 323 pb, ndo havendo clivagem pela enzima Ddel.

C) Mutacao R408W

Uma aliquota do produto da PCR (15ul) foi incubada na reagao de
digestdo com 0,5 unidade da enzima Eco130/ (Styl) e mantida a 37°C durante a
noite. A analise do produto da digestao foi feita através de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12%, corado com brometo de etidio para possibilitar a
visualizagédo dos fragmentos. Se houver a presenga da mutagéo, o fragmento sera
clivado em 2 fragmentos menores de 148 e 92 pb e quando o alelo normal estiver

presente, permanecera com 240 pb, ndo havendo clivagem pela enzima Eco130I.

D) Mutacao IVS12+1G—>A

Uma aliquota do produto da PCR (15ul) foi incubada na reagao de
digestdo com 0,5 unidade da enzima Rsal, mantida a 37°C durante a noite.
A analise do produto da digestdo foi feita através de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12%, corado com brometo de etidio para possibilitar a
visualizagdo dos fragmentos. O alelo mutante é caracterizado pela presenga do
fragmento de 215 pb, ndo havendo clivagem pela enzima Rsal e o alelo normal

pelos 2 fragmentos, 195 e 20 pb.
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Quadro II- Mutacdes investigadas no gene PAH, as enzimas de restricoes

utilizadas nas analises e tamanhos dos fragmentos mutados.

B . Enzima de
Mutacao Primers ] Tamanho (pb)
restricao
R408W 12A e 12B Eco130I (Styl) 148 € 92 pb
IVS12+1 GH>A 12012A e 12CA Rsal 215pb
V388M 11Ae 11B BsaAl 323pb
IVS10-11G>A 11Ae 11B Ddel 244 e79pb

3- DHPLC

O sequenciamento direto garante a sensibilidade elevada para a analise
das sequéncias de DNA e suas variacbes, embora tenha um custo elevado e
consuma muito tempo. Na procura por procedimentos mais rapidos, efetivos e
com custo mais baixo, um grande numero de métodos de triagem de potenciais
sequéncias alteradas foi desenvolvido, tais como Analise de Conformacédo de
Polimorfismo de Fita Simples (SSCA ou SSCP) e Denaturing High Performace
Liquid Chrmatography (DHPLC) (XIAO & OEFNER, 2001; JORDE et al., 2007).

A técnica de analise escolhida neste estudo foi a DHPLC.

A técnica de DHPLC se baseia no fato de que, apds a desnaturagao do
DNA, as fitas podem se anelar aleatoriamente durante um resfriamento gradual,
formando duplas-fitas onde ha um pareamento perfeito (homoduplex) e
duplas-fitas onde ndo ha um pareamento perfeito (heteroduplex), resultante de
uma alteracdo na sequéncia de pares de bases. Como as fitas de heteroduplex
sao menos estaveis do que as fitas homoduplex, ha uma retengao diferencial em
uma coluna de cromatografia em determinadas temperaturas (XIAO & OEFNER,
2001).
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Portanto, se um dos alelos apresenta uma mutagdo, a técnica de
DHPLC detecta a presenca desta mutacdo por meio da retengado diferencial de
homoduplex e heteroduplex (figura 3) formados pelas moléculas de DNA
parcialmente desnaturadas em uma cromatografia liquida de fase reversa
(XIAO & OEFNER, 2001).

25% 25% 25% 25%

CG CG CG CG CG CG

CG CG CG CG CG CG

AT GC > AC GT AT GC

GC GC Desnaturagio e Reanelamento GC GC GC GC

AT AT AT AT AT AT
Heteroduplex Homoduplex

Figura 3- Exemplo de formacgao de heteroduplex (sublinhado) e homoduplex, com

as respectivas probabilidades.

Embora esta técnica ndo especifique o tipo de alteracdo nas fitas de
DNA, sendo necessario o sequenciamento posterior, € uma ferramenta adequada
para triagem de mutagdes, apresentando alta sensibilidade (>96%), especificidade
e confiabilidade para produtos amplificados de até 700pb, tornando mais praticos
os estudos de mutagao (XIAO & OEFNER, 2001).

Desta forma, as amostras dos pacientes que nao apresentaram as
mutacdes R408W, IVS10-11G—>A, IVS12+1G—A e V388M, foram submetidos a
analise por DHPLC (XIAO & OEFNER, 2001). A PCR foi realizada para todos os
exons do gene PAH (Quadro Ill). Para a formagdo dos heteroduplexes,
os produtos da PCR foram desnaturados a 95°C por 5 minutos e deixados em

repouso por 45 em temperatura ambiente. Apds este reanelamento por
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resfriamento gradual, os produtos da PCR foram analisados pelo sistema WAVE®
4500 (Transgenomic). A triagem de mutagbes foi realizada em temperaturas
especificas para cada fragmento e definidas pelo software WAVEMAKER™.
Aliquotas de 5uL dos produtos da PCR foram injetadas em coluna DNASep®

com fluxo de 0,9mL/min.

As analises foram realizadas através dos perfis cromatograficos
gerados no softvare WAVEMAKER™. Cada pico observado no programa
representa um tipo de fragmento de DNA presente na amostra. Portanto, em um
individuo com alteracao pode ocorrer a formacédo de quatro picos, representando
dois homoduplex e dois heteroduplex presentes na amostra e os pacientes sem

alteracao apresentarao um pico.

Todos os produtos amplificados, que mostraram resultados diferentes
dos controles normais ou aqueles que apresentaram resultados nao muito claros
na analise através do método DHPLC, foram purificados. Esse protocolo consistiu
na adicao de etanol 95% a 4°C na proporcédo de 20 para 80 em um tubo de
1000uL. Em seguida, o material foi mantido por duas horas a uma temperatura de
-20°C. A centrifugacao foi feita a 13000 rpm por 45 minutos. O sobrenadante foi
retirado cuidadosamente, adicionado 250uL de etanol 70% (diluido no momento
do uso), sendo centrifugado novamente a 13000 rpm por 15 minutos. Logo apos a
centrifugagédo o sobrenadante foi retirado e o “pelet” ou precipitado posteriormente
seco. Logo apds a secagem o DNA foi ressuspendido em 10-30uL de agua mili-Q

(dependendo da intensidade da banda inicial).
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Quadro llI- Sequéncias de primers do gene PAH utilizados para a triagem de

mutacao por DHPLC.

Exon Primers Sequéncia Tamanho (pb)
] 1A 5GTTAAAACCTTCAGCCCCAC3 210
1B 5GGATCTCTTTCTCTGGAGGCY
5 2A 5GTCCATGGAGGTTTAACAGGY 237
2B 5GAACATGGAAGTTTGCTACG3’
3A 5TTAGTTCCTGTGACTGTCTC3’ 271
° 3B 5CATGTGAGTTACTTATGTTGCZ
A 4A 5GTACTCAGGACGTTGCCTTCY 145
4B 5CTCATCTACGGGCCATGGAC3
5A 5GCACTGTCATGGCTTTAGAG3’ 266
° 5B 5CATGCTGGTATTTTCCATCC3
6A 5CTGCCTTGAGCACCTATTTTG3’ 270
° 6B 5CCAACTTTCTCAGGGCATTG3
7A 5GAGTGGTGATGAGCTTTGAG3’ 274
! 7B 5ACCAGCCAGCAAATGAACC3’
8A 5GAGTCTGGCTTGGCTTAAAC3’ 183
° 8B 5 GAGAAATTCAGGTCACAGAC?
9 9A 5GCCAAGTACTAGGTTGGTTCY 179
9B 5GGCCATAGCCTATAGCACTC3’
10 10A 5CCATCATAGAGTGTGCTCTC3 250
10B 5 CAGGTTGCATATCAAAACGG3’
11 11A 5TGAGAGAAGGGGCACAAATGYZ 324
11B 5GTAGACATTGAGTCCACTCT3
12A 5CCACTGAGAACTCTCTTAAGY 239
12 12B 5CTTCGATTACTGAGAAACCG3
13 13A 5GTCTTTCACTAGGACACTTGZ 170
13B 5GGATCTCCATCAACAGATTC3
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4- Sequenciamento

Os fragmentos com perfis cromatograficos diferentes do padrédo normal,
apés a purificacdo foram submetidos ao sequenciamento automatico no
equipamento MegaBACE1000® (Amersham Biosciences). A reagdo de
sequenciamento consistiu de 4uL de solugao pré-mix, 1uL do primer especifico (5
pmol/uL) e 1uL do produto da PCR em volume final de 15uL. Esta reacgéo foi
submetida a 35 ciclos de desnaturagcédo a 95°C por 20 minutos, anelamento 50°C
por 15 minutos e extensdo a 60°C por 1 minuto, utilizando termociclador
Mastercycler EP (Eppendorf). Os cromatogramas das sequéncias resultantes
foram analisados nos programas Chromas:

www.technelysium.com.au/chromas.html.
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Foram avaliados 20 pacientes inicialmente para as mutacées R408W,
IVS10-11G—A, IVS12+1G—A e V388M (Quadro IV).

Apenas trés pacientes apresentaram alteracdo para as mutagdes
analisadas por enzima de restricdo e todos em heterozigose. A Unica mutacao
identificada foi IVS12+1G—A (Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6 e Fig. 7).

Quadro IV- Resultado dos pacientes fenilcetondricos quanto ao gendtipo,
referente as mutagbes R408W, IVS10-11G—A, IVS12+1G—A e

V388M.

Identificacao R408W V388M IVS10 IVS12
1701/04 SM SM SM SM
2167/04 SM SM SM SM
2168/04 SM SM SM H
2184/04 SM SM SM SM
2312/04 SM SM SM SM
2384/04 SM SM SM SM
680/05 SM SM SM SM
836/05 SM SM SM SM
897/05 SM SM SM SM
1223/05 SM SM SM SM
1224/05 SM SM SM SM
1355/05 SM SM SM SM
311/06 SM SM SM H
312/06 SM SM SM H
1250/06 SM SM SM SM
1251/06 SM SM SM SM
1252/06 SM SM SM SM
1770/06 SM SM SM SM
1771/06 SM SM SM SM
1774/06 SM SM SM SM

SM- Sem mutacao / H - Heterozigoto
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Analise da mutacao IVS12+1G—>A

i} 1 I 3 § 3 b T
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Figura 4- Gel de Acrilamida mostrando a analise da mutacao IVS12+1G—A.
Onde: M— marcador de peso molecular de 50 pb. A— produto da PCR
nao digerido. Colunas 1, 2, 3, 5 e 6 — pacientes com gendtipo
selvagem. Colunas 4 e 7 — pacientes heterozigotos para a mutacao
IVS12+1G—A.
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Analise da mutacao V388M

p

300pb —>
s — 188pb

<+— 135pb

Figura 5- Gel de Agarose mostrando a andlise da mutacdo V388M. Onde:
M- marcador de pares de bases molecular de 100 pb. A— produto da

PCR nao digerido. Colunas 1, 2 e 3 — pacientes com gendtipo

selvagem.
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Analise da mutacao R408W

<4— 240pb
200pb —

Figura 6- Gel de Acrilamida mostrando a analise da mutagdo R408W. Onde:
M- marcador de pares de bases molecular de 100 pb. A— produto da

PCR nao digerido. Colunas 1 e 2 — pacientes com gendtipo selvagem.

Analise da mutacao IVS10-11G—>A

323pb —>
<+— 300pb

Figura 7- Gel de Acrilamida mostrando a andlise da mutagéo IVS10-11G—A.
Onde: M- marcador de pares de bases molecular de 100 pb.
A— produto da PCR nao digerido. Colunas 1 e 2 — pacientes com

gendtipo selvagem.
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Devido a esses resultados iniciais foi realizada a analise por DHPLC
para todos os pacientes (Fig. 8). Com os resultados da DHPLC foi possivel
eliminar varias regides consideradas candidatas a conter mutagcdes em um
namero consideravel de pacientes, minimizando a necessidade de

sequenciamento.

Os resultados para o padrao de eluicdo alterados no DHPLC foram:
exon 1, dez pacientes; exon 2, treze pacientes; exon 3, nove pacientes; exon 4,
cinco pacientes; exon 5, oito pacientes; exon 6, sete pacientes; exon 7,
treze pacientes; exon 8, onze pacientes; exon 9, quatorze pacientes; exon 10,
trés pacientes; exon 11, nove pacientes; exon 12, seis pacientes e exon 13,

um paciente (Quadro V).
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Quadro V- Resultados da triagem de mutagdo no gene PAH obtidos pela técnica

de DHPLC.

Identif. Exon | Exon | Exon | Exon | Exon | Exon | Exon | Exon | Exon | Exon | Exon | Exon | Exon

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1701/04 1 0 0 1 0 1 1 0 1
2167/04 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 1 0
2168/04 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0
2184/04 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0
2312/04 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0
2384/04 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0
680/05 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0
836/05 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0
897/05 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0
1223/05 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0
1224/05 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
1355/05 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0
311/06 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0
312/06 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0
1250/06 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
1251/06 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
1252/06 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0
1770/06 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0
1771/06 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0
1774/06 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 0
0- Sem alteracédo / 1- Com alteragdo
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Analise do DHPLC

s

Alteracao

N

A/ Controle
—

u]

2 3 4 5

Figura 8- Exemplo de paciente com padrao de DHPLC alterado.

Foram sequUenciados todos os pacientes que mostraram alguma

alteragéo.

Alguns pacientes, mesmo com o0 cromatograma apresentando alteracao
na DHPLC para alguns exons, ndo apresentaram mutacdo para aquele exon
analisado.

Nenhum paciente apresentou mutacao no exon 13.

Foram observados trés pacientes heterozigotos para a mutacao
IVS12+1G—A, identificados pela técnica de PCR + RFLP (Fig.4). Através do
sequenciamento foram identificados trés pacientes heterozigotos para a mutagao
IVS4-5C—G (Fig.9), trés pacientes homozigotos e um heterozigoto para a
mutacado 165T (Fig.10), dois pacientes heterozigotos e um homozigoto para a
mutacdo A309V (Fig. 11), um paciente heterozigoto para L348V (Fig. 12) e um
heterozigoto para L48S (Fig 13). Estas alteragdes estdo indicadas nas respectivas

posicoes no gene PAH na figura 14.
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IVS4+5C—>G

130

Figura 9- Gréafico de sequenciamento mostrando a heterozigose para a mutacéo
IVS4+5C—G.

210

Figura 10- Grafico de seqlenciamento mostrando a heterozigose para a mutacao
I65T.
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A309V

Figura 11- Grafico de seqlenciamento mostrando a heterozigose para a mutacéo
A309V.

Figura 12- Grafico de seqlienciamento mostrando a heterozigose para a mutacao
L348V.
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Figura 13- Grafico de seqlenciamento mostrando a heterozigose para a mutacao

L48S.

IVS12+1G—>A
A

L348V

IVS4+5C—G il

65T A309V

L48S

W 11

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1213

Figura 14- Mapa localizando as mutagdes encontradas.

Por inUmeros problemas com as técnicas, amostras e equipamento,
alguns dos pacientes ndo tiveram todos os exons sequenciados ou n&o puderam
ser confirmados. No quadro a seguir observam-se os resultados encontrados
(Quadro VI).
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Quadro VI- Resultados do seqiienciamento e gendtipos encontrados.

Identif. Exon Exon Exon Exon Exon Exon | Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1701/04 | N N N S N S N N A309V/- N N N N
2167/04 | Sl S N N N N S S N N S N N
2168/04 Sl N N Sl N N Sl Sl N Sl N IVS12/- N
2184/04 N N N N IVS4-5/ - N S N N N Sl N
2312/04 | N S N N N S S N S N N
2384/04 | Sl N 1651/ 165T N N N S N S ] N N N
680/05 N 165T/ - N N N Sl Sl L348V/ - N N
836/05 N Sl N Sl IVS4-5/ - Sl N N N Sl N N
897/05 N N N N N Sl Sl N A309V/ A309V N Sl N N
1223/05 | SI ] 1651/ 165T N S N S N N N N N N
1224/05 | N S N N S S S N N N N N
1355/05 N ] Sl Sl N ] N S N N
311/06 Sl N Sl N N N IVS12/- N
312/06 N N N IVS4-5/ - S N IVS12/- N
1250/06 | SI | L48S/- N N N S S S S N N N
1251/06 | SI S N N N S S S A309V/- N N N
1252/06 N 165T/ 165T N N Sl Sl N N Sl N N
1770/06 Sl N N N Sl N Sl N Sl N N
1771/06 N N N ] N S S S N N N N
1774/06 | SI S S N VS45/- | N S N S N S S N
SI- Seqglienciamento indefinido / N- Sem alteracao / Em vermelho os gendtipos

Pela observagcdo da tabela pode-se constatar que foi identificada pelo

menos uma mutacao em 14 pacientes do total de amostras analisadas.

A caracterizacdo molecular com a presenca de duas mutacdes no gene
PAH na nossa amostra foi possivel em 6 pacientes (Tabela ). Destes, o Unico
gendtipo encontrado mais frequente foi 165T/I65T (50%).

Foram encontradas mutacbes em 20 dos 40 alelos analisados.
Em seis pacientes, as muta¢des foram indefinidas em ambos os alelos e em oito

pacientes um alelo ficou com mutacéo indefinida.
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Tabela I- Perfil genotipico da mutagcédo do gene PAH.

IDENTIFICACAO GENOTIPO
1701/04 A309V/ x
2167/04 x/x
2168/04 IVS12/x
2184/04 IVS4-5/ x
2312/04 x/x
2384/04 165T/ 165T

680/05 165T/ L348V
836/05 IVS4-5/ x
897/05 A309V/ A309V
1223/05 165T/ 165T
1224/05 x/x
1355/05 X/ X
311/06 IVS12/x
312/06 IVS12/IVS4-5/
1250/06 L48S/ x
1251/06 A309V/ x
1252/06 I65T/ 165T
1770/06 x/x
1771/06 x/x
1774/06 IVS4-5/ x

X- Mutagao indefinida

Em nossa amostra de pacientes fenilcetonuricos, foram observadas
6 diferentes mutacoes (165T, IVS12+1G—A, IVS4+5C—G, A309V, L48S e L438V)
distribuidas entre os 40 alelos analisados (Tabela IlI). A mais freqiente foi a
mutacdo 65T encontrada em 7 dos 20 alelos identificados (17,5%), também foi
encontrada propor¢cdo maior de duas mutagdes intrénicas, IVS12+1G—>A e
IVS4+5C—G, que juntas foram identificadas em 17,5% dos alelos. Todas as

muta¢des encontradas ja foram descritas previamente na literatura.
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Tabela II- Proporcéo alélica das mutagdes no gene PAH em nossa amostra.

MUTACAO NUMERO DE ALELOS FREQUENCIA
165T 07 17,5%
IVS12+1G—>A 03 7,5%
IVS4+45CHG 04 10%
A309V 04 10%
L48S 01 2,5%
L348V 01 2,5%

Nao identificada 20 50%
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DISCUSSAO
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Este estudo avaliou inicialmente a presenca das mutagbes R408W,
IVS10-11G—>A, IVS12+1G—A e V388M do gene da PAH em fenilcetonuricos
através de RFLP para verificar se estas mutagdes poderiam ser consideradas as
mais freqientes em pacientes da regidao de Campinas, ja que estudos anteriores
realizados no Brasil, excluindo a regido sul, relataram que as mutacées mais
freqientemente encontradas foram IVS10-11G—>A e V388M. No entanto,
utilizando essa metodologia, apenas 15% dos alelos mutados foram detectados,
discordando destes estudos.

Silva e colaboradores (2003) demonstraram em estudo realizado no sul
do Brasil, que no exon 7, encontram-se o maior numero de alteragbes (28,5%).
As mutacbes mais frequentes representam 68,5% dos alelos mutantes, sendo
estas: 165T (19,5%), R261X (9,8%), R408W (9,8%), IVS2nt5G—C (9,8%),
R261Q (9,8%), V388M (9,8%) e IVS12nt1 (4,9%). Eles avaliaram 23 pacientes
com PKU nascidos no sul do Brasil, sendo a maioria caucasiana (94,5%),
descendente de portugueses (25,5%), alemaes (25,5%, italianos (18,4%) e outros
(9,9%). Também relataram que o perfil mutacional encontrado nesses pacientes
foi diferente do encontrado em outros paises da América Latina, o que reflete a
miscigenacao unica da populacdo do sul do Brasil e que com esses resultados
puderam realizar a deteccdo precisa de heterozigotos dessas familias,
contribuindo para correlagao futura genétipo fenétipo. Nossos resultados também
indicaram um discreto aumento na proporcdo da mutacéo 165T (17,5%), nos alelos
que puderam ser analisados.

Um estudo de mutagcdes na populacdo brasileira do sudeste de
Sdo Paulo analisou um total de 115 familias com PKU (292 individuos,
126 pacientes com PKU e 166 parentes) e detectaram 50 mutacoes,
sendo 38 causadoras da doencga. As mutacbes mais frequentes observadas foram:
IVS10nt11G—A (17,4%), R261X (12,2%), V388M (9,1%), R252W (6,5%) e R270K
(4,8%). Ainda identificaram 10 novas mutagdes, cinco delas provavelmente ndo
causam a doenca (IVS5nt-54A>G, IVS6nt17G>T, K274E, L321L,
e IVS11nt17G>A), as outras que poderiam ser causadoras da doenca foram
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investigadas numa populagéo controle sem PKU e os mesmos ndo apresentaram
nenhuma dessas alteracées. Muitos dos gendtipos apresentaram-se em carater
heterozigoto, 62,6% resultando de duas mutagcdes distintas (heterozigoto
composto), 22,6% eram homozigotos, sendo que estes pertenciam a familias com
consanguinidade e 9,6% eram heterozigotos com o outro alelo indefinido
(ACOSTA et al., 2001).

Com relacao a heterogeneidade molecular, nosso estudo parece ser
semelhante ao encontrado no estudo de ACOSTA, mas com alguns diferenciais.
A taxa de heterozigosidade encontrada em nosso estudo foi de 50%, sendo que

20% apresentaram-se em heterozigose composta.

O estudo mais recente publicado sobre analise de muta¢des no gene
PAH em populagdo brasileira foi em 2006, realizado em Minas Gerais,
o qual analisou 78 pacientes fenilcetonuricos para as mutacbes 165T, R252W,
R261Q, R261X, IVS10nt11, V388M, R408W, Y414C, e IVS12nt1. Este estudo
relatou que a frequéncia das mutagdes foram V388M (21%), R261Q (16%),
IVS10nt11 (13.4%), I65T (5.7%), e R252W (5%). As outras 4 mutacdes (R261X,
R408W, Y414C, e IVS12nt1) tiveram freqliéncia menor que 2%. A maioria das

mutacgdes foi encontrada em heterozigose (SANTOS et al., 2006).

Com relacao as mutacbes consideradas mais frequientes pela literatura
e que foram selecionadas para andlise inicial em nossa amostra por PCR e
digestdo enzimatica, nossos resultados foram diferentes dos descritos como
frequentes na populagéo Brasileira da regido de MG e SP. Das quatro mutac¢oes
avaliadas inicialmente, apenas a mutacdo IVS12+1G—A, foi encontrada.
Esta foi identificada em 15% dos pacientes analisados com frequéncia alélica de
7,5%, nos demais estudos brasileiros essa mutacdo foi encontrada em menor
frequéncia. Outras duas mutagdes encontradas em nossa amostra com 10% de
freqiéncia foram A309V e IVS4+5C—A, estas ndo sao citadas nos demais
estudos no Brasil. A mutacdo mais freqlente em nossa amostra foi a
65T (17,5%), resultado semelhante ao estudo realizado no sul por Silva e
colaboradores que relataram a freqtiéncia de 19,5% desta mutagao.
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No Brasil existe grande miscigenacao o que pode gerar um perfil génico
muito heterogéneo. Além dos Portugueses, o Brasil recebeu imigrantes de varias
partes do mundo principalmente da Europa. Publicacdes anteriores relatam em um
parametro geral, como freqlentes, as mutacdes 165T, R252W, R261X, R261Q,
IVS10t-11G, V388M, R408W e IVS12-1G. Na Alemanha, por exemplo,
as mutacdes frequientes sdo R408W e IVS12-1G, enquanto que na ltalia sao 165T,
R252W, R261X, R261Q, IVS10-11G e V388M e em Portugal sdo V388M, R261Q,
IVS10-11G e 165T (HORST et al., 1993; DIANZANI et al., 1995; RIVERA et al.,
1998).

O estudo multicéntrico europeu que abrangia pacientes fenilcetonuricos
da Franca, ltdlia, Alemanha, Bélgica e Dinamarca avaliou a distribuicao
mutagénica em 686 pacientes e encontraram 133 mutacdes diferentes,
sendo 87 de sentido trocado, 16 de splicing, 13 sem sentido, 10 delecbes levando
a mudanca na matriz de leitura, 3 insercdes levando a mudangas na matriz de
leitura, 2 delecdes e 2 mutacdes que afetam o RNA. As mutacbes mais freqlentes
associadas a PKU classica foram [VS10nt-11G>A, R158Q, R261Q, E280K,
65T e R243Q (GULDBERG et al., 1998). Uma publicacdo também européia
realizou revisdo da literatura em 2003, visando avaliar o perfil genético da
fenilcetonuria na Europa e identificaram 29 mutacbes que séo prevalentes na
populacdo européia, dessas as mais freqlentes foram: R408W, IVS10-11G,
IVS12+1G, Y414 e I65T (ZSCHOCKE, 2003).

Devido a grande variedade de mutacdes relatadas na literatura e a
evidente heterogeneidade da doenca, aparentemente devido a miscigenacgéao,
€ esperado encontrar em nossa populacdo uma grande variedade de mutacoes.
A maior parte da descendéncia da populacao brasileira é européia, em geral
italiana, espanhola e portuguesa. Com isso, é esperado que em nossa populacédo
o perfil génico seja semelhante ao dessas populacoes.

Para elucidar o perfil molecular da fenilcetontria em Portugal,
um estudo foi realizado em 111 criancas fenilcetonlricas portuguesas,
sendo identificadas 26 mutagdes. Este estudo acabou relatando que as mutagdes
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mais freqlentes em Portugal sdo: IVS10nt11 (10,8%, a mais freqlente), R261Q,
V388M e 165T. Os autores também concluem que o perfil mutacional da populacao
portuguesa encontrado € bem semelhante ao da populacao espanhola, apesar de
encontrarem algumas mutacdes freqlientes em Portugal e ndo na Espanha,
concluem que existe uma consideravel heterogeneidade genética na populagao de
Portugal (RIVIERA et al., 1998).

Dianzani e colaboradores (1995) realizaram estudo de caracterizacao
molecular da fenilcetonuria em 20 pacientes na populacao italiana e observaram
20 diferentes mutacdes. Destas, 11 mutacdes (IVS10nt5, L48S, R158Q, R261Q,
P281L, R261X, R252W, delta T55, IVS7nt1, IVS12nt1, Y414C), representavam
55,4% dos alelos mutantes, sendo a mutacao mais frequente a IVS10nt5 (12.4%)
e L48S (9%). As outras mutacoes foram encontradas em baixa freqiéncia,
consideradas raras. Um estudo recente de 2007 que analisou mutagdes no gene
PAH em italianos avaliou 126 pacientes e encontrou 60 mutagcdes, sendo as
mais freqlentes: R261Q (15.7%), A403V (11.6%) e 1066-11G > A (8.8%),
também detectaram 10 novas mutacdes (DANIELE et al., 2007).

A analise do perfil mutagénico do gene PAH realizada na populacao
espanhola avaliou 63 pacientes fenilcetonuricos e foi detectado um total de
40 diferentes mutacdes, aproximadamente 62% dessas mutacdes estao
localizadas nos exons 7-12 e destas 44% no exon 7. O perfil génico encontrado
inclui 30 mutacbes missense, de sentido trocado, duas sem sentido,
duas delec¢des, cinco de splicing, uma mutacao intronica (IVS10nt11G), sete novas
mutag¢des ainda nao relatadas P122Q, D129G, P147S, D151G, A165T, S196fs e
P407S. O perfil mutagénico encontrado foi semelhante a de outras localizagdes do
mundo. As mutagdes mais freqlentes encontradas foram IVS10nt11G (14,7%),
65T (8,5%) e V388M (6,2%), 30 mutagdes aparecem com uma frequéncia de
2 a 3% e as demais mutacdes foram raras (PEREZ et al. 1997).

Nossos resultados fortalecem e estdo de acordo com os resultados
encontrados nas diversas literaturas mundiais que indicam através dos diversos

perfis génicos encontrados que a fenilcetonuria € uma doenga muito heterogénea
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a nivel molecular. Na Europa a mutagdo mais freqientemente encontrada é a
IVS10nt11G, acometendo em média 14% dos pacientes. Essa mutacado nao foi
identificada em nossos pacientes. J& a mutacao 165T, mais freqliente em nossa

amostra (17,5%), também é freqliente em Portugal (5,4%) e Espanha (8,5%).

Neste estudo que analisa individuos da regido de Campinas,
os resultados sugerem que estipular um perfil génico com poucas mutacdes é
inviavel. Nossos resultados geraram um perfil génico muito variado, o que talvez

possa ser melhorado aumentando o numero de individuos analisados.

Discusséao
64



CONCLUSOES
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- As mutagdes R408W, IVS10-11G—A, IVS12+1G—A e V388M, ndo sado as mais
freqlentes encontradas em nossa amostra de fenilcetondricos da regidao de
Campinas.

- Estipular um perfil génico com poucas mutagdes parece ser inviavel.

- Parece haver uma tendéncia maior da frequéncia da mutacdo 65T e de
duas outras mutagdes (IVS4+5C—G e A309V), o que poderia ser evidenciado

com um aumento no nimero de pacientes analisados.

- A caracterizagcao molecular de pacientes fenilcetonuricos da regido de Campinas
confirma relatos anteriores de que a fenilcetonuria € uma doenca heterogénea a

nivel molecular.
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I- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

AW UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
a? FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
UNICAMP

Titulo do projeto: Caracterizagdo molecular da fenilcetoniria em pacientes da
regido de Campinas.

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidada a participar em um projeto de pesquisa
envolvendo pacientes com Fenilcetondria. O objetivo geral do estudo é o de
procurar alteracdes no gene responsavel pela fenilcetonuria.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, o0s
pesquisadores participantes fardao perguntas a respeito dos meus antecedentes
médicos e familiares. Sera coletada uma amostra de sangue venoso (7 ml,

0 equivalente a 3 colheres de sopa).

RISCO E DESCONFORTO:

Os riscos associados a coleta de sangue sao minimos, podendo ocorrer
dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto
sera minimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do braco
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que sera realizado por profissional treinado e devidamente habilitado para realizar
esse procedimento.

VANTAGENS:

Eu entendo que nao obterei nenhuma vantagem direta com a minha
participagdo nesse estudo, a ndo ser o conhecimento do erro que ocorreu no meu
gene responsavel pela fenilcetondria. Caso meus parentes préoximos, desejarem,

poderdo realizar o exame.

SIGILO:

O sigilo serda mantido em todo o estudo através da utilizacdo de um
numero de coédigo para a identificagcdo dos individuos participantes. Toda
informacao meédica, assim como os resultados dos testes genéticos decorrentes
desse projeto de pesquisa, serao submetidos aos regulamentos do HC-UNICAMP
referentes ao sigilo da informacédo médica. Quando os resultados ou informacdes
fornecidas forem utilizados para fins de publicacéo cientifica, nenhum nome sera
utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMAGAO ADICIONAL:

Qualquer duvida ou informacdo poderei contatar a UNICAMP no tel.
(019) 3788-8907 (Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo).

Em caso de duvidas ou reclamacdes contatar a secretaria do Comité de
Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (019) 3788-8936.
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RECUSA OU DESCONTINUAGCAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participacdo € voluntaria e que eu posso me
recusar a participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha
participagdo no estudo a qualguer momento (incluindo a retirada da amostra de
sangue) sem comprometer os cuidados meédicos que recebo atualmente ou
receberei no futuro no HC-UNICAMP.

Eu confirmo que o (a) Dr. (a)

explicou-me o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e
os riscos ou desconforto advindos desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi
explicado, assim como compreendi esse formulario de consentimento e estou de

pleno acordo em patrticipar desse estudo.

Nome e RG do sujeito da pesquisa

Nome e RG do responsavel legal

Assinatura do sujeito da pesquisa Data

Assinatura do responsavel legal Data
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RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos que
poderdo advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me
comprometo a fornecer uma coépia desse formulario de consentimento ao

participante ou responsavel.

Nome e RG do pesquisador

Assinatura do pesquisador Data
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ll- Parecer do comité de ética em pesquisas em seres humanos

2*VIA
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
< Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
& (0_19) 3788-8936
FAX (0_19) 3788-8925
% www.lcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html
= cep@fcm.unicamp.br

CEP, 08/07/08.
(Grupo I)

PARECER PROJETO: N° 573/2003

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “CARACTERIZACAO MOLECULAR DA FENILCETONURIA EM
INDIVIDUOS DA REGIAO DE CAMPINAS”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Erika Lourenco Pollice

INSTITUICAO: HC/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 25/11/2003

APRESENTAR RELATORIO EM: 16/06/04 e 16/12/04

I - OBJETIVOS

Investigar as mutagdes freqlientes em pacientes com fenilcetonuria (PKU) triados em
servigos de triagem neonatal e que estejam em acompanhamento no ambulatorio de PKU do
Departamento de Genética Médica/FCM/UNICAMP.

11 - SUMARIO

Serdo analisados 20 individuos portadores de PKU para extracdo de DNA, realizagdo de
PCR ¢ digestdo enzimatica para diagnostico das mutacdes genéticas mais freqiientes encontradas
em pacientes da regido de Campinas.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto ¢ bem justificado. O estudo apresenta riscos minimos para os pacientes, uma
vez que serd realizada em amostras de sangue (7 mL, uma s6 vez) ¢ que o procedimento sera
realizado por profissional treinado ¢ devidamente habilitado para esse procedimento. Conforme
o autor do projeto, a informacdo das mutacoes trara beneficios para a comunidade uma vez que
trara subsidios importantes para o conhecimento da doenca e terapéuticas futuras. O termo de
consentimento livre e esclarecido ¢ claro ¢ especifica que caso seja detectada alguma alteracao
génica, o paciente (ou seu responsavel) sera imediatamente comunicado, sendo que todas as
conseqliéncias serdo devidamente explicadas e que os parentes proximos poderdo realizar do
exame. O material bioldgico coletado durante o projeto sera armazenado e qualquer outro estudo
que venha a utiliza-lo devera primeiramente ser aprovado.
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V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso ¢
atendendo todos os dispositivos das Resolugoes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restricdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteado ¢ as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP ¢ ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fasc da pesquisa, sem penalizacdo alguma ¢ sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.1) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre ¢ Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado ¢
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item I11.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador asscgurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notifica¢do ao CEP ¢ a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolucdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na X1I Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 16 de dezembro de 2003.

/T Ve ) !
/ ’;affbb}iﬂv\ ,‘!\wa

Prof. Dr. Sebastido Araiijo }
VICE—PRESID;WTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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