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SILVA, Caique Antunis Novaes. Caracterizacdo clinica e molecular de pacientes com
fenilcetonuria no Estado da Bahia. 80 f. il. Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia em Satude
e Medicina Investigativa) — Fundagao Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador,
2018.

RESUMO

INTRODUCAO: A fenilalanina (Phe) ¢ um aminoécido essencial, sendo adquirido através da
alimentac¢do, e ¢ hidroxilado em tirosina por acdo da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH).
Quando ha uma deficiéncia na atividade desta enzima, ocorre um actmulo de Phe
(hiperfenilalaninemia — HPA) nos fluidos corporais, sendo toxica especialmente no sistema
nervoso central, ocasionando varios disturbios, como deficiéncia intelectual. A fenilcetonuria
(PKU) ¢ a forma mais frequente de HPA, sendo o erro inato do metabolismo dos aminoacidos
(EIM) mais bem estudado, por fazer parte de programas de triagem neonatal em todo o
mundo. O tratamento classico para essa doenca, cuja heranga genética ¢ autossOmica
recessiva, ¢ baseada na dietoterapia, que ¢ complexa e de longa duragdo, tornando a adesdo ao
tratamento mais dificil. Sendo assim, outras op¢des terapéuticas que também controlam os
niveis de Phe estdo sendo sugeridas como a administracdo oral de tetrahidrobiopterina (BH4),
que ¢ o cofator da enzima PAH, sendo o gendtipo um dos fatores determinantes para a
responsividade a este tipo de tratamento. OBJETIVO: Definir o genotipo de pacientes com
PKU no estado da Bahia e comparar com as caracteristicas clinicas, socio-demograficas, além
de avaliar resposta terapéutica ao BH4. MATERIAL E METODOS. Pacientes com
diagnodstico de PKU provenientes da APAE/Salvador foram selecionados para investigacao
molecular por PCR/RFLP e sequenciamento do gene PAH, em seguida comparados com 0s
dados clinicos e de responsividade ao BH4. RESULTADOS: Participaram do estudo 106
pacientes oriundos de 63 municipios baianos, sendo 73 pacientes com forma clinica de PKU
classica e 33 com PKU leve. A estratégia de investigacdo molecular permitiu genotipar toda a
amostra, sendo a mutagdo IVS10-11G>A mais frequente (25,6%), seguida da p.V388M
(23,2%) e p.R252W (17%), com diferente distribuicdo nos municipios estudados.
Observaram-se 25 gendtipos distintos, sendo a maioria (52,8%) como heterozigoto composto.
A correlagdo genotipo-fenotipo mostrou concordancia em 48,1% dos casos. O teste de
responsividade ao BH4 realizado em 64 pacientes revelou responsividade em 29,7%, havendo
concordancia de 64,7% com a previsdo fornecida pelo gendtipo nos pacientes
responsivos. CONCLUSAO: a populagdo da Bahia possui um perfil de mutagdes mais
homogéneo quando comparado ao perfil de outros estados. A maioria das mutagdes
encontradas ¢ de origem europeia, principalmente da Peninsula Ibérica.O genotipo se mostrou
um bom preditor do curso clinico da doenga nos casos em que o paciente apresentava
mutacoes associadas a forma grave da PKU.

Palavras-chave: Fenilcetontria, Genotipo, Fenotipo, BH4



SILVA, Caique Antunis Novaes. Clinical and Molecular Characterization of Patients with
Phenylketonuria in the State of Bahia. 80 f. il. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia em
Satide e medicina Investigativa) — Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz,
Salvador, 2018.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Phenylalanine (Phe) is an essential amino acid, being acquired through
feed, and is hydroxylated in tyrosine by the action of the enzyme phenylalanine hydroxylase
(PAH). When there is a deficiency in the activity of this enzyme, there is an accumulation of
Phe (hyperphenylalaninemia - HPA) in the body fluids, being toxic especially in the central
nervous system, causing several disorders, such as intellectual deficiency. Phenylketonuria
(PKU) is the most frequent form of HPA, being the most studied inborn error of amino acid
metabolism (EIM), since it is part of neonatal screening programs worldwide. The classic
treatment for this disease, whose genetic inheritance is autosomal recessive, is based on diet
therapy, which is complex and long-lasting, making adherence to treatment more difficult.
Therefore, other therapeutic options that also control Phe levels are being suggested as the
oral administration of tetrahydrobiopterin (BH4), which is the cofactor of the PAH enzyme,
being the genotype one of the determining factors for the responsiveness to this type of
treatment. GOAL. To define the genotype of patients with PKU in the state of Bahia and
compare it with clinical, socio-demographic characteristics, besides evaluating therapeutic
response to BH4. MATERIAL AND METHODS. Patients diagnosed with PKU from the
APAE / Salvador were selected for molecular investigation by PCR / RFLP and sequencing of
the PAH gene, then compared with the clinical and BH4 responsiveness data. RESULTS: A
total of 106 patients from 63 Bahia municipalities participated in the study, of which 73 were
patients with classic PKU and 33 with mild PKU. The molecular research strategy allowed to
genotype the whole sample, with the most frequent IVS10-11GG A mutation, followed by
p.-V388M (23.2%) and p.R252W (17%), with different distribution in the studied
municipalities. Twenty-five distinct genotypes were observed, the majority (52.8%) being a
composite heterozygote. The genotype-phenotype correlation showed agreement in 48.1% of
the cases. The BH4 responsiveness test performed in 64 patients revealed responsiveness in
29.7%, with a concordance of 64.7% with the prediction provided by the genotype in
responsive patients. CONCLUSION: the population of Bahia has a more homogeneous
mutation profile when compared to the profile of other states. The majority of the mutations
found are of European origin, mainly from the Iberian Peninsula. The genotype proved to be a
good predictor of the clinical course of the disease in cases in which the patient presented
mutations associated with the severe form of PKU.

Keywords: Phenylketonuria, Genotype, Phenotype,BH4
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1. INTRODUCAO

1.1 HISTORICO: A DESCOBERTA DA PKU

A historia da Fenilcetonuria (PKU) comegou em 1934, quando o quimico noruegués
Asbjorn Folling foi contatado por um casal, Harry e Borgny Egeland, para estudar seus filhos,
criangas aparentemente normais ao nascimento, mas que evoluiam com quadro de deficiéncia
mental (DM) progressiva e, associado a isto, apresentavam um odor na urina. Foélling, apos
ser contatado pela familia Egeland, adicionou cloreto férrico, um sal de ferro que leva a
coloracdo marrom-avermelhada na presenca de cetonas e observou o aparecimento de uma
cor verde escura, uma reacao ainda nao descrita na época. Ensaios subsequentes culminaram
com a detec¢ao da excre¢ao de acido fenilpirtivico e fenilacetato, metabodlitos da fenilalanina
(Phe), como causa do odor presente na urina das duas criangas, sendo essa a primeira
demonstragdo de uma anormalidade metabolica até entdo desconhecida. Asbjorn Folling
contatou instituigdes proximas a Oslo que atendiam criangas com deficiéncia intelectual (DI)
e investigou o disturbio metabolico em 430 individuos, tendo encontrado oito casos positivos.
Tempos depois de ter conhecido a familia Egeland, Folling publicou seus achados,
denominando a doenga recém descoberta como *‘Imbecillitas Phenylpyruvica” (FOLLING,
1934).

Em 1935, Lionel Penrose estudou a genealogia de algumas familias afetadas
anteriormente estudadas por Folling e confirmou que tal doenca metabdlica era herdada como
uma caracteristica autossémica recessiva. Mais tarde, o nome fenilcetonuria (PKU) foi
utilizado para descrever essa anormalidade (PENROSE e QUASTEL,1937). A deficiéncia
bioquimica responsavel pela PKU foi identificada em 1947 por George Jervis, que mostrou
que a administracdo de Phe causava rapida elevagdo nos niveis séricos de tirosina (Tyr) em
individuos normais, mas em individuos com PKU isso ndo era observado. Estudos posteriores
evidenciaram que a PKU era causada por uma deficiéncia no sistema enzimatico hepatico que
converte Phe em Tyr, através de um processo de hidroxilacdo realizado pela enzima
fenilalanina hidroxilase (PAH) (COOPER, 1952; JERVIS, 1953). Em 1953, Bickel e
colaboradores estudaram os efeitos de uma dieta pobre em Phe em uma crianga com a
patologia e, tempos depois, pode-se verificar que a restricdo alimentar precoce da Phe evitava
a DI (BICKEL et al., 1953). A PKU tornava-se, entdo, a primeira doenga hereditaria a ser
tratada (SCRIVER e KAUFMAN, 2001).
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Os primeiros testes de triagem de bebés comecaram a ocorrer no final da década de
1950, consistindo em adicionar cloreto férrico em fraldas recentemente molhadas com a urina,
porém, como a excrecao do acido fenilpiruvico demora a ocorrer, um resultado confiavel
deste teste da urina s6 poderia acontecer apos algumas semanas de vida, consequentemente,
este atraso reduzia a cobertura do teste e retardava o inicio do tratamento (CENTERWALL,
1957). O diagndstico precoce da PKU s6 se tornou possivel a partir dos estudos de Robert
Guthrie, um médico que desenvolveu, na década de 1960, um método capaz de dosar
fenilalanina em gotas de sangue coletadas em papel filtro. O teste de inibigdo bacteriana de
Guthrie (GUTHRIE e SUSI, 1963) aumentou a sensibilidade nos primeiros dias de vida e
proporcionou a triagem da PKU em larga escala.

Atualmente, a PKU ¢ detectada pelo “teste do pezinho”, cuja obrigatoriedade consta
no Estatuto da Crianca ¢ do Adolescente, inciso III do Artigo 10 da Lei n® 8069, de
13/07/1992.

1.2 FENILCETONURIA

A PKU (OMIM 261600) ¢ uma doenga genética, sendo a forma mais comum da
hiperfenilalaninemia (HPA), cujo mecanismo de heranga ¢ autossOmico recessivo e se
caracteriza pela deficiéncia total ou parcial da atividade da enzima fenilalanina hidroxilase
(PAH), a qual ¢ codificada pelo gene PAH (localizado no cromossomo 12, regido 12q22-
q24.1). A grande maioria dos casos de HPA, em torno de 98%, esta associada a mutacdes no
gene PAH, porém, em 2% dos casos, mutacdes em enzimas envolvidas na sintese e/ou
regeneragao do cofator BH4 ja foram descritas e associadas a HPA (SCRIVER E
KAUFMAN, 2001).

As doengas genéticas de heranga autossdmica recessiva, como a PKU, em sua maioria,
apresentam incidéncia populacional baixa. O aumento do numero de afetados por este tipo de
enfermidade depende da frequéncia alélica e da ocorréncia de casamentos endogamicos e,
consequentemente, das taxas de consanguinidade, que aumentam a frequéncia de
homozigotos em detrimento a de heterozigotos (BEIGUELMAN, 1996; BORGES-OSORIO
& ROBINSON, 2001). Nao s6 casamentos endogdmicos podem alterar a incidéncia dessas
doencas, mas também fatores evolutivos, como a deriva genética e efeito fundador

(BEIGUELMAN, 1996).
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A PKU ¢ a desordem mais comum no metabolismo dos aminoécidos, cuja incidéncia
mundial ¢ variavel, sendo bastante frequente na Turquia (1:2.600 nascidos vivos) e pouco
frequente no Japao (1:120.000 nascidos vivos) (SCRIVER e KAUFMAN, 2001). A
frequéncia média de PKU na populacao europeia ¢ de 1:10.000 nascidos vivos (SCRIVER &
KAUFMAN, 2001). No Brasil, sua frequéncia varia entre 1:15.000 e 25.000 nascidos vivos
(CARVALHO, 2003; VILARINHO et al., 2006). Dados do Servico de Referéncia em
Triagem Neonatal (SRTN) da Bahia (APAE-Salvador) mostram incidéncia de 1:16.334 no
Estado (AMORIM et al., 2011).

1.3 ASPECTOS BIOQUIMICOS

A Phe ¢ um aminodacido essencial e sua ingestdo se faz necessaria tanto para manter os
niveis homeostaticos da mesma como para a sintese protéica. A maior parte da concentragdo
de Phe ingerida ¢ hidroxilada a Tyr e o restante ¢ convertida, somente se a Phe estiver em
excesso, a outros metabolitos (primeiramente a fenilpiruvato que € posteriormente convertido
a fenilactato e fenilacetato) (KAUFMAN, 1976). O processo de hidroxilagdo da L-Phe, em L-
Tyr ocorre principalmente no figado, visto que a enzima responsavel pela reagdo estd ativa
nos hepatocitos. A hidroxilagdo ¢ catalisada pela enzima PAH. A conversdo da Phe a Tyr
requer oxigénio molecular e tetraidrobiopterina (BH4).

O cofator BH4 ¢ oxidado a diidrobiopterina nesta reacao e, em seguida, ¢ regenerado
pela diidrobiopterina redutase (DHPR), que utiliza NADH para realizar a redugdo. A
regeneracdo do BH4 ¢ de fundamental importancia, ja que ele ¢ sintetizado no organismo a
partir da guanosina trifosfato (GTP), que existe em quantidades limitadas, assim o ciclo de
redugdo e oxidagdo do BH4 permite a continua producao de Tyr a partir de Phe, dependendo
somente da disponibilidade da mesma (GUTTLER, 1980; SCRIVER e KAUFMAN, 2001). O
BH4 também ¢ cofator da tirosina hidroxilase e da triptofano hidroxilase, que sdo importantes
na produgao de dopamina, catecolaminas, melanina, seratonina e na sintese do 6xido nitrico a
partir da tirosina (BLAU et al., 2001). A reagdo de hidroxilagdo da fenilalanina em tirosina e
regeneragdo do cofator tetraidrobiopterina (BH4) pode ser observada esquematicamente na

Figura 1.
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Figura 1. Reacdo de hidroxilagao da fenilalanina e regeneracdo do cofator BH4.

Quando a enzima PAH esta defeituosa, a via metabodlica secundaria de conversao da
Phe sera ativada devido ao excesso da mesma. A via catabodlica alternativa do excesso de Phe
¢ a da transaminacao a fenilpiruvato, seguida da descarboxilacdo deste metabdlito, que origina
fenilacetato, ou da reducdo, que leva a producdo do fenilactato. O fenilacetato poderd,
posteriormente, ser conjugado com a glutamina e produzir fenilacetilglutamina (NELSON e

COX, 2002; SMITH et al., 2007). A figura 2 evidencia a via metabolica secundaria da Phe.
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Figura 2. Via alternativa de metabolizacdo da Phe.

As HPA podem ser classificadas bioquimicamente em PKU cléssica, PKU leve e HPA
nao-PKU (Tabela 1). APKU classica ¢ definida quando a concentracdo de Phe sérica ao
diagnostico ¢ acima de 20mg/dL (1.200umol/L) e a atividade estimada da PAH menor que
1%, sendo necessario tratamento dietético imediato. A PKU leve apresenta niveis séricos de
Phe ao diagnostico de 10 a20mg/dL (600 a 1.200umol/L) com atividade enzimatica residual
estimada de 1 a 3%, também necessitando de tratamento precoce. Na HPA nao-PKU,
encontra-se atividade enzimadtica residual maior que 3%, o que leva a niveis séricos de Phe ao
diagnostico entre 4 e 10mg/dL (240 e 600umol/L), insuficientes para levar a dano

neuroldgico, ndo sendo necessario tratamento (KOCH e WENZ, 1987).

Tabela 1. — Classificacdao bioquimica das hiperfenilalaninemias.

FENOTIPO ATIVIDADE ENZIMATICA NIVEL DE Phe NO PLASMA

PKU CLASSICA <% > 20mg/100mL
PKU LEVE 1a3% 102 20 mg/100mL
HPANAQ PKU >3% 410 mg/100mL
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1.4 ASPECTOS CLINICOS E TRATAMENTO DA PKU

O recém-nascido com PKU geralmente apresenta-se normal durante os primeiros
meses de vida, porém, por volta dos seis meses de idade, o retardo do desenvolvimento
neuropsicomotor ¢ frequentemente observado. O aumento dos niveis séricos de Phe e seus
metabolitos levam aos principais sinais e sintomas da doenga, que se manifestam em
diferentes intensidades; atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, alteracdes cutaneas,
hiperatividade, comportamento agressivo, tremores, microcefalia, odor caracteristico na urina,
convulsoes, entre outros sinais e sintomas (FOIS et al, 1955; PAINE, 1957; NYHAN, 1979;
SCRIVER, 1995).

A etiopatogenia dos problemas cognitivos que afetam os pacientes ndo esta totalmente
clara, havendo varios mecanismos envolvidos em diferentes niveis. Uma das explicagdes para
os danos cerebrais causados pelo excesso de Phe ¢ que esse aminoacido essencial compete
com outros grandes aminoécidos por proteinas carreadoras responsaveis pela absorcdo de
aminoacidos pelo sistema nervoso central (SNC): a Phe usa, para atravessar a barreira
hematoencefalica, 0 mesmo receptor de membrana que os demais aminoacidos grandes e
neutros (LNAA). Assim, a HPA, concomitantemente aumenta os niveis cerebrais de Phe e
reduz o nivel de outros aminoécidos essenciais para sintese de proteinas e neurotransmissores
(Figura 3) (BLAU, 2014). A producdo da mielina também ¢ prejudicada pelo excesso de Phe
no SNC, tanto por conta da competicdo desse para com os outros, como por falta de

aminoacidos precursores.

Barreira Hematoencefalica

— L-typo aminoacid carrier— Phe,
Tirosina, Triptofano, Isoleucina,
Leucina e Valina

Figura 3. Representacdo esquematica da entrada de Phe no SNC.
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O tratamento da PKU consiste em uma dieta restrita em Phe, mas apresenta alguns
inconvenientes, tais como a adesdo do paciente a uma dieta restritiva e as implicagdes socio
afetivas que podem advir desta realidade. Os alimentos permitidos na alimentagdo de pessoas
com PKU sdo os que contém baixos teores de Phe (zero a 20mg Phe/100g de alimento). Estao
incluidos: mel, balas de frutas e de gomas, pirulitos de frutas, picolés de frutas, algodao-doce,
geléias de frutas, goiabada, farinha de tapioca, polvilho de mandioca, sagu. Entre as bebidas
estdo os sucos de frutas artificiais, refrigerantes isentos de aspartame, groselha, café, cha e
alguns cremes e pudins nos sabores baunilha, morango e caramelo e pds para milk-shake
isentos de Phe. Os alimentos proibidos na PKU sdo os que tém alto teor de Phe. Entre eles
estdo as carnes e derivados, o feijdo, ervilha, soja, grao-de-bico, lentilha, amendoim, leite e
derivados, achocolatado, ovos, nozes, gelatinas, bolos, farinha de trigo, alimentos
industrializados com altos teores de fenilalanina, paes em geral, biscoitos, e alimentos para
fins especiais contendo aspartame (MONTEIRO e CANDIDO, 2006).

Como consequéncia da dieta, os pacientes com PKU ingerem poucas proteinas de alto
valor bioldgico. Assim, essa falta ¢ suprida por um alimento medicinal, denominado forma
metabolica. Essa formula ¢ isenta de Phe e fornecem os nutrientes necessarios para a
suplementag¢do da dieta.

A dieta restrita em Phe deve ser iniciada precocemente, assim, as manifestacdes
clinicas indesejaveis da PKU serdo evitadas. Os resultados sdo menos favoraveis quando o
tratamento se inicia de forma tardia, mas mesmo assim, deve ser realizado (LYON et al.,
2006).

Apesar de a dieta restrita em Phe ser o padrdo-ouro do tratamento da PKU, a
dificuldade de adesdo a mesma, principalmente na idade escolar e adolescéncia faz com que
outras formas de tratamento sejam propostas ¢ estudadas para melhor atender as necessidades

dos pacientes (MITCHELL; SCRIVER, 2010). Tais vias alternativas de tratamento incluem:

L. Suplementacdo de Large Neutral Amino Acids (LNAA): A suplementagdo de
LNAA reduz os niveis de Phe no cérebro, visto que Phe, Tyr, triptofano,
isoleucina, leucina e valina competem pelo mesmo transportador (L-typo
aminoacid carrier) para ultrapassar a barreira hematoencefalica (WATER et al.,

2006; MITCHELL; SCRIVER, 2010).
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Suplementa¢do com administragio de BH4: Segundo Burnett e colaboradores, a
forma sintética oral do BH4, Sapropterin dihidrocloreto (Kuvan®) ¢ uma terapia
segura ¢ eficaz em pacientes com PKU leve e moderada e também para alguns
pacientes com a forma mais grave da doenca, desde que os mesmos respondam
positivamente aos testes de sobrecargas de Phe com Kuvan® (MITCHEL;
SCRIVER, 2010; BLAU, 2014). A genotipagem de pacientes com PKU pode
auxiliar na identificacdo de potenciais respondedores ao tratamento com BH4.
Estudos dos genotipos de pacientes responsivos indicam que a combinagdo de
mutacdes do gene PAH ¢ o indicador mais importante na responsividade ao BH4.
Se duas mutagdes graves constituirem o gen6tipo do paciente, estando associadas
com PKU cléssica, muito possivelmente ndo havera nenhuma atividade enzimatica
residual da PAH, tornando o paciente um possivel ndo-respondedor ao BH4. Da
mesma forma, pacientes com duas mutagdes leves podem ter alguma atividade
residual e, possivelmente, podem responder ao tratamento com BH4 (BLAU E
ERLANDSEN, 2004). Alguns pacientes com PKU classica tém sido relatados
como respondedores, mas todos eles t€m pelo menos um alelo com uma mutagao

menos grave (MATALON et al., 2004).

Terapia enzimatica: a terapia com a enzima fenilalanina amoénia liase (PAL) pode
ser util para pacientes que possuem baixa ou nenhuma atividade enzimatica da
PAH. A PAL ¢ uma enzima que nao requer cofator e tem atividade sintética

semelhante a PAH (MACDONALD; D’CUNHA, 2007).

Terapia génica: essa abordagem terapéutica consiste em introduzir um gene
funcional recombinante no figado de um individuo afetado para suprir a funcao do
gene defeituoso. Tal abordagem necessita da clonagem da PAH que produza uma
proteina funcional e um vetor que possa transferir este clone aos hepatécitos. Os
testes em animais mostraram-se eficazes a curto prazo, mas os efeitos terapéuticos

nao duram por muito tempo (EISENSMITH E WOO, 1996; KARAM, 2004).
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1.5 GENE PAH E MUTACOES ASSOCIADAS A PKU

O produto normal do gene PAH ¢ a proteina fenilalanina-4-mono-oxigenase (PAH),
formada por 452 aminodcidos, apresentando-se na forma tetramérica quando ativa e dimérica
quando inativa. Os monomeros da PAH s3o compostos por trés dominios: regulatorio
(residuos 1 ao 142), catalitico (residuo 143 ao 410), onde se forma o sitio de ligagdo ao
cofator BH4 ¢ o dominio de tetramerizagao (residuo 411 ao 452). O gene PAH ¢ altamente
polimorfico, de copia unica, e localiza-se no cromossomo 12, regido 12q22-q24.1 e ¢
composto por 13 éxons.

Até o presente o momento, mais de 800 mutagdes j& foram descritas no gene PAH
(http://www.biopku.org/home/pah.asp - acesso em maio de 2018). Destas mutagdes, um
pequeno numero ¢ bastante prevalente, enquanto a grande maioria € rara. Assim, a maioria
dos pacientes com PKU em populagdes miscigenadas sdo heterozigotos compostos
(SCRIVER e KAUFMAN, 2001; SCRIVER, 2007). A maior parte das mutagdes no gene
PAH s3ao mutagdes do tipo missense (mutagdes de sentido trocado) (60%), seguido das
mutagdes do tipo delecdes (13,4%), splicing (10,93%), silenciosas (5,6%), nonsense (4,6%) e
inser¢cao (1,76%) (NOWACKI et al., 1998; SCRIVER et al., 2000; Phenylalanine
Hydroxylase Knowledgebase, 2018). O grande nimero de mutagdes em conjunto com o fato
de que, na maioria dos casos, os afetados sdo heterozigotos compostos, explica a grande
variabilidade clinica da doenca (SCRIVER, 2001).

A atividade cinética ou a estabilidade da enzima PAH pode elencar trés tipos de
mutagdes: I — mutacdes que afetam a estabilidade e a cinética da enzima. II — mutacdes que
afetam a cinética da enzima. III — mutacdes que alteram a estabilidade da PAH, sem alteracao
da cinética (VACCARO, 2008).

A maioria das mutagdes descritas esta localizada no éxon 7 do gene PAH, porém a
mutacao p.R408W, localizada no éxon 12, ¢ a mais frequentemente identificada das mutac¢des
em diversos estudos realizados em diferentes populagdes, seguida da IVS10-11G>A, p.165T e
p-R261Q, sendo as demais mutagdes menos frequentes (SCRIVER et al., 2001). Estudos
brasileiros anteriores mostram 7 mutagdes no gene PAH (IVS10-11G>A, p.V388M, p.R261Q),
p-R252W, p.R261X, p.I65T e p.R408W) entre as mais frequentes na populacdo (ACOSTA et
al., 2001; SANTANA-DA-SILVA et al.,2003; SANTOS, 2004; VACCARO, 2008,
AMORIM, 2010). Tais mutacdes foram as escolhidas no presente trabalho para a triagem

mutacional inicial nos pacientes com PKU da Bahia. Considerando a regido Nordeste do
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Brasil, as mutag¢des mais frequentemente encontradas sdo: IVS10-11G>A; p.V388M; p.I65T e
p-R252W (AMORIM, 2010).

A mutagdo p.I65T ocorre no éxon 3 do gene PAH, provocando a substitui¢ao do
aminoacido isoleucina por treonina na proteina PAH, causada pela transicdo de T para C na
posicdo 194 do cDNA (JOHN et al, 1992). A mutagdo, em gendtipo homozigoto ou
heterozigoto pode estar associada a PKU classica ou PKU leve (JOHN et al., 1992). Os
variados fenotipos gerados por essa mutagao podem ser explicados pela natureza da mutagao,
localizada na regido regulatoria da enzima (ERLANDSEN et al., 2003; BLAU, 2002). E uma
das mutagdes mais frequente na regido da Peninsula Ibérica e da Italia (RIVERA et al., 1998;
DIANZANI et al., 1995) e foi identificada como a mais frequente na populagao sul do Brasil
(SILVA et al., 2003).

A mutacdo p.R252W ocorre no éxon 7 do gene PAH e provoca a substituicdo do
aminodcido arginina por triptofano e alterando o dominio catalitico da enzima, estando
associada a PKU classica (GJETTING et al., 2001). Esta mutagdo tem sido descrita em
diversos estudos europeus, especialmente aqueles que avaliaram populagdes mediterraneas
(GULDBERG et al., 1998; RIVERA et al., 1998; DESVIAT et al., 1999; GIANATTASIO et
al., 2001; ZSCHOCKE et al., 2003), e também em estudos realizados com pacientes do sul e
sudeste do Brasil (ACOSTA et al., 2001; SANTANA-DA-SILVA et al., 2003; SANTOS et
al., 2006). A mutagao foi descrita em estudos anteriores (AMORIM, 2010; QUEIROZ, 2015)
como muito frequente no municipio de Monte Santo (BA).

A mutagao p.R261X ¢ caracterizada pela transicdo de C para T na posi¢ao 781 do
cDNA, no éxon 7 do gene PAH, gerando um stop codon (DWORNICZAK et al., 1991). Por
estar localizada no dominio catalitico da enzima, esta associada ao fendtipo de PKU cléssica
(JENNINGS et al., 2000). E frequente na regido da Peninsula Ibérica e da Italia (RIVERA et
al., 1998; DIANZANI et al., 1995) e teve frequéncia de 9,8% na populacdo com PKU do sul
Brasil (SILVA et al., 2003).

A mutacao R261Q ocorre no éxon 7 do PAH. Promove a substitui¢cao da arginina pela
glutamina no codon 261 e afeta o dominio catalitico da enzima (BLAU, 2002). O fendtipo
pode variar de PKU leve a classica. Essa mutacdo apresenta frequéncia elevada na Suica
(EISENSMITH et al., 1992) e também na Italia (DIANZI et al., 1995) e apareceu com certa
frequéncia no nordeste do Brasil (AMORIM, 2010).

A mutagdo p.R408W possui alta frequéncia em diferentes populacdes, pois esta
localizada em um dinucleotideo CpG, local recorrente de mutagdes no genoma humano

(MURPHY et al., 2006). E a mutagio mais frequentes em populagdes européias
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(ZSCHOCKE, 2003). Caracteriza-se por uma troca de C para T no nucleotideo 1222 do
cDNA, causando a substitui¢do de uma arginina por um triptofano no residuo 408 da enzima
PAH. Esté localizada no dominio de tetramerizacao e relaciona-se com o fenoétipo de PKU
classica.

A Mutagdo p.V388M ¢ uma das mutagdes mais citadas em diversos estudos brasileiros
(AMORIM, 2010; SILVA et al., 2003; POLLICE, 2008; NETO et al., 2018, ACOSTA et al.,
2012). Localizada no éxon 11 do PAH e no dominio catalitico da enzima, estando associada
ao fenotipo de PKU moderada/leve.

A mutagdo IVS10-11G>A foi a mutagdo mais frequente na populacdo nordeste do
Brasil (AMORIM, 2010). E a mutagio mais frequentemente encontrada em Portugal e em
toda a orla mediterranea (VILARINHO, 2006). Essa mutacdo afeta o sitio de splice entre o

intron 10 e o0 éxon 11 e esta associada ao fendtipo de PKU classica.

1.6  CORRELACAO GENOTIPO-FENOTIPO

A possibilidade de associagdao entre mutacdo e fenotipo faz com que o estudo das
mutagdes em individuos com PKU seja importante, pois, algumas mutacdes associam-se a
formas graves da doenca, enquanto outras estdo associadas a formas mais leves. Portanto,
segundo Martins e colaboradores (2006), ao conhecer o genotipo do paciente logo apds o
diagnostico, pode-se fazer algumas previsoes em relacdo ao seu prognostico e ajustar melhor
o tratamento.

O tipo de mutacdo ndo ¢ um forte preditor do desenvolvimento clinico do paciente,
contudo, estudos tém demonstrado uma correlagdo entre o gendtipo e a tolerancia a Phe
(GUTTLER et al., 2006). A genotipagem de pacientes com PKU ¢, também, um meio de
identificar possiveis respondedores ao BH4, visto que uma série de mutagdes foram
associadas com responsividade ao farmaco. A lista completa das mutagdes esta disponivel no

BIOPKU database (http://www.biopku.org/BH4 Start.asp).
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2. JUSTIFICATIVA

Os estudos dos genoétipos dos pacientes com PKU sdo importantes, dentre outros
motivos, pela possibilidade da associagdo entre a mutacdo presente € o fenotipo
observado. Algumas mutacdes associam-se a formas graves da doenga, enquanto outras se
associam as formas mais leves. Portanto, conhecendo o gendtipo do paciente logo apods o
diagnostico neonatal, pode-se fazer previsdes em relacdo ao seu progndstico e, assim,
planejar melhor o tratamento.

A PKU apresenta forte impacto sobre a qualidade de vida dos afetados e familiares,
assim, o diagnodstico constitui prioridade, pois existem tratamentos disponiveis. O
tratamento dietético ¢ o padrdo ouro para o tratamento dessa doenca, mas apresenta alguns
inconvenientes, tais como a adesdo do paciente a uma dieta restritiva e as implicagdes
socio-afetivas que podem advir desta realidade. Utilizando a abordagem molecular, esses
problemas podem ser minimizados, contribuindo para o diagnostico definitivo da PKU em
casos mais complexos, bem como o estabelecimento da correlagdo genotipo-fendtipo
(SANTOS et al, 2010; AMORIM, 2010).

Vias alternativas de tratamento devem ser propostas, por isso a identificacdo de
individuos responsivos ao BH4, juntamente com a investigagdo molecular ¢ de grande
relevancia (ZURFLUH et al., 2008). Além disso, a partir dessa investigagdo molecular ¢
possivel fazer um esclarecimento adicional a familia afetada. Vale salientar que o Brasil
nao possui distribui¢do homogénea dos servigos de genética médica bem estruturados, os
quais estdo centralizados basicamente nas regides Sul e Sudeste do pais (HOROVITZ,
LLERENA, DE MATTOS, 2005) havendo uma enorme caréncia nas demais regides, o
que leva a uma desigualdade no atendimento desses pacientes.

Diante do exposto, devido principalmente as altas taxas de endogamia e
consanguinidade no estado da Bahia (no Nordeste, a taxa chega a 15%) (SOARES, 2012),
estudos moleculares sdo necessarios para realizar um diagnodstico genotipico dos pacientes
com PKU do Estado. A partir da implantagdo de uma estratégia de investigacdo molecular
regionalizada, serd possivel fornecer um suporte de diagndstico/tratamento dos individuos,
fortalecendo, assim, as a¢des de genética do SUS como proposto pela Politica Nacional de
Atencdo as Pessoas com Doencas Raras, instituido recentemente pelo projeto de lei do
senado n°® 530 de 2013.

Com a realizacdo deste estudo, avaliando individuos da Bahia, a estratégia de

investigacdo das bases moleculares da PKU, bem como do tratamento dos pacientes,
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podera ser aperfeicoada, pois conheceremos o padrdo de distribuicdo das mutagdes
responsaveis por essa doenga em todo o Estado, proporcionando uma visdo ampla dos

pacientes com PKU.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL
3.1.1 Definir o gendtipo de pacientes com Fenilcetoniria no estado da Bahia e

correlaciona-lo com as caracteristicas clinicas, sociodemograficas, moleculares e de resposta

ao BH4.

3.2 ESPECIFICOS

3.2.1 Determinar o perfil clinico e sociodemografico dos pacientes com PKU;

3.2.2 Investigar mutagdes no gene da fenilalanina hidroxilase (PAH) nos pacientes
selecionados;

3.2.3 Descrever a distribuicao das mutacdes do gene PAH no estado da Bahia;

3.2.4 Realizar correlagdo gendtipo-fenotipo;

3.2.5 Realizar teste de responsividade ao BH4 e correlacionar com os genotipos e

formas clinicas de PKU.



A metodologia, os resultados e a discussdo desta dissertag@o estdo descritos nos

manuscritos 1 e 2 a seguir.
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4. MANUSCRITO 1- Caracterizacao Clinica e Molecular de Pacientes com

Fenilcetonuria da Bahia.

e [Este artigo corresponde ao proposto nos objetivos 3.1.1; 3.2.1; 3.2.2;
323e3.24

o Este artigo apresenta resultados compilados da atual dissertagao e
também da tese “Estudo das Bases Moleculares da Fenilcetontiria no
Nordeste do Brasil”.

e Situagdo do artigo: Em fase final de redagdo para posterior publicagao.
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Caracterizacao Clinica e Molecular de Pacientes com Fenilcetonuria da Bahia
Silva CAN!, Amorim T?3,Leite MEQZ’4 , Philadelpho VO?, Acosta AXH,

'Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM)/FIOCRUZ-BA; ?Associacdo de Pais e Amigos
dos Excepcionais de Salvador; *Universidade do Estado da Bahia; *Universidade Federal da
Bahia

Resumo

A deficiéncia da atividade da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH), codificada pelo gene
PAH, determina a Fenilcetonuria (PKU), erro inato do metabolismo dos aminoacidos mais
comum, cujo diagnostico ¢ amplamente realizado através da triagem neonatal. O gene PAH ¢
altamente heterogéneo, havendo mais de 800 mutagdes diferentes, cuja frequéncia de cada
uma varia entre as populacdes. Neste estudo caracterizamos clinica e molecularmente
pacientes com PKU do estado da Bahia. A maioria dos pacientes (68,9%) apresentou fendtipo
bioquimico de PKU cléssica. A mesorregiao metropolitana de Salvador e a nordeste foram as
mesorregides responsaveis pelo maior nimero de pacientes. Através da pesquisa de sete
mutacdes mais comuns, citadas em estudos anteriores, a triagem mutacional por PCR/RFLP
identificou 95,2% dos alelos da amostra. As muta¢des mais frequentes foram IVS10-11G>A
(25,6%), seguida pela p.V388M (23,2%) e p.R252W (17%). A muta¢ao p.R252W foi
especialmente frequente no nordeste da Bahia, principalmente por conta do municipio de
Monte Santo.A correlacdo genotipo-fendtipo mostrou concordancia em 48,1% dos pacientes,
sendo mais frequente entre os casos de PKU classica.

Palavras-chave: Fenilcetonuria, genotipo, Bahia
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Clinical and Molecular Characterization of Patients with Phenylketonuria of Bahia
Silva CAN!, Amorim T?3,Leite MEQ2’4, Philadelpho VO?, Acosta AX,

'Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM)/FIOCRUZ-BA; ?Associacdo de Pais e Amigos
dos Excepcionais de Salvador; *Universidade de Estado da Bahia; *Universidade Federal da
Bahia

Abstract

The deficiency of the phenylalanine hydroxylase (PAH) enzyme activity, codified by the PAH
gene, determines Phenylketonuria (PKU), the most common inborn error of amino acid
metabolism, whose diagnosis is widely performed through neonatal screening. The PAH gene
is highly heterogeneous, with more than 800 different mutations, the frequency of which
varies between populations. In this study, we characterized clinically and molecularly patients
with PKU from the state of Bahia. The majority of patients (68.9%) presented a classical PKU
biochemical phenotype. The metropolitan mesoregion of Salvador and to the northeast were
the mesoregions responsible for the largest number of patients. Through the search for seven
common mutations cited in previous studies, mutational PCR / RFLP screening identified
95.2% of the alleles in the sample. The most frequent mutations were IVS10-11G> A
(25.6%), followed by p.V388M (23.2%) and p.R252W (17%). The p.R252W mutation was
especially frequent in the northeast of Bahia, mainly due to the municipality of Monte Santo.
The genotype-phenotype correlation showed concordance in 48.1% of the patients, being
more frequent among cases of classical PKU.

Keywords: Phenylketonuria, genotype, Bahia
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Introducio

A Fenilcetonuria (PKU) (OMIM '261600) é uma hiperfenilalaninemia (HPA), herdada
de forma autossOmica recessiva e se caracteriza pela deficiéncia total ou parcial da atividade
da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH), que ¢ codificada pelo gene PAH. A grande maioria
dos casos de PKU, em torno de 98%, esta associada a mutagdes no gene PAH. E 0 mais
comum dos erros inatos do metabolismo dos aminoacidos, cuja incidéncia mundial € variavel,
sendo bastante frequente na Turquia (1:2.600 nascidos vivos) e pouco frequente no Japao
(1:120.000 nascidos vivos) (SCRIVER & KAUFMAN, 2001). A frequéncia média de PKU
na populacdo europeia ¢ de 1:10.000 nascidos vivos (SCRIVER & KAUFMAN, 2001). No
Brasil, sua frequéncia varia entre 1:15.000 e 25.000 nascidos vivos (CARVALHO, 2003;
VILARINHO et al., 2006). Dados do Servigo de Referéncia em Triagem Neonatal (SRTN)
da Bahia (APAE-Salvador) mostram incidéncia de 1:16.334 no Estado (AMORIM et al.,
2011).

Bioquimicamente, a PKU pode ser classificada em PKU cléssica, PKU leve ¢ HPA
nao-PKU. Na PKU classica a concentragdo de Phe sérica ao diagnostico ¢ acima de 20mg/dL
(1200umol/L) e a atividade estimada da PAH menor que 1%, sendo necessario tratamento
dietético imediato. A PKU leve apresenta niveis séricos de Phe entre 10 e 20mg/dL (600 e
1200pumol/L) com atividade enzimatica residual estimada de 1 a 3%, e também necessita de
tratamento precoce. Na HPA nao-PKU, encontra-se atividade enzimatica residual maior que
3%, o que leva a niveis séricos de Phe entre 4 e 10mg/dL (240 e 600umol/L), insuficientes
para levar a dano neuroldgico, nao sendo necessario tratamento (KOCH & WENZ, 1987).

A maioria das mutagdes descritas estd localizada no éxon 7 do gene PAH, porém a
mutacao p.R408W, localizada no éxon 12, ¢ a mais frequentemente identificada das mutacgdes
em diversos estudos realizados em diferentes populacdes, seguida da IVS10-11G>A, p.I65T e
p-R261Q. Estudos brasileiros anteriores (ACOSTA et al., 2001; SANTANA-DA-SILVA et
al.,2003; L.L. SANTOS et al., 2008 ) mostram 7 mutagdes no gene PAH (IVS10-11G>A,
p-V388M, p.R261Q, p.R261X, p.R252W, p.I65T e p.R408W) entre as mais frequentes na
populagao.

A depender da gravidade do efeito da mutagdo sobre a enzima, esta pode exibir
diferentes atividades residuais, variando de nula até 75% da atividade normal (OKANO et al.,

1991) e, consequentemente, predizer fendtipos bioquimicos diversos. Tal predicdo pode

'Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)
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permitir a otimizacdo da escolha do tratamento, especialmente naqueles pacientes que se
beneficiariam do uso da tetrahidrobiopterina (BH4), cofator na reacdo da hidroxilagdo da Phe
em Tirosina (Tyr) (FIEGE & BLAU, 2007; ZURFLUH et al., 2008), portanto, conhecer o
genotipo do paciente logo apos o diagnostico pode ser Util para se fazer algumas previsdoes em
relagdo ao seu prognéstico e ajustar melhor o tratamento (MARTINS et al., 2006). Um
sistema universal de predi¢do do fendtipo das HPA a partir do gendtipo foi proposto por
Guldberg e colaboradores, em 1998 e ¢ amplamente utilizado para correlacdo gendtipo-
fenotipo, além de dados existentes no BioPKU database (http://biopku.org/biopku/search-
allele-start.asp).

O objetivo deste estudo foi definir o genotipo de pacientes com PKU no estado da
Bahia e correlaciond-lo com as caracteristicas clinicas e epidemiologicas, bem como associar
os dados dos fenotipos bioquimicos observados com os fenotipos previstos pelos genodtipos

encontrados.
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Materiais e Métodos

Neste estudo foram incluidos 106 pacientes com fendtipo bioquimico de PKU,
definido como Phe sérica > 10mg/dL, em tratamento dietético convencional no SRTN da
Bahia - APAE/Salvador. Os pacientes selecionados foram diagnosticados através da triagem
neonatal e também por diagnostico tardio, a partir de suspeita clinica. Pacientes que foram
transferidos para outros SRTN e/ou que abandonaram o tratamento nao foram incluidos no
estudo.

Dos participantes deste estudo foram obtidos dados demograficos, como: idade, sexo,
naturalidade; e também dados clinicos: relato de consanguinidade, forma do diagnostico,
fenotipo bioquimico e idade do inicio do tratamento.

Como estratégia de triagem mutacional, realizou-se analise molecular a partir da
investigacdo de sete mutagcdes mais frequentes no gene PAH descritas em estudos brasileiros
anteriores (ACOSTA et al., 2001; SANTANA-DA-SILVA et al.,2003; L.L. SANTOS et al.,
2008): IVS10-11G>A, p.V388M, p.R261Q, p.R261X, p.R252W, p.I65T e p.R408W.
Utilizou-se PCR (reacdo em cadeia da polimerase) seguido de RFLP (polimorfismo de
comprimento de fragmento de restri¢do) como técnicas de genotipagem, a partir de protocolos
previamente descritos (SAIKI ez al., 1988).

Desta forma, a partir da coleta de cerca de 5-10mL de sangue periférico de cada
paciente em tubos contendo anticoagulante EDTA, extraiu-se o DNA gendmico pelo kit
PureLink® Genomic DNA Kits, cujas amostras foram amplificadas por PCR, utilizando o
termociclador AppliedBiosystems 2720 Thermal Cycler. Os produtos de amplificacao
foram submetidos a técnica de RFLP, utilizando enzimas de restricdo especificas para os
éxons 3 (Taql), 7 (Hinfl, Dde e Aval), 11 (BsaAl e Ddel) e 12 (Styl) do gene PAH, as quais
permitiram a genotipagem direcionada para as mutacdes selecionadas.

Para as amostras dos pacientes que ndo tiveram seu gendtipo completamente definido
pela técnica de PCR/RFLP, realizou-se sequenciamento completo do gene PAH pela técnica
de Sanger (SANGER F et. al., 1977; CARRARO & KITAJIMA, 2002). Com a elucidagdo
dos genotipos dos pacientes, foi possivel estabelecer uma correlacdo entre o fenotipo previsto
e o fenotipo observado, utilizando como referéncia as informagdes contidas no PAH database
(http://www.biopku.org/biopku/search-allele-start.asp).

Os resultados obtidos foram tabulados e submetidos a analise estatistica descritiva,
usando medida de tendéncia central (média), medidas de dispersdo (valores minimo e

maximo) e calculos de medidas de frequéncia. Este estudo obteve aprovacao pelo Comité de
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Etica e Pesquisa do Hospital Universitario Professor Edgard Santos (numero do parecer:

1.410.934 / 16/02/2016).
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Neste trabalho foram investigados 106 pacientes com diagnostico bioquimico de PKU

e em tratamento dietético acompanhados no SRTN da Bahia - APAE/Salvador. A informagao

sobre a idade de inicio do tratamento estava disponivel em 81 pacientes diagnosticados

através da triagem neonatal e a média da idade da primeira consulta foi de 46,9 dias. A Tabela

1 mostra a caracterizagcdo geral da amostra analisada, de acordo com a distribui¢do por sexo,

idade atual do paciente, forma de diagnostico, consanguinidade e fenotipo bioquimico.

Tabela 1. Caracterizacdo clinico demografica dos pacientes com PKU da Bahia avaliados

neste estudo.

Variaveis Numero de Pacientes Frequéncia (%)
Sexo

Masculino 46 43,4

Feminino 60 56,6
Idade (anos)

0-5 19 18

6-11 32 30,1

12-17 33 31,1

18-23 10 9,5

24-29 4 3.8

30-55 8 7,5
Forma de diagnostico

Triagem Neonatal 90 84,9

Tardio 16 15,1
Relatos de Consanguinidade

Sim 35 33

Nao 71 67
Fenoétipo Bioquimico

PKU Classica 73 68.9

PKU Leve 33 31,1
Total 106 100
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Os individuos investigados foram oriundos de 63 municipios baianos. A maioria,
62,3% (66) concentrou-se nas mesorregioes metropolitana de Salvador, nordeste e centro
norte do estado. As mesorregides centro sul e sul contribuiram com 26,4% dos pacientes,
enquanto as mesorregides do vale sanfranciscano e extremo oeste corresponderam a 11,3%
dos individuos (Tabela 2). Monte Santo, localizado no nordeste da Bahia, foi o municipio
com maior representatividade de casos (11 pacientes), constatando que nessa regido hd um
cluster de PKU, dada sua frequéncia bastante elevada quando comparada com o restante do
estado da Bahia. Considerando o tamanho da populagao de 52.360 habitantes (IBGE, 2010), a
incidéncia estimada pelo nimero de casos investigados de Monte Santo foi de 1:4.800. Em

todo o estado da Bahia, a incidéncia observada ¢ de 1:16.334 (AMORIM et al., 2011).

Tabela 2. Distribuicao geografica dos pacientes com PKU nas mesorregides da Bahia

Mesorregiio (N° de municipios da N° de municipios com N° de pacientes com
mesorregiao) pacientes diagnosticados PKU na mesorregiiio
Metropolitana de Salvador (38) 7 24

Nordeste (60) 12 24

Centro Norte (80) 12 18

Centro Sul (118) 13 17

Sul (70) 9 11

Vale Sanfranciscano (27) 5 7

Extremo Oeste (24) 5 5

Total 63 106

A investigagdo molecular das amostras dos pacientes pela metodologia de triagem
mutacional por PCR/RFLP permitiu identificar 202 do total de 212 alelos, o que correspondeu
a 95,2% da amostra. Com a triagem inicial das sete mutagdes escolhidas foi possivel
genotipar completamente 97 pacientes (91,5%). Para os nove pacientes (8,5%) que nao
tiveram seu genotipo estabelecido, realizou-se sequenciamento completo dos 13 éxons do
gene PAH, o qual conseguiu concluir a genotipagem completa de toda amostra investigada.

Considerando a amostra total, a mutagdo IVS10-11G>A foi a mais frequente (25,6%
dos alelos), seguida da p.V388M (23,2%) e p.R252W (17%). As mutagdes p.R408W,
p-R176L, p.R249F e p.R241C, sendo as trés ultimas encontradas através do sequenciamento,
corresponderam a pouco mais de 2% dos alelos da amostra estudada. A distribuicdo relativa

das demais mutacgoes detectadas encontra-se na Tabela 3.
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Tabela 3. Distribuicdo alélica das mutacdes encontradas no presente estudo.

Mutacao Localizacdo no PAH N (frequéncia %)
IVS10-11G>A Exon 11 54 (25,6)
p.V388M Exon 11 49 (23,2)
p.R252W Exon 7 36 (17)
p.I65T Exon 3 31 (14,7)
p.R261Q Exon 7 24 (11,4)
p.R261X Exon 7 6(2,8)
p.E390G Exon 11 4(1,8)
p.D84Y Exon 3 3(1,4)
p.R408W Exon 12 2(0,9)
p.L249F Exon 7 1(0,4)
p.R241C Exon 7 1(0,4)
p.R176L Exon 6 1(0,4)
Total 212 (100)

As mutacdes IVS10-11G>A e p.V388M foram as mais encontradas em 5 das 7
mesorregides(vale sanfranciscano e metropolitana de Salvador com a IVS10-11G>A como a
mais frequente; j4 no extremo oeste e centro norte, a mais frequente foi a p.V388M). Na
mesorregido centro sul, essas duas mutagdes foram encontradas de maneira equivalente. Na
mesorregido sul, a mutacdo mais frequente foi a p.I65T, enquanto que na mesorregiao
nordeste, a p.R252W foi a mais encontrada, principalmente por conta do municipio de Monte
Santo, responsavel por 21 dos 24 alelos com esta mutacao na regido. A figura 1 mostra a

distribuicao geografica e as frequéncias das mutacdes nas mesorregioes da Bahia.
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1 —Centro Norte
2 — Centro-Sul

3 — Extremo QOeste

4 — Metropolitana de Salvador
5— Nordeste

6—5ul

7 —Vale Sanfranciscano

Figura 1. Distribuicdo das mutagdes mais frequentes nas mesorregioes da Bahia (em

parénteses esta a frequéncia da mutagao mais prevalente).

As mutagdes encontradas no estudo revelaram 25 genotipos distintos, sendo a maioria
dos pacientes (52,8%) com genoétipo heterozigoto composto. A mutacdo IVS10-11G>A foi a
mais frequente, porém, o gendtipo em homozigose (IVS10-11G>A/IVS10-11G>A) foi o
terceiro mais encontrado, superado pelo p.R252W/p.R252W e pelo p.V388M/p.V388M, que
foi mais frequente. O gendtipo heterozigoto composto mais encontrado foi o IVSI0-
11G>A/p.165T (10,38%). A distribui¢do dos genotipos na amostra estudada bem como suas

frequéncias encontra-se na Tabela 4.



Tabela 4. Distribui¢cdo dos gendtipos dos pacientes com PKU investigados.

Genotipos Exons do PAH N (frequéncia %)
p.V388M/p.V388M Exon 11/ Exon 11 15 (14,18)
p.R252W/p.R252W Exon 7/ Exon 7 13 (12,27)
IVS10-11G>A/IVS10-11G>A Exon 11/ Exon 11 8 (7,55)
p.I65T/p.165T Exon 3/Exon 3 6 (5,67)
p.R261Q/p.R261Q Exon 7/Exon 7 5(4,71)
p.R261X/p.R261X Exon 7/Exon 7 2 (1,88)
p.D84Y/p.D84Y Exon 3/Exon 3 1(0,94)
IVS10-11G>A/p.I65T Exon 11/Exon 3 11 (10,38)
IVS10-11G>A/p.V388M Exon 11/ Exon 11 10 (9,44)
IVS10-11G>A/p.R261Q Exon 11/Exon 7 7 (6,63)
R261Q/p.V388M Exon 7/Exon 11 5(4,71)
p.I65T/p.R252W Exon 3/Exon 7 4 (3,77
IVS10-11G>A/p.R252W Exon 11/Exon 7 3(2,83)
p.I65T/p.E390G Exon 3/Exon 11 2 (1,88)
IVS10-11G>A/p.R261X Exon 11/Exon 7 2 (1,88)
IVS10-11G>A/p.R408W Exon 11/ Exon 12 2 (1,88)
p.V388M/p.165T Exon 11/Exon 3 2 (1,88)
IVS10-11G>A/p.D84Y Exon 11/Exon 3 1 (0,94)
IVS10-11G>A/p.R176L Exon 11/Exon 6 1 (0,94)
IVS10-11G>A/p.R241C Exon 11/Exon 7 1 (0,94)
p.R252W/p.E390G Exon 7/Exon 11 1 (0,94)
p.R252W/p.R261Q Exon 7/Exon 7 1 (0,94)
p.R261Q/p.E390G Exon 7/Exon 11 1 (0,94)
p.V388M/p.L249F Exon 11/Exon 7 1(0,94)
p.R252W/p.V388M Exon 7/Exon 11 1(0,94)
Total 106 (100)

A partir dos valores de Phe ao diagndstico e utilizando o sistema de predigao do
fendtipo proposto por Guldberg e colaboradores (GULDBERG et al., 1998), além dos dados
do BIOPKU database, foi possivel classificar a amostra estudada em relacdo ao fendtipo
observado, e depois comparar com o fenotipo previsto estabelecido pelos gendtipos.

Nessa correlacdo gendtipo-fenotipo (Tabela 5), observou-se que em 48,1% (51/106)

dos individuos, houve completa correlagdo entre o fenodtipo previsto € o observado. Esta
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correlacdo foi mais frequente entre os genotipos heterozigotos compostos (48,2%) e entre os

casos de PKU classica (78,1%).

Tabela 5. Correlagdo genotipo-fenotipo dos pacientes com PKU na Bahia.

Genotipos Fenoétipos Fenotipos Fenotipos
Observados de

PKU classica (n) PKU leve (n)

Previstos Observados de

p-R252W/p.R252W PKU cléssica 11 2
IVS10-11G>A/IVS10-11G>A PKU classica 6 2
p-R261X/p.R261X PKU cléssica 1 1
p.-D84Y/p.D84Y PKU cléssica 1 0
IVS10-11G>A/p.R252W PKU cléssica 2 1
IVS10-11G>A/p.R261X PKU classica 2 0
IVS10-11G>A/p.R408W PKU classica 2 0
IVS10-11G>A/p.D84Y PKU classica 0 1
p.V388M/p.V388M PKU moderada/leve 12 3
p.165T/p.165T PKU moderada/leve 6 0
p.R261Q/p.R261Q PKU moderada/leve 3 2
IVS10-11G>A/165T PKU moderada/leve 8 3
IVS10-11G>A/V388M PKU moderada/leve 5 5
IVS10-11G>A/R261Q PKU moderada/leve 4 3
R261Q/V388M PKU moderada/leve 5 0
165T/R252W PKU moderada/leve 3 1
165T/E390G PKU moderada/leve 0 2
V388M/I65T PKU moderada/leve 0 2
IVS10-11G>A/R176L PKU moderada/leve 0 1
IVS10-11G>A/R241C PKU moderada/leve 0 1
R252W/E390G PKU moderada/leve 0 1
R252W/R261Q PKU moderada/leve 1 0
R261Q/E390G PKU moderada/leve 0 1
V388M/L249F PKU moderada/leve 0 1
R252W/V388M PKU moderada/leve 1 0
Total 73 33
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Discussao

A PKU ¢ uma doenca com alta heterogeneidade molecular, tendo sido descritas até o
momento mais de 800 muta¢des no gene PAH (www.pahdb.mcgill.ca). Este trabalho propos
identificar mutagdes em pacientes com PKU acompanhados no SRTN/BA, a partir da triagem
molecular inicial das sete muta¢des (p.R252W, p.R261Q, p.R408W, p.I65T, IVS10-11G>A,
p.-V388M e p.R261X) mais frequentemente descritas em estudos brasileiros anteriores
(ACOSTA et al., 2001; SANTANA-DA-SILVA et al., 2003; SANTOS et al., 2008), seguida
de sequenciamento do gene PAH, para concluir a genotipagem. Finalmente, realizou-se
correlacdo genotipo-fendtipo.

Mais de 90% dos pacientes acompanhados no SRTN/BA participaram da investigacao,
fazendo com que os dados apresentados neste trabalho fornegcam uma visao ampla a cerca dos
pacientes com PKU no estado da Bahia. Os resultados encontrados demonstram que o
conjunto de mutagdes analisadas pode constituir uma boa opg¢ao para a analise inicial do gene
PAH em pacientes com PKU na Bahia.

Observou-se nesta amostra uma prevaléncia maior de pacientes do sexo feminino
(56,6%), mas ndo reflete uma caracteristica da doenca, pois a PKU apresenta padrdo de
heranca autossomica recessiva, em que ambos 0s sexos possuem a mesma probabilidade de
serem afetados. A maioria dos pacientes (84,9%) teve seu diagndstico obtido através da
triagem neonatal (teste do pezinho) e 16 (15,1%) foram casos identificados através de suspeita
clinica, refletindo a melhor cobertura do teste do pezinho nos ltimos anos (AMORIM, 2010).
Todos os individuos diagnosticados tardiamente apresentaram sinais e sintomas da doenga,
sendo os mais frequentes a irritabilidade, descrita principalmente como dificuldade para
dormir e se alimentar, além de choro frequente, o que refor¢ca a importancia do diagnodstico
precoce para que o paciente receba o tratamento adequado, sem apresentagdo das
manifestagdes clinicas da PKU.

Setenta e trés pacientes (68,9%) apresentaram fendtipo bioquimico de PKU cléssica,
ressaltando mais uma vez a importancia do diagnostico e tratamento precoces, visto que os
sinais e sintomas desses pacientes sao mais graves caso nao sejam diagnosticados, abandonem
ou ndo cumpram a dieta. A média de idade na primeira consulta dos pacientes diagnosticados
através da triagem neonatal foi de 46,9 dias, considerada elevada, uma vez que a

recomendacao ¢ que o tratamento se inicie no primeiro més de vida (BURGARD P., 2000).
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A maioria dos individuos diagnosticados concentrou-se nas mesorregides
metropolitana de Salvador e nordeste, ambas com 24 afetados, tendo os municipios de
Salvador, com 16 pacientes e Monte Santo, com 11, como as cidades responsaveis por essa
maior concentracdo nas regides citadas. O municipio de Monte Santo tem sido alvo de varias
pesquisas em genética comunitaria (ACOSTA, AX et al., 2013), uma vez que concentra altas
frequéncias de doengas genéticas, possivelmente associadas a taxa elevada de
consanguinidade da populacdo. De fato, observou-se neste trabalho, que 10 dos 11 afetados
provenientes deste municipio relataram casos de consanguinidade, representando 28,6%
(10/35) dos casos de consanguinidade toda amostra estudada. No Brasil, a taxa de
consanguinidade ¢ cerca de 15 vezes maior no Nordeste do que no Sul (BARROS, 2015).

A técnica de PCR/RFLP utilizada para pesquisa mutacional mostrou-se eficaz, visto
que mais de 95% dos alelos da populagdo estudada foram identificados através desta,
tornando o sequenciamento necessario apenas para uma pequena quantidade das amostras (9).
Tal porcentagem de deteccao se deu por conta da escolha das 7 mutagdes para triagem inicial,
podendo servir como base para estudos posteriores. Cinco mutagdes foram encontradas
através do sequenciamento: p.E390G; p.D84Y; p.R176L; p.L249F e p.R241C, as quais estdo
localizadas nos éxons 11, 3, 6 e 7, respectivamente.

As mutagdes IVS10-11G>A, p.V388M, p.R252W e p.I65T representaram mais de
80% dos alelos identificados, ratificando dados de trabalhos anteriores realizados no nordeste
do Brasil (AMORIM, 2010). Tal resultado reforca a evidéncia da maior homogeneidade no
nordeste do pais, incluindo o estado da Bahia, visto que estudos em outros estados e regides
do pais houve maior heterogeneidade alélica (ACOSTA et al., 2001, SANTOS, et al, 2006,
VACCARO, 2008 e SANTANA et al., 2012), podendo ser justificado pela baixa taxa de
migracao no Estado, onde diversos grupos populacionais vivem isolados.

As mutagdes [IVS10-11G>A (presente em mais de 25% de todos os alelos
estudados), p.V388M (23,2%), p.R252W (17%), p.165T (14,7%) e p.R261Q (11,4%), sdo
frequentes na Itdlia (GIANNATTASIO et al., 2001) e na Peninsula Ibérica - Portugal e
Espanha (DESVIAT et al, 1999 e RIVERA et al, 1998). A IVS10-11G>A ¢ a mutagdo mais
frequente em Portugal e em toda a orla do Mediterraneo (VILARINHO, 2006). A p.V388M
teve sua maior frequéncia (21%) descrita em Minas Gerais (SANTOS et al., 2006). Este
estado faz fronteira com a Bahia, assim, as similaridades entre as frequéncias mutacionais
podem sugerir historicos de colonizacdo semelhantes entre os dois estados (CALLEGARI-

JACQUES et al., 2003; AMORIM, 2010).
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A mutacdo p.R252W esta relacionada com a forma grave da doenga e apresentou
elevada frequéncia no municipio de Monte Santo, correspondendo a um cluster, pois esteve
presente em todos os pacientes estudados e em elevada frequéncia (95,4% - presente em 21
dos 22 alelos). Este achado contribuiu para que o genétipo p.R252W/p.R252W fosse o
segundo mais frequente de toda amostra estudada. A deteccdo desta mutacao na populacao de
Monte Santo pode ser explicada pelo efeito fundador que, possivelmente, ocorreu através de
imigrantes europeus que colonizaram o Brasil, pois a p.R252W possui origem europeia,
proveniente da peninsula ibérica (Portugal e Espanha), principais imigrantes europeus que
colonizaram o Brasil. Entretanto, em apenas um estudo, avaliando populacdo de ciganos
Welsh da Eslovaquia, sedentdria e com altas taxas de consanguinidade, encontrou-se
frequéncia tao elevada quanto a descrita no presente trabalho (KALANIN et al., 1994). Assim
como na populagdo de Monte Santo, pode-se sugerir efeito fundador, associado a
consanguinidade, como origem deste achado. Um estudo anterior de ancestralidade genética
na cidade de Monte Santo mostrou maior contribuicdo europeia na formacdo de sua
populacdo, estimando-se proporcao de ancestralidade europeia de 63,5% em 194 individuos
residentes no municipio (MACHADO, 2012).

A mutagdo p.R408W, encontrada em apenas dois alelos da amostra, ¢ mais comum
na Alemanha (ZSCHOCKE, 2003). A mutacdo p.R261X, presente em apenas 2,8% das
amostras, ¢ frequente também na Peninsula Ibérica (RIVERA et al, 1998), na Italia
(DIANZANI et al., 1995) e apresenta frequéncia de quase 10% em individuos com PKU no
sul do Brasil (SILVA et al., 2003).

A mutacdo p.E390G esteve presente em apenas 1,8% dos pacientes (n=4) ¢ bem
descrita na populagdo croata (ZSCHOCKE et al, 2003) e descrita também em estudos no sul
do Brasil (SILVA et al., 2003). Outra mutacgao, encontrada em 1,4% das amostras (n=3), a
p.D84Y ¢ citada em algumas populacdes europeias € em estudos na regido sudeste do Brasil
(SANTOS et al., 2008).

As demais mutac¢des encontradas: p.L249F, descrita em estudos do sul do Brasil
(CEOLATO, J.C, 2011) e Portugal (VILARINHO L., 2006); p.R241C, frequente em
populagdes asiaticas (MAO XM et al., 2014; KIBAYASHI M et al., 1998)e p.R176L, descrita
em estudos na Espanha (DESVIAT LR, 1999) representaram, juntas, 1,2% da amostra.

As elevadas frequéncias das mutagdes predominantes na Peninsula Ibérica
(especialmente IVS10-11G>A, p.V388M, p.R261Q e p.I65T) estdo relacionadas com os fatos
histéricos da coloniza¢do brasileira, evidenciando a grande influéncia desses paises na

formacao populacional brasileira, em especial nordestina, onde a entrada de outros imigrantes
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europeus ndo ibéricos foi menos significativa do que em outras regides do pais (AMORIM,
2010). Populagdes como a portuguesa e espanhola contribuiram de maneira significante na
formacdo da populagdo da Bahia (MACHADO, 2012) e esse fato se refletiu em relacdo a
distribuicao geografica das mutagdes, onde ficou evidente a prevaléncia de duas (IVS10-
11G>A e p.V388M — mais frequentes em 5 das 7 mesorregides). Tais mutacdes sdo
frequentes em populagdes europeias, principalmente na regido da peninsula ibérica.

Apenas nas mesorregides sul e nordeste, as mutagoes [IVS10-11G>A e p.V388M nao
foram as mais frequentes. Na mesorregiao sul, a p.I65T (uma das mutagdes mais frequentes
na regido da Peninsula Ibérica e da Italia e identificada como a mais frequente na populacio
sul do Brasil) foi a mais frequente (RIVERA et al., 1998; DIANZANI et al., 1995, SILVA et
al., 2003). Na regido nordeste da Bahia, a mutacdo mais frequente foi a p.R252W
(principalmente por conta do municipio de Monte Santo, responsavel por 21 dos 24 alelos
com esta mutacdo na regido).

As doze diferentes mutagdes encontradas na amostra estudada levaram a deteccdo de
25 genotipos. Destes, 47,2% foram homozigotos, podendo ser resultado dos altos niveis de
consanguinidade nas populagdes do nordeste do Brasil, incluindo a Bahia (no presente estudo,
a taxa de consanguinidade foi de 31,13%), fato este justificado por questdes culturais
(AZEVEDO et al., 1986; FREIRE-MAIA et al., 1989; FREIRE-MAIA et al, 1990; AMORIM
et al, 2011), além do fato de alguns municipios baianos, principalmente interioranos,
incluindo Monte Santo, serem divididos em povoados (favorecendo os casamentos
endogamicos) e terem uma baixa taxa de migragdo (MACHADO, 2012), o que também
favorece ao aumento da taxa de consanguinidade. Além disso, no Brasil, a intensidade da
endogamia aumenta do litoral para o interior (FREIRE-MAIA, 1957) e a regido nordeste
apresenta os maiores coeficientes de endogamia do pais (BARROS, 2015). A principal
consequéncia de casamentos consanguineos ¢ o aumento do risco de aparecimento de doengas
autossomicas recessivas (RAFIEE et al., 2010). Por isso, este tipo de casamento ¢
frequentemente investigado em familias com doengas recessivas (KHLAT et al., 1991;
BITTLES et al., 1993; TUNCBILEK & KOC, 1994; STOLTENBERG et al., 1999;
BITTLES, 2001; SAADAT & ZENDEH-BOODI, 2006; SAADAT, 2005, 2007, 2008;
TADMOURI et al., 2009, MACHADO, 2012).

A andlise da correlagdo genotipo/fendtipo da amostra mostrou que em 48,1% (51/106)
dos individuos houve completa correlagdo entre o fenotipo previsto e o observado. Esta
correlacdo foi mais frequente entre os genotipos heterozigotos compostos (48,2%) e entre os

casos de PKU cléssica (78,1%). A maioria das distor¢des entre o fendtipo previsto e o
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observado ocorreu quando o fendtipo esperado seria o moderado/leve, porém o encontrado foi
PKU classica. Isso pode ter ocorrido porque as mutagdes ndo se apresentaram em conjunto a
atividade enzimatica residual esperada, como observado por Bercovich et al., 2008 e Santos et
al.,2012.

Diversos estudos (KAYAALP et al., 1997; SCRIVER et al. 2001 ¢ SANTOS et al.,
2006) mostram que o gendtipo ndo ¢ capaz de predizer adequadamente o fendtipo bioquimico
da PKU. Fatores como absor¢ao intestinal, taxa de depuracao hepatica e influéncia de outros
genes parecem estar envolvidos no processo. Neste estudo, os genodtipos encontrados para
PKU foram capazes de predizer adequadamente o fendtipo em 48,1% dos casos e em relagdo
a quantidade de gend6tipos, houve correlacdo positiva em 10 dos 25 gen6tipos da amostra.

Boa parte dos indices de correlagdo gendtipo-fenotipo ocorreu entre os pacientes com
PKU classica e isto reveste-se de especial importancia, pois ratifica o fato de que a presenca
de uma mutacdo grave reflita em um fendtipo mais grave da doenga, tornando a predi¢do do

fendtipo mais segura (OKANO et al., 1991).
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Conclusao

Os resultados encontrados demonstram que o conjunto de mutagdes analisadas pode
constituir uma boa opg¢ao para a analise inicial do gene PAH em pacientes com PKU na Bahia.

A frequéncia de pacientes com mutagdes em homozigose (47,2%) provavelmente ¢é
resultado dos altos niveis de consanguinidade nas populag¢des do nordeste do Brasil, incluindo
a Bahia.

A mutacdo p.R252W apresentou elevada frequéncia no municipio de Monte Santo e
cidades vizinhas, sugerindo efeito fundador. Estudos de haplotipos poderdo ser tteis para
relacionar origem dessa mutacdo. As elevadas frequéncias das muta¢des predominantes na
Peninsula Ibérica (especialmente IVS10-11G>A, p.V388M, p.R261Q e p.I65T) corroboram
com os fatos historicos da colonizagao, evidenciando a grande influéncia desses paises na
formacao populacional brasileira.

Os resultados apresentados permitirdo sugerir estratégias mais simples e menos
onerosas de triagem mutacional para PKU na Bahia e nos demais estados do nordeste do
Brasil, o que sera importante para a confirmagao diagndstica e eventual escolha e otimizagao
do tratamento.

O estudo de correlagdo entre o fenotipo previsto pelo gendtipo e o fendtipo observado
pode facilitar a avaliacdo clinica dos pacientes, assim como fornecer evidéncias que auxiliem
a escolha do tratamento mais adequado ao caso. Entretanto, esta correlagao ndo ¢ absoluta, e
outras avaliagdes, como acompanhamento clinico, testes de tolerancia e de sobrecarga de Phe

devem ser realizados, no intuito de definir a melhor conduta a ser adotada em cada caso.
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5. MANUSCRITO 2- Responsividade a Tetrahidrobiopterina em Pacientes com

Fenilcetonuria na Bahia

e [Este artigo corresponde ao proposto nos objetivos 3.1.1;3.2.4 ¢ 3.2.5
e Situagdo do artigo: Aguardando novos dados do teste de responsividade

para serem incorporados aos resultados.
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Responsividade a Tetrahidrobiopterina em Pacientes com Fenilcetonuria na Bahia
Silva CAN!, Amorim T?3,Leite MEQ2’4, Santos LR4, Anjos RCS?, Acosta AXH,

'Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM)/FIOCRUZ-BA; ?Associacao de Pais e Amigos
dos Excepcionais de Salvador; *Universidade de Estado da Bahia; *Universidade Federal da
Bahia

Resumo

A fenilcetontria (PKU) ¢ uma doenca genética, de heranca autossdmica recessiva,
caracterizada pelo aumento dos niveis séricos de fenilalanina (Phe), devido a um erro no
processo de conversdo da Phe em tirosina (Tyr), realizado pela enzima fenilalanina
hidroxilase (PAH). Tal processo de conversdo requer a agdo do cofator da PAH, a
tetrahidrobiopterina (BH4). Ao nascer, o individuo com PKU se apresenta normal, mas, com
o passar dos meses, comegam a aparecer sintomas como irritabilidade, eczemas, e deficiéncia
intelectual. Bioquimicamente, a PKU pode ser classificada em PKU classica, PKU leve e
HPA ndo-PKU, sendo o tratamento necessario nas duas primeiras classificagdes. Apesar de a
dieta restrita em Phe ser o padrao-ouro do tratamento da PKU, a dificuldade de adesao a
mesma, principalmente na idade escolar e adolescéncia faz com que outras formas de
tratamento sejam propostas e estudadas para melhor atender as necessidades dos pacientes.
Estudos recentes tem demonstrado que a administragao oral de tetrahidrobiopterina pode gerar
redugdo dos niveis plasmaticos de Phe. O objetivo deste estudo foi identificar individuos com
PKU leve ou cléssica potencialmente responsivos ao BH4 e relacionar esses dados com os
genotipos dos pacientes responsivos. Foram testados 64 pacientes, com taxa de
responsividade de 29,7%, havendo concordancia de 64,7% com a previsdo fornecida pelo
genotipo. A mutagdo p.V388M foi a mais frequente entre os individuos responsivos, estando
presente em 32,3% dos alelos da amostra.

Palavras-chave: PKU, responsividade, BH4, gen6tipo
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Responsiveness toTetrahydrobiopterin in PatientswithPhenylketonuria in Bahia
Silva CAN!, Amorim T?3,Leite MEQ2’4, Santos LR?, Anjos RCS?, Acosta AX,

!Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM)/FIOCRUZ-BA; 2Associagdo de Pais e Amigos
dos Excepcionais de Salvador; *Universidade de Estado da Bahia; *Universidade Federal da
Bahia

Abstract

Phenylketonuria (PKU) is a genetic disease with an autosomal recessive inheritance,
characterized by an increase in serum phenylalanine (Phe) levels due to an error in the
conversion of Phe to tyrosine (Tyr), performed by the enzyme phenylalanine hydroxylase
(PAH). Such a conversion process requires the action of the PAH cofactor,
tetrahydrobiopterin (BH4). At birth, the individual with PKU appears normal, but as the
months go by, symptoms such as irritability, eczema, and intellectual disability begin to
appear. Biochemically, PKU can be classified into classical PKU, light PKU and non-PKU
HPA, being the treatment required in the first two classifications. Although the Phe-restricted
diet is the gold standard of PKU treatment, the difficulty of adherence to PKU, especially in
school age and adolescence, causes other forms of treatment to be proposed and studied to
better meet the needs of patients. Recent studies have shown that oral administration of
tetrahydrobiopterin may lead to reduced Phe plasma levels. The aim of this study was to
identify individuals with mild or classical PKU potentially responsive to BH4 and to relate
these data to responsive patient genotypes. Sixty-six patients were tested, with a response rate
of 29.7%, with a 64.7% agreement with the prediction provided by the genotype. The
p-V388M mutation was the most frequent among the responsive individuals, being present in
32.3% of the alleles of the sample.

Keywords: PKU, responsiveness, BH4, genotype
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Introducio

A fenilcetonuria (PKU) ¢ uma doenca genética, de heranga autossdmica recessiva,
caracterizada pelo aumento dos niveis séricos de fenilalanina (Phe), devido a um erro no
processo de conversdo da Phe em tirosina (Tyr), realizado pela enzima fenilalanina
hidroxilase (PAH). Tal processo de conversdo requer a agdo do cofator da PAH, a
tetrahidrobiopterina (BH4). Ao nascer, o individuo com PKU se apresenta normal. Alguns
sintomas como irritabilidade, eczema e odor caracteristico na urina podem ser observados no
inicio da vida. A manifesta¢do clinica mais importante ¢ a deficiéncia intelectual (NYHANET
al., 1998). Bioquimicamente, a PKU pode ser classificada em PKU classica, PKU leve e HPA
nao-PKU. Na PKU classica a concentragdo de Phe sérica ao diagnostico ¢ acima de 20mg/dL
(1200pmol/L) e a atividade estimada da PAH menor que 1%, sendo necessario tratamento
dietético imediato. A PKU leve apresenta niveis séricos de Phe entre 10 e 20mg/dL (600 e
1200pumol/L) com atividade enzimatica residual estimada de 1 a 3%, e também necessita de
tratamento precoce. Na HPA nao-PKU, encontra-se atividade enzimatica residual maior que
3%, o que leva a niveis séricos de Phe entre 4 e 10mg/dL (240 e 600umol/L), insuficientes
para levar a dano neuroldgico, ndo sendo necessario tratamento (KOCH &WENZ, 1987). O
nivel sérico de Phe estd diretamente relacionado ao grau de deficiéncia intelectual e lesdao
neuroldgica, que se associa, também, com a idade de inicio do tratamento (MARTINS et al.,
2006).

Apesar de a dieta restrita em Phe ser o padrdo-ouro do tratamento da PKU, a
dificuldade de adesdo a mesma, principalmente na idade escolar e adolescéncia faz com que
outras formas de tratamento sejam propostas e estudadas para melhor atender as necessidades
dos pacientes (MITCHELL; SCRIVER, 2010). Entre as opg¢des de tratamento estdo a
suplementagdo de Large Neutral Amino Acids (LNAA): A suplementagao de LNAA reduz os
nives de Phe no cérebro, visto que Phe, Tyr e outros aminoacidos competem pelo mesmo
transportador (L-typoaminoacid carrier) para ultrapassar a barreira hematoencefalica
(WATER et al., 2006; MITCHELL; SCRIVER, 2010). Terapia enzimatica com fenilalanina
amonia liase (PAL) pode ser util para pacientes que possuem baixa ou nenhuma atividade
enzimatica da PAH. A PAL ¢ uma enzima que ndo requer cofator e tem atividade sintética
semelhante a PAH (MACDONALD; D’CUNHA, 2007). Terapia génica: essa abordagem
terapéutica consiste em introduzir um gene funcional recombinante no figado de um individuo
afetado para suprir a fungao do gene defeituoso. Tal abordagem necessita da clonagem da

PAH que produza uma proteina funcional e um vetor que possa transferir este clone aos
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hepatdcitos. Os testes em animais mostraram-se eficazes a curto prazo, mas os efeitos
terapéuticos ndo duram por muito tempo (EISENSMITH E WOO, 1996; KARAM, 2004).

Kure e colaboradores, em 1999 relataram os primeiros pacientes com PKU, cujos
niveis plasmaticos de Phe diminuiram com a utilizagao oral de tetrahidrobiopterina (BH4) e,
desde entdo, varios outros estudos, usando protocolos diferentes e doses variadas de BH4,
demonstraram que pacientes com PKU podem ter os seus niveis de Phe melhor controlados
mediante a administragao oral de BH4 (FIEGE et al, 2005; LEVY HL et al, 2007; TREFZ FK
et al, 2009). Os dados disponiveis sugerem que a presenca ou auséncia de responsividade ao
BH4 ¢ multifatorial, sendo o gen6tipo um dos seus fatores determinantes (ZURFLUH MR et
al, 2009). A suplementagdo com administracio de BH4: Segundo Burnett e colaboradores, a
forma sintética oral do BH4, Sapropterindihidrocloreto (Kuvan®) ¢ uma terapia segura e
eficaz em pacientes com PKU leve e moderada e também para alguns pacientes com a forma
mais grave da doencga, desde que os mesmos respondam positivamente aos testes de
sobrecargas de Phe com Kuvan® (MITCHEL; SCRIVER, 2010; BLAU, 2014).

A genotipagem de pacientes com PKU pode auxiliar na identificagdo de potenciais
respondedores ao tratamento com BH4. Estudos dos gendtipos de pacientes responsivos
indicam que a combinagdo de muta¢des do gene PAH ¢ o indicador mais importante na
responsividade ao BH4. Se duas mutagdes graves constituirem o genotipo do paciente,
estando associadas com PKU classica, muito possivelmente ndo havera nenhuma atividade
enzimatica residual da PAH, tornando o paciente um possivel ndo-respondedor ao BH4. Da
mesma forma, pacientes com duas mutagdes leves podem ter alguma atividade residual e,
possivelmente, podem responder ao tratamento com BH4 (BLAU E ERLANDSEN, 2004).
Alguns pacientes com PKU cléssica t€ém sido relatados como respondedores, mas todos eles
tém pelo menos um alelo com uma mutagdo menos grave (MATALON et al., 2004).

A determinagdo de pacientes potencialmente responsivos ao BH4 ¢ feita, geralmente,
através do teste de sobrecarga de Phe com administragdio de BH4 (MATALON, 2005) e uma
série de protocolos ja foi descrita.

O objetivo deste estudo foi identificar individuos com PKU leve ou cléssica
potencialmente responsivos ao BH4 e relacionar esses dados com os genotipos dos pacientes

responsivos.
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Materiais e Métodos

Foram incluidos no teste pacientes com fen6tipo bioquimico de PKU leve ou classica,
maiores de cinco anos € em acompanhamento regular no SRTN-BA, sendo excluidos aqueles
com presenga de comorbidades ndo associadas a PKU. O critério idade deveu-se ao fato de o
protocolo incluir uma etapa de sobrecarga com fenilalanina sintética e, como a maior parte do
desenvolvimento cerebral ocorre até esta idade, considerou-se que abaixo de 5 anos haveria
maior risco de dano neuroldgico durante o periodo de sobrecarga, motivo pelo qual optou-se
por excluir as criangas em idade pré-escolar. O SRTN tem atualmente cerca de 140 pacientes
com hiperfenilalaninemias em acompanhamento. Utilizando o critério faixa etaria e auséncia
de comorbidades, 72 pacientes com PKU foram inicialmente elegiveis para o estudo. Trés
familias recusaram participacdo no teste, e em quatro casos ndo foi possivel aplicar o TCLE,
pois o cuidador da crianga nao era o responsavel legal. Sessenta e quatro pacientes foram
testados, € um encontra-se agendado para teste. Os testes foram realizados entre abril de 2017
a maio de 2018.

Aos resultados do teste de responsividade, foram adicionados dados moleculares
relativos aos gendtipos dos pacientes, obtidos através de um estudo de triagem mutacional
para pacientes com PKU no Estado da Bahia, bem como foi realizada a correlagcdo genotipo-
fenotipo dos individuos responsivos ao BH4. Foram adicionados também dados como tipo de
diagnéstico e idade dos pacientes responsivos.

O teste consistiu das seguintes etapas: a) dieta padrao restrita em Phe mantida durante
todo o teste (realizado em nivel ambulatorial);b) sobrecarga medicamentosa, mediante a
prescri¢ao de Phe manipulada (100mg/kg/dia), no intuito de garantir seus niveis elevados para
o teste de responsividade, sem ocasionar alteragdes potencialmente danosas no seguimento
nutricional do paciente, e a0 mesmo tempo garantir controle da ingesta de Phe, com vistas a
melhor analise dos resultados. Esta administragdo foi iniciada nas 48 horas antecedentes ao
teste e mantida por todo o teste. Coletas seriadas de sangue para dosagem de Phe pré-teste
(niveis de Phe<10mg/dL implicariam em adiamento do teste) em intervalos de 4 horas foram
realizadas no terceiro dia de uso da sobrecarga de Phe (dia que antecedeu o inicio do uso de
BH4); c) coleta de sangue para dosagem de Phe (T0) e administragdo do Kuvan® (20mg/kg)
pela manha, com coleta de amostras para dosagem de Phe ap6s 8h (T1), 16h (T2), antes (T3)
da 2% administragdo de Kuvan® (24 horas apos a primeira); d) ultima coleta apds 24 horas
(T4) da segunda dose de Kuvan®, momento em que se encerrou o teste, suspendendo a Phe

medicamentosa ¢ 0 Kuvan®. O quadro 1 detalha a metodologia do teste.



Quadro 1. Metodologia do teste de responsividade ao BHA4.

Dial

Administracio de Administracio de Phe  Coleta de sangue seco em papel
Phe sintética sintética (100mg/Kg, filtro e dosagem de Phe, em
(100mg/Kg,viaoral,  viaoral, dose inica intervalo de 4 horas, num total de 3
dose unica diaria, diaria,mantendo dieta amostras

mantendo dieta restrita em Phe)

restrita em Phe) Administragéo de Phe sintética
(100mg/Kg, via oral, dose tinica
didria, mantendo dieta restrita em

Phe)

Elegibilidade para o dia 4 dos
pacientes que alcancarem niveis de
Phe sérica iguais ou superiores a
10mg/dL

Administragio de
Phe sintética
(100mg/Kg, via oral,
dose (nica diaria,
mantendo dieta
restrita em Phe)

Administracio de
Cloridato de
Sapropterina VO
(20mg/Kg, dose
tinica diaria)

Coleta de sangue
seco em papel filtro
e dosagem de Phe,
em intervalosde 8
horas, durante 24
horas

Foram considerados potencialmente responsivos pacientes

Administragdo de
Phe sintética
(100mg/Kg, via oral,
dose tnica diria,
mantendo dieta
restrita em Phe)

Administracio de
Cloridato de
Sapropterina VO
(20mg/Kg, dose
inica diaria)

Coletade sangue
seco em papel filtro
e dosagem de Phe
no momento da
administracio do
Cloridato de
Sapropterina

58

Coleta de sangue
seco em papel filtro
e dosagem de Phe

Suspensio de
Cloridato de
Sapropterina

Suspensio de Phe
sintética

Encerramento do
teste

que obtiveram reducao

maior que 30% nos niveis de Phe. Este estudo obteve aprovagdo pelo Comité de Etica e

Pesquisa do Hospital Universitario Professor Edgard Santos (nimero do parecer: 1.410.934 /

16/02/2016).
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Resultados

Foram testados um total de 64 pacientes. O percentual de responsivos foi de 29,7%, o
que correspondeu a 19 dos 64 pacientes testados. A maioria (52,6%) dos responsivos
apresentou fenotipo bioquimico de PKU cléssica. Obtiveram diagndstico através da triagem
neonatal 16 dos 19 pacientes responsivos, representando 84,2% dos mesmos. Pacientes do
sexo feminino foram a maioria entre os responsivos, com 12 individuos, representando 63,1%
da amostra.

Dados sobre o gendtipo estavam disponiveis para 17 dos 19 pacientes responsivos. A
muta¢do p.V388M foi a mais prevalente na composicdo dos genotipos dessas amostras
(32,3%), seguida da IVS10-11G>A (23,5%) e p.R261Q (14,7%). A tabela 1 mostra as
frequéncias das mutagdes dos pacientes responsivos. Oito pacientes (47%) possuiam genotipo
homozigoto, sendo o  p.V388M/p.V388M; IVS10-11G>A/IVS10-11G>A e
p-R261Q/p.R261Q responsaveis por 87,5% (7/8) de todos os gendtipos homozigotos.

Tabela 1. Distribuicao alélica das mutagdes de 17 pacientes responsivos ao BH4.

Mutacio Localizacao no PAH Frequéncia alélica (%) (n)
p.V388M Exon 11 32,37 (11)
IVS10-11G>A Exon 11 23,53 (8)

p.R261Q Exon 7 14,7 (5)

p.I65T Exon 3 8,82 (3)

p.R252W Exon 7 8,82 (3)

p.E390G Exon 11 5,88 (2)

p.L249F Exon 7 2,94 (1)

p.R241C Exon 7 2,94 (1)

Total 100 (34)

Em relacao a correlagdo genotipo-fendtipo dos pacientes responsivos, observou-se que
em 64,7% (11/17) dos individuos, houve completa correlacdo entre o fendtipo bioquimico
previsto e o observado. Essa correlagdo foi mais frequente entre os casos de PKU classica
(75%) (3 correlagdes positivas em 4) , porém, a maioria dos genotipos previa fendtipos de
PKU moderada/leve e, nesses casos, a correlagdo foi de 61,5% (8 correlagdes positivas em

13). A tabela 2 mostra a correlagdo gendtipo-fenotipo dos pacientes responsivos ao BH4.
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Ja o quadro 2 mostra a comparacdo dos resultados obtidos no presente trabalho com

aqueles descritos na literatura a respeito da responsividade ao BH4 conforme o gendtipo.

Tabela 2. Correlagao gendtipo-fenotipo dos pacientes responsivos ao BH4.

Genétipo

Fenétipo Previsto

Fenotipo observado

IVS10-11G>A/IVS10-11G>A
IVS10-11G>A/IVS10-11G>A
p-R252W/p.R52W
IVS10-11G>A/p.R252W
p-V388M/p.V388M
p-V388M/p.V388M
p-V388M/p.V388M
p-R261Q/p.R261Q
p-R261Q/p.R261Q
p-V388M/p.R261Q
p-V388M/p.L249F
IVS10-11G>A/p.V388M
IVS10-11G>A/p.165T
IVS10-11G>A/p.R241C
p.165T/p.E390G
p.V388M/p.E390G
p.V388M/p.165T

PKU cléssica

PKU classica

PKU classica

PKU classica

PKU moderada/leve
PKU moderada/leve
PKU moderada/leve
PKU moderada/leve
PKU moderada/leve
PKU moderada/leve
PKU moderada/leve
PKU moderada/leve
PKU moderada/leve
PKU moderada/leve
PKU moderada/leve
PKU moderada/leve
PKU moderada/leve

PKU classica
PKU cléssica
PKU cléssica
PKU leve
PKU cléssica
PKU cléssica
PKU cléssica
PKU leve
PKU cléssica
PKU cléssica
PKU leve
PKU leve
PKU leve
PKU leve
PKU leve
PKU leve
PKU leve
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Quadro 2. Comparacao dos genotipos de pacientes responsivos ao BH4 na Bahia com dados

da literatura.

Genotipo (N° de pacientes do Taxa de responsividade ao BH4 conforme o

presente estudo com o gendtipo) genotipo* (n° de pacientes testados
descritos)

p-V388M/p.V388M (3) 71,4% (14)

IVS10-11G>A/IVS10-11G>A (2) 5,61% (107)

p-R261Q/p.R261Q (2) 83,1% (74)

p.R252W/p.R252W (1) N3ao associado a resposta (4)

IVS10-11G>A/p.R252W (1) Nio associado a resposta (3)

p-V388M/p.R261Q (1) 83,3% (6)

p.V388M/p.L249F (1) N3io associado a resposta (3)

IVS10-11G>A/p.V388M (1) 14,3% (7)

IVS10-11G>A/p.165T (1) 25% (20)

IVS10-11G>A/p.R241C (1) Sem dados

p.165T/p.E390G (1) 100% (5)

p-V388M/p.E390G (1) 100% (11)

p-V388M/p.165T (1) 93,75% (16)

*BH4 Databases [Internet]. BIOPKU : International Database of Patients and Mutations causing BH4-responsive
HPA/PKU; 2005. Disponivel em: http://www.bh4.org/BH4DatabasesBiopku.asp. Acesso: 01/07/2018
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Discussao

Os dados do teste de responsividade ao BH4 revelaram as mutagdes p.V388M; IVS10-
11G>A e p.R261Q como as mais frequentes entre os pacientes responsivos. A mutacao
p.-V388M ¢ bem relacionada a responsividade ao BH4 (TREFZ et al., 2008), e foi encontrada
em alta frequéncia na amostra do presente trabalho (32,3%). A mutacdo p.R261Q em
homozigose tem uma resposta bastante eficiente ao BH4 (FIEGE et al., 2005) e os 2 pacientes
que apresentaram este gendtipo no presente trabalho foram responsivos ao BH4. Em
heterozigose, a p.R261Q parece nao responder ao tratamento dependendo do outro alelo. Por
exemplo: R261Q/I65T nao responde, R261Q/V388M responde. Estas diferencas podem ser
devidas ao nivel de atividade residual prevista para o alelo, ja que a I65T tem uma atividade
residual prevista de, aproximadamente 23% e a V388M de 43% (FIEGE et al., 2005).

A mutagdo IVS10-11G>A em heterozigose ja foi associada com resposta ao BH4
(FIEGE et al., 2005) e os 3 pacientes que apresentaram essa mutagdo em heterozigose
responderam ao tratamento porém, em um estudo de 2004 nenhum gendtipo que tinha como
alelo integrante a mutacdo IVS10-11G>A respondeu ao farmaco (DESVIAT et al., 2004). As
razoes para esta variabilidade de resposta ndo sao conhecidas. Estudos tém sugerido que esta
variabilidade possa ser devida a diferencas na absor¢ao do BH4 (FIEGE et al., 2003). A
mesma indagagao esta presente em individuos responsivos que possuam a mutagao p.R252W.

Os resultados mostraram que a maioria dos pacientes responsivos apresentou fenotipo
bioquimico de PKU classica, evidenciando que esses pacientes também podem ser
responsivos ao teste de BH4. Como relatado na literatura (BLAU et al., 2009), menos de 10%
dos pacientes responsivos ao BH4 pertence ao grupo de PKU cléssica. Isso se deve ao fato de
que esses pacientes possuem atividade residual da PAH baixa ou até mesmo nula. Porém,
segundo estudos clinicos, verificou-se que outros protocolos de longa duragdo sdo essenciais
para detectar responsivos mais lentos (FIEGE et al., 2005; BELANGER et al., 2005; LEVY
et al., 2007). Fiege & Blau, 2007 observaram que um numero elevado de pacientes com PKU
classica foram responsivos ao teste de sobrecarga com BH4, particularmente quando o
individuo considerado responsivo obtivesse, ao invés de 30%, 20% de redu¢ao dos niveis de

Phe sérica.
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Em relagdo a correlagdo gendtipo-fendtipo dos pacientes responsivos, observou-se que
em 64,7% dos individuos, houve completa correlagdo entre o fenotipo previsto pelo genotipo
e o fendtipo bioquimico observado. Dentre os casos nos quais o genotipo previa um fendtipo
bioquimico de PKU moderada/leve, houve correlacdo positiva em 61,4% dos individuos, fato
importante, visto que neste grupo de pacientes observa-se a maior frequéncia de
responsividade ao tratamento com o BH4 descrito na literatura (BLAU et al., 2003;
DESVIAT et al., 2004; FIEGE & BLAU, 2007; TREFZ et al., 2008; ZURFLUH et al, 2008).

Os dados moleculares estdo de acordo com o carater multifatorial da responsividade ao
BH4. Esse achado refor¢a que, apesar da genotipagem ser 1til na predicao da responsividade
ao BH4, mais investigagdes sdo necessarias para que a mesma possa ser utilizada como teste
definitivo para tanto (BLAU et al., 2009).

O teste de responsividade ao BH4 de 48 horas ¢ um teste de triagem para identificar
pacientes que possam se beneficiar do uso de Kuvan®. O desafio atual consiste em saber
quais modificagcdes no estilo de vida dos pacientes, incluindo maior tolerancia a proteina
natural na dieta e menor uso de féormula de aminoacidos isenta de fenilalanina, poderdo ser
incluidas, em cada caso. Para tanto, ja se encontra em curso um novo estudo com expansao do
teste para 28 dias, no intuito de estudar a tolerancia dos pacientes em uso de Kuvan® a

fenilalanina dietética.
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Conclusao

Viérios estudos tém como objetivo estudar a melhor utilizagdo do BH4 para melhorar a
qualidade de vida de pacientes com PKU, principalmente nas suas formas mais graves. O
BH4 vem surgindo como uma nova terapia para esses pacientes, porém, ainda ndo existe um
consenso sobre os melhores métodos e critérios para definir os pacientes responsivos, sendo
necessarios mais estudos.

Os potenciais beneficios do tratamento com BH4 para pacientes com PKU incluem a
redu¢do dos niveis de Phe no sangue e restricdes dietéticas menos rigorosas, o que poderia
levar a um aumento da adesdo ao tratamento do paciente.

De acordo com os genotipos encontrados nos pacientes com PKU, 9 deles
provavelmente responderiam ao tratamento com o BH4 de acordo com dados da literatura.
Este resultado pode ser util para o delineamento de estratégias de tratamento futuros para os

individuos com PKU na Bahia.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo, foram investigadas as mutagdes presentes em pacientes com PKU
na Bahia, diagnosticados pelo programa de triagem neonatal do Estado. Este estudo finaliza
uma pesquisa iniciada em 2010, que teve por finalidade conhecer o perfil de mutacdes
presentes nos pacientes com PKU da Bahia e em outros estados do Nordeste brasileiro.

A pesquisa teve ainda uma abrangéncia maior, fornecendo informagdes sobre como o
genotipo se correlaciona com os fendtipos apresentados pelos pacientes da Bahia e, além
disso, sobre os tratamentos alternativos que vém surgindo nos ultimos anos e os pacientes que
respondem ao tratamento com o cofator BH4.

Com base nos resultados encontrados, podemos concluir que a populagao da Bahia
possui um perfil de mutagdes mais homogéneo quando comparado ao perfil de outros estados.
A maioria das mutagdes encontradas ¢ de origem europeia, principalmente da Peninsula
Ibérica. Entretanto, a populacdo do Estado, por ser fruto de um processo de miscigenacao,
possui também mutagdes que ja foram descritas em populagdes asiaticas. A presenca dessas
mutacoes reflete a complexa mistura étnica presente em nosso pais juntamente com as
particularidades nas formas de povoamento do Estado.

O genotipo se mostrou um bom preditor do curso clinico da doenga nos casos em que
0 paciente apresentava mutacdes associadas a forma grave da PKU. O sistema de predi¢ao
pareceu ser bastante eficiente para os gendtipos que possuiam dois alelos nulos, entretanto,
para os genotipos com duas mutagdes com alguma atividade enzimatica residual, o sistema de
previsao pode ser falho, ja que estes genodtipos podem gerar fenotipos distintos.

Dados do teste de responsividade, juntamente com dados moleculares podem ser uteis
para o delineamento de estratégias de tratamento futuros para os individuos com PKU.

Portanto, este trabalho contribuiu para o maior conhecimento da fenilcetontria na

Bahia, em todos os aspectos, seja ele molecular, populacional ou clinico.
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ANEXOS

Anexo 1 - Protocolos para PCR/RFLP

Mutacao Primers + PCR Enzima de Mapa de Restrigao
digestao
IVS10-11G>A 5'TGAGAGAAGGGGCACAAATG3’ Ddel HMS —301pb
5°GCCAACCACCCACAGATGAG3’ HMM - 223 e 78pb
Bflx — 6ul HET- 301, 223 e
Bf (1,5mM com 10% BSA) - 2,5ulL Ddel - 0,5uL 78pb
dNTP (1,25mM) -2,0uL PCR -6ul
P1+P2 (2,5mM cada) -5,0uL
Taq -0,2uL 37°C - 3horas
949C-6’
57°eC-2
72 °C-30”
95 2C -30” }35X
57 °C-1’
72 °C-10’
49C -
Mutacao Primers + PCR Enzima de Mapa de Restrigao
digestao
p.vV388M 5" TGAGAGAAGGGGCACAAATG3’ BsaAl HMS -187 e
5°GCCAACCACCCACAGATGAG3’ 114pb
Bflx — 6ul HMM - 301pb
Bf (1,5mM com 10% BSA) - 2,5uL | BsaAl - 0,5uL HET-301, 187 e
dNTP (1,25mM) -2,0uL PCR -6ul 114pb
P1+P2 (2,5mM cada) -5,0uL
Taq -0,2uL 37°C - 3horas
94 °C-¢6
57°eC-2
72 °C-30”
95 2C -30” }35X
57¢eC-1

72 °C-10
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Mutacdo Primers + PCR Enzima de Mapa de Restricao
digestao
p.I65T 5 TTAGTTCCTGTGACTGTCTC3’ Taql HMS — 72 e 20pb
5’AACGAGAAGGTCTAGATTCG3’ HMM - 92pb
H20-2,5uL HET- 92, 72 e 20pb
Bf (1,5mM com 10% BSA) - 2,5ulL Bf10x — 2ulL
dNTP (1,25mM) -2,5uL Tagl - 0,5ulL
P1+P2 (2,5mM cada) -4,0uL PCR -10uL
Taq -0,2uL
652C — 3horas
94 °C -6’
53eC-2’
72 °C-30"
95 °C -30” }in
53¢eC-1
72 °C-10’
4°C-
Mutacdo Primers + PCR Enzima de Mapa de Restricao
digestao
p.R261Q 5'GGTGATGAGCTTTTAGTTTTCTTTC3" | Hinfl HMS -147 e
5’AGCAAATGAACCCAAACCTC3’ 116pb
Bf — 6uL HMM - 263pb
Bf (1,5mM com 10% BSA) - 2,5uL Hinfl- 0,5ulL HET- 263, 147 E
dNTP (1,25mM) -2,0uL PCR -6ul 116pb
P1+P2 (2,5mM cada) -4,0uL
Taq -0,2uL 372C - 6horas
94 °C -6’
59 eC-2’
72 °C-30"
95 °C -30” }in
59 eC-1’
72 °C-10’

4°C-
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Mutacdo Primers + PCR Enzima de Mapa de Restricao
digestao
p.R252W 5 GGTGATGAGCTTTTAGTTTTCTTTC3" | AVAI HMS —177e 86pb
5'’AGCAAATGAACCCAAACCTC3’ HMM - 263pb
Bf — 8ulL HET- 263,177 e
Bf (1,5mM com 10% BSA) - 2,5ulL AVAI- 0,5ulL 86pb
dNTP (1,25mM) -2,0ulL PCR -8uL
P1+P2 (2,5mM cada) -4,0uL
Taq -0,2uL 372C - 6horas
94 °C -6’
59 eC-2’
72 °C-30"
95 °C -30” }ESX
59 eC-1’
72 °C-10’
4°C-
Mutacdo Primers + PCR Enzima de Mapa de Restricao
digestao
p.R261X 5'GGTGATGAGCTTTTAGTTTTCTTTC3" | Ddel HMS - 263pb
5’AGCAAATGAACCCAAACCTC3’ HMM - 148 e
Bf — 6uL 115pb
Bf (1,5mM com 10% BSA) - 2,5ulL Ddel- 0,5uL HET- 263, 148 e
dNTP (1,25mM) -2,0uL PCR -6ul 115pb
P1+P2 (2,5mM cada) -4,0uL
Taq -0,2uL 372C - 6horas
94 °C -6’
59 eC-2’
72 °C-30"
95 °C -30” }ESX
59 eC-1’

72°C-10
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Mutagao | Primers + PCR Enzima Mapa de
de Restricdo
digestdo

p.R408W | 5’ATGCCACTGAGAACTCTCTT3’ Styl HMS -

5’GATTACTGAGAAACCGAGTGGCC3’ 238pb
Bf — 6ulL HMM —

Bf (1,5mM com 10% BSA) - 2,5uL dNTP (1,25mM) -2,0uL | Styl- 141 e

P1+P2 (2,5mM cada) - 5,0uL 0,5uL 97pb

Taq -0,2uL PCR - HET- 238,
6ulL 141 e

94 °C -6’ 97pb

59¢C-2 37°C-

72 °C-30" 6horas

95 C —30"}35x

59 eC-1

72 °C-10’

4 -
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Implantacéio de uma Rede de ligacdo das Hij il i ias nas Regides
Norte e Nordeste do Brasil

Pesquisador: Angelina Xavier Acosta

Area Tematica: Genética Humana
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que n3o necessita de andlise
ética por parte da CONEP;),

Versao: 1

CAAE: 44708615.1.1001.0049

Instituigao P Hespital Universitario Prof. Edgard Santos-UFBA
Patrocinador Principal: CNPQ

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1410934

Apresentacio do Projeto:
As hiperfenilalaninemias (HPA), em especial, a Fenilcetoniiria (PKU) estdo entre os erros inatos do
(EIM) mais bem por fazerem parte de programas de triagem neonatal em todo o

mundo. No Brasil, o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) garante o rastreamento, confirmacao
diagnéstica e tratamento desta condicdo em todo o pais, através dos Servicos de Referéncia em Triagem
Neonatal
(SRTN). Apesar do PNTN do estado da Bahia oferecer o diagnéstico bioquimico de PKU, a maioria das
i para dos niveis de fenilalanina e firosina & i para as regides
sul e sudeste do pais, realidade também observada nos outros SRTNs da regido norte-nordeste. Além
disso, a investigacdo molecular, através da deteccdo de mutacbes no gene da fenilalanina hidroxilase (PAH)
néo estd prevista,
e existem poucos dados a este respeito na regido norte (N) e nordeste (NE) do Brasil. Ademais, como o
tratamento cléssico para essa doenca é baseada na dietoterapia que é complexa e de longa duracdo, a
adesdo ao tratamento torna-se mais dificil principalmente a partir da idade escolar. Sendo, assim, outras
opcdes terapéuticas que também controlam os niveis de fenilalanina estdo sendo sugeridas como a
dmini: do oral de (BH4). A ividad
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a este fipo de tratamento parece ser multifatorial. sendo o gendtipo um dos seus fatores determinantes.
Ademais, como a principal sintomatologia dos pacientes com PKU ndo tratados € a deficiéncia intelectual
(DI), assim como transtomnos do espectro

autista (TEA), triagens desse EIM em individuos com DI e TEA tomam-se a primeira etapa de investigagio
de desordens bioguimicas neste grupo de pacientes. Diante do exposto, o presente trabalho tem como

objetivo implantar um centro especiali; no diagnéstico e das HPA, no &mbito do SUS
nas regides N e NE, permitindo caracterizar os pacientes com HPA, quanto aos seus aspectos clinicos,
& i iologi ede ivi a0 BH4; além de reavaliar pacientes com

DI que ndo realizaram a triagem neonatal e podem estar diagnosticados erroneamente. Além disso, alguns
trabalhos relataram que Transtoros do Espectro Autista (TEA) também foram associados ao PKU.

do estudo com de PKU p i da regido Norte &
Nordeste para a izaca ipica e iacdo da ao BH4. Além disso, serao
selecionados pacientes com DI e TEA de alguns centros de Salvador-BA para
avaliagdo de aminoacidopatias. O i desta Rede as regides Norte e NE permitira
0 acesso & il igaca de alta gia de i com HPA no SUS dessas
regides. Além disso, sera possivel estimar a frequéncia de HPA como causa de DI ndo diagnosticado e TEA,
© que permitird um il de politicas . visando ndo s6 a atencio adequada a esse

grupo da populaco e as suas familias, mas também o de de
garantindo atendimento adequado na drea da genética clinica para a

populacdo geral Por isso, a implantacao de um centro colaborativo especializado no diagnéstico e
acompanhamento em HPA serd de fundamental importdncia para atender a demanda dessa populacdo.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario

Implantar um centro col: i i no diagnéstico e das HPA no &mbito do
SUS nas regides NO e NE.

Objetive Secundério

+ Determinar o perfil clinico e epidemiolégico das HPA na estudada» Detectar mutacdes no gene
da PAH em individuos com diagnéstico

Enderego: Rus Augusto Visns, s/n® - 1° Andar
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de HPA;
+ Descrever da distribuicio das mutacdes do gene da PAH nas regides norte/nordeste brasileiras;

- Propor painel de mutagdes mais comuns em cada estado do nordeste e alguns estados do norte do Brasil,

para avaliagio individualizada;

+ Definir as bases molecul; ponsaveis pela HPA, di técnicas de biologia molecular para
os individuos procedentes dos estados das regides NO e NE do Brasil;

« Identificar mutacbes i ivas a0 com o cofator idrobiopterina (BHA):

» Testar a resposta bioguimica ac BH4 nos pacientes com ¢d i ponsivas a este
farmaco;

« Comparar o nivel de funcionamento intelectual e cognitivo de pacientes responsivos ao BH4 com grupe de
pacientes com intervencgo dietética apenas:

+ Investigar HPA em pacientes com DI e TEA, atendidos no Servico de Genética Médica do HUPES e do
Laboratério Interdisciplinar de Pesquisa em Autismo

(LABIRINTO) da Escola Bahiana de Medicina;

+ Disponibilizar a de por HPLC para os pacientes com DI e TEA cuja triagem
para HPA tenha sido negativa, disponibilizando exame laboratorial de forma criteriosa e eficiente para

diagnéstico de EIM atendendo & demanda dessas regides que néo dispdem dessa tecnologia no ambito
SUS, minimizando as desigualdades nacionais;
+ Disponil

lizar laboratérios

para i il em projetos de pés-graduacio,
e e a0, iniciacdo cientifica.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Como o projeto possui duas linhas diferentes de pesquisa. Para os participantes da pesquisa que forem
incluides na linha de DI e TEA; e também para os participantes com PKU os riscos estdo associados com a
coleta de sangue que incluem: dor, hematoma, ou outro desconforto no local da coleta. Raramente desmaio
ou infecges no local de pungdo podem ocorrer. Cuidados devem ser tomados para minimizar esses
riscos Somente os pacientes com PKU que participarem da avaliacio de resposta ac BH4 podem ocorrer
efeitos colaterais que ndo séo conhecidos até o momento ou néo foram relatados.

Beneficios

Para os da pesquisa di i com PKU seré possivel implantar a nivel SUS a

a0 de

ces p a0 com o cofator
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tetrahidrobiopterina (BH4): além de ser possivel para estes pacientes responsivos a este tipo de tratamento
propor este protocolo no dmbito SUS, especialmente para aqueles pacientes com graves dificuldades em
‘sequir a dieloterapia padrdo J para os pacientes com DI e TEA serd possivel determinar a eficlogia destas
doencas, o que podera beneficiar, e muito, o participante da pesquisa j& que

para as hij inemias existem di ivei:

Comentirios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Vide conclusbes.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
TCLE e Termo de Assentimento adequados.

Recomendagdes:

Vide conclusdes

C des ou Pendéncias e Lista de 5

Apés anilise do protocolo e do TCLE e do Termo de i postados i pelo

Pesquisador, o CEP foi favordvel a aprovacéo de protocolo.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

0 participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de refirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa. sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12) e
deve receber uma cdpia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado.

O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apés andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou, aguardando seu
parecer, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao sujeilo participante ou quando constatar a
superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram ac8o imediata.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do i g medidas imedi frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.
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Eventuais modificacbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Relatérios parciais e final devem ser ap
términe do estudo.

ao CEP, inici em I I e ao

Situacgo: Projeto Aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Qutros TCLE PKU doc 12/08/2015 Postado|
15:03.01
Outros Termo de Assentimento Para 12/082015 Postado/
Menores.doc. 15:02:42
Tnformagdes Dasicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 0410572015 Aceito
do Projeto ROJETO 482460.pdf 12:56:29
Outros Equipe 2jpg T4i05/2015 Aceio
12:55:52
Outios Equipe pdl 0410572015 Aceito
12:54 58
Qutros Carta Encaminhamento ao CEP pdf 04/05/2015 Aceito
12:54.21
Declaragao de Carta Anuéncia Servico de Genética pdf| 04/05/2015 Aceito
Instituicao e 12:53:54
Declaracéo de Carta Anuéncia FMJ.pdf 04/05/2015 Aceito
Instituicao e 12:53:38
Declaracao de Carta Anuéncia Ceara pdf 04/05/2015 Aceito
Instituicao e 12:53:24
Declaracdo de Carta Anuéncia APAE.pdf 04/05/2015 Aceito
Instituicio e 12:53:10
Declaragao de Carta Anuéncia Bahiana pdf 04/05/2015 Aceito
Instituicao e 12:52:59
Folha de Rosto Folha de Rosto.pdf 04/05/2015 Aceito
12.51:47
TCLE/Termos de | TCLE PKU.pdf 25/0372015 Aceito
Assentimento / 10:30:19
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Justificativa de  TCLE PKU_pdf 25/03/2015 Aceito

éncia 10:30:19

Projeto Detalhado /| CNPq Doencas Raras Angelina 50372015 Aceiio
Brochura Xavier pdf 09:25:24
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