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“Someone told me long ago

There's a calm before the storm

| know, it's been comin' for some time
When it's over, so they say

It'll rain a sunny day

| know, shinin' down like water

| wanna know, have you ever seen the rain?

| wanna know, have you ever seen the rain

Comin' down on a sunny day?

[...]"

Have You Ever Seen The Rain?

From the album Pendulum — by Creedence Clearwater Revival
(Writer: John Fogerty, 1971)
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B
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Banco de dados de variantes dos genes relacionados com outros
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Gene codificador da proteina mitocondrial fosfatase 2C
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4 RESUMO

Introdugao: As Aminoacidopatias sdo um grupo de Erros Inatos do Metabolismo
onde defeitos em enzimas do metabolismo de aminoacidos causam o acumulo de
substratos metabdlicos, que podem ser extremamente neurotéxicos. Entre as
Aminoacidopatias, temos as Hiperfenilalaninemias Genéticas, que incluem a
Fenilcetonuria, causada por variantes bialélicas do gene PAH, que codifica a
fenilalanina hidroxilase, enzima responsavel pela conversao da fenilalanina em
tirosina. Temos ainda, a Deficiéncia de Tetrahidrobiopterina, que ocorre por defeitos
nas vias de sintese de novo ou de reciclagem da tetrahidrobiopterina, um cofator
da fenilalanina hidroxilase, entre outras enzimas. A via metabdlica da
Tetrahidrobiopterina é codificada pelos genes GCH1, GCHFR, PTS, PCBD1,
QDPR e SPR. Variantes patogénicas nestes genes levam ao funcionamento
incorreto desta via e consequentemente, defeitos nos neurotransmissores
produzidos a partir dela. E também, as Hiperfenilalaninemias Genéticas podem ser
causadas pela presenca de variantes patogénicas no gene DNAJC12. Além das
Hiperfenilalaninemias genéticas, temos a Doenga da Urina do Xarope do Bordo,
onde a via do complexo da desidrogenase dos alfa-cetoacidos de cadeia
ramificada, codificada pelos genes BCKDHA, BCKDHB e DBT esta defeituosa,
levando ao acumulo dos aminoacidos de cadeia ramificada leucina, isoleucina e
valina, além dos seus respectivos a-cetoacidos. Objetivos gerais: |. Realizar o
diagndstico molecular de pacientes com suspeita clinica e/ou bioquimica de
Hiperfenilalaninemias e Doenga da Urina do Xarope do Bordo através de
sequenciamento massivo paralelo; Il. Caracterizar o perfil genético de uma amostra
de pacientes brasileiros com Fenilcetonuria; Il. Caracterizar o perfil genético de uma
amostra de pacientes brasileiros com Deficiéncia de Tetrahidrobiopterina; e lll.
Caracterizar o perfil genético de uma amostra de pacientes brasileiros com Doencga
da Urina do Xarope do Bordo. Metodologia: Esse estudo é transversal e possui
uma amostragem por conveniéncia. Foram incluidos pacientes com diagndstico
bioquimico de Fenilcetonuria, Deficiéncia de Tetrahidrobiopterina e Doenca da
Urina do Xarope do Bordo. Para a analise genética, foi realizado o sequenciamento

massivo paralelo na plataforma lon Torrent Personal Genome Machine™,
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utilizando painel de genes contendo os genes envolvidos nestas trés doencas
(PAH, GCHFR, GCH1, PTS, QDPR, PCBD1, SPR, BCKDHA, BCKDHB e DBT). A
analise de variantes ocorreu nos softwares Enlis Genome Research e lon
Reporter™. A analise da profundidade do sequenciamento foi realizada no software
IGV. Os bancos de dados PAHvdb, PNDdb, HGMD, Clinvar, gnomAD e ABraOM
foram utilizados. A patogenicidade das variantes foi determinada pelos critérios do
American College of Medical Genetics and Genomics. Dados clinicos foram obtidos
através de revisao de prontuarios. Variantes novas e conflituosas foram analisadas
pelo sequenciamento automatizado de Sanger. A associagao genotipo-fendtipo,
quando possivel, foi efetuada com o apoio do banco de dados BioPKU e de
informagdes da literatura. A modelagem molecular foi realizada utilizando-se
sequéncias da proteina selvagem do Protein Data Bank, com os softwares
DeepView, I-TASSER e FoldX 5.0. Resultados: Nos 33 pacientes nao relacionados
com Fenilcetonuria, foram identificadas 26 variantes patogénicas diferentes, sendo
uma nova (c.524C>G), esta classificada como potencialmente patogénica. As
variantes mais frequentes encontradas foram ¢.1315+1G>A (n = 8/66), c.473G>A
(n = 6/66), e c.1162G>A (n = 6/66). Na Deficiéncia de Tetrahidrobiopterina, foram
analisados quatro pacientes (duas irmas), nos quais se identificou seis variantes no
gene PTS, destas trés novas: c.84-2A>G, c.134A>T e c.403A>G. A ultima prevista
como potencialmente patogénica, enquanto as demais sao classificadas como
patogénicas. Nos dezoito pacientes com a Doenga da Urina do Xarope do Bordo
analisados, foram encontradas 21 variantes, sendo sete novas: ¢.1237C>T no gene
BCKDHA e ¢.80_90dup, c.384delA, c.478A>T, ¢.528C>G, c.977T>C e ¢.1039-
2A>G no gene BCKDHB. Todas as variantes novas foram classificadas como
patogénicas. N&o foram encontradas variantes frequentes nos pacientes
analisados. A maioria das variantes encontradas se concentram no gene BCKDHB.
Conclusdes: Foram encontradas 26 variantes no gene PAH, incluindo uma
variante nova e com isso se evidencia a heterogeneidade alélica do gene PAH. Em
27,7% dos pacientes, que nado haviam realizado o teste de responsividade a
tetrahidrobiopterina, foi possivel obter a provavel responsividade de acordo com os
dados disponiveis no banco de dados BioPKU. Ainda, 30,3% dos pacientes
corroboraram os dados disponiveis no banco de dados e 12,1% dos pacientes
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apresentaram divergéncia em relagcdo aos dados disponiveis no banco. Na
Deficiéncia de Tetrahidrobiopterina, foi possivel complementar o diagnéstico de trés
pacientes, todos com alteracbes no gene PTS e trés variantes novas foram
identificadas. No entanto, nao foi possivel realizar as associagdes genotipo-fenétipo
nestes pacientes. Por fim, os pacientes com a Doenca da Urina do Xarope do Bordo
mostraram um perfil genético heterogéneo, com variantes nos trés principais genes
causadores da doenca. No total, 21 variantes foram identificadas, sete novas.
Associagdes genotipo-fendtipo neste gene nao foram possiveis devido a
heterogeneidade alélica e divergéncias entre as informacgdes clinicas dos pacientes
por conta do diagndstico tardio.
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5 ABSTRACT

Introduction: Aminoacidopathies are a group of inborn errors of metabolism,
caused by deficiency in enzymes involved in amino acid metabolism, which lead to
the accumulation of the substrate, whom can be extremely neurotoxic. Between the
aminoacidopathies, there are the genetic hyperphenylalaninemia, which comprises
phenylketonuria, a disease caused by biallelic variants in the PAH gene. This gene
encodes the phenylalanine hydroxylase, the enzyme that converts phenylalanine
into tyrosine. We also have the tetrahydrobiopterin deficiency, a cofactor to the
phenylalanine hydroxylase and other enzymes. This condition can be caused by
pathogenic variants in genes involved in the tetrahydrobiopterin biosynthesis or
regeneration (e.g.: GCH1, GCHFR, PTS, PCBD1, QDPR, and SPR), leading to
defects in neurotransmitters generated after this pathway. Besides the genetic
hyperphenylalaninemia, there is the maple syrup urine disease, caused by variants
in the genes that encodes elements of the branched-chain o-ketoacid
dehydrogenase complex (BCKDC) pathway (e.g., BCKDHA, BCKDHB, and DBT),
leading to the accumulation of the branched-chain amino acids leucine, isoleucine
and valine, and their respective a-ketoacids. Aims: |. Perform the molecular
diagnosis of the patients with clinical or biochemical suspect of genetic
hyperphenylalaninemia and maple syrup urine disease through massive parallel
sequencing; Il. Characterization of the genetic profile from a sample of
phenylketonuria’s Brazilian patients; Ill. Characterization of the genetic profile from
a sample of Brazilian patients diagnosed with tetrahydrobiopterin deficiency; and IV.
Characterization of the genetic profile of the maple syrup urine disease Brazilian
patients. Methodology: This is a transversal study, with a convenience sample. We
included patients with biochemical diagnosis of phenylketonuria, tetrahydrobiopterin
deficiency, and maple syrup urine disease. For the genetic analysis, we performed
the massive parallel sequencing in the lon Torrent Personal Genome Machine™
platform, using a gene panel containing the genes for the diseases previously
described. The variant filtering was performed in the Enlis Genome Research and
lon Reporter™ software. IGV software was used to the detection of the depth of
sequencing. The databases PAHvdb, PNDdb, HGMD, ClinVar, gnomAD, and
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ABraOM were consulted. The pathogenicity of the variants was determined by the
American College of Medical Genetics and Genomics criteria. Novel and conflicting
variants were analyzed by automated Sanger sequencing. Genotype-phenotype
association, when it was possible, was performed using the BioPKU database and
literature review. Molecular modelling was performed with the wild type protein
sequence from Protein Data Bank and the softwares DeepView, I-TASSER, and
FoldX 5.0. Results: In the phenylketonuria’s patients, 26 different pathogenic
variants were identified, and of those, one variant (c.524C>G) was novel and
classified as likely pathogenic. The most frequent variants found were ¢.1315+1G>A
(n=8/66), c.473G>A (n = 6/66), and c.1162G>A (n = 6/66). In the four patients with
tetrahydrobiopterin deficiency analyzed (two siblings), six variants of the PTS gene
were found, three of them novel: c.84-2A>G, c.134A>T, and c.403A>G. The first
two variants were classified as pathogenic and the last one as likely pathogenic. In
the eighteen patients diagnosed with maple syrup urine disease, 21 variants were
found and of those, seven were novel: ¢c.1237C>T in the BCKDHA gene, and
¢.80_90dup, c.384delA, c.478A>T, ¢.528C>G, ¢.977T>C, and ¢.1039-2A>G in the
BCKDHB gene. All the variants were classified as pathogenic. We did not found
frequent variants in the analyzed patients and most of them were found located in
the BCKDHB gene. Conclusions: Our study shows high allelic heterogeneity in the
PAH gene, with 26 variants in the PAH gene, including a novel variant. Using data
from BioPKU it was possible to infer the tetrahydrobiopterin responsivity of 27.7%
of the patients, that did take the responsivity test. On 30.3% of the patients, the
BioPKU data corroborated with the biochemical assay while for 12.1% it did not. It
the tetrahydrobiopterin deficiency it was possible to complement the diagnosis of
three patients, all with alterations in the PTS gene and three novel variants where
identified. However, it was not possible to establish a genotype-phenotype
association for these patients. At least, patients with the maple syrup urine disease
presented a more heterogeneous genetic profile, with variants found in the three
main related genes. In total, 21 variants were identified, including seven novel.
Genotype-phenotype association was not established in these patients as there was
allelic heterogeneity, and divergence between the patients’ medical story due to the
late diagnosis’.
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6 INTRODUGAO

6.1 Erros Inatos do Metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) consistem em um grupo de doengas
genéticas em que ha a interrupgcdo do metabolismo de algum substrato por defeito
total ou parcial nas enzimas, seus cofatores ou proteinas auxiliares, levando ao
acumulo celular destes substratos, a deficiéncia de produtos intermediarios criticos,
deficiéncia de produtos especificos ou o excesso de produtos nocivos oriundos de
vias metabdlicas intermediarias. O termo erros inatos do metabolismo foi utilizado
pela primeira vez em 1908, por Sir Archibald Garrod, na descrigdo das doencgas
geneéticas alcaptonuria, albinismo, pentosuria e cistinuria e ainda trouxe a relagéo
com a heranga Mendeliana. A heranga dos EIM é usualmente autossGmica
recessiva ou ligada ao X. Poucas doencgas apresentam heranga autossOmica
dominante (Lanpher et al. 2006; Arnold 2018).

Apesar de raros, os EIM em conjunto apresentam um numero significante de
doengas, que podem ser pleiotropicas e envolver qualquer 6rgdo ou sistema, e
podem ser associados com um risco agudo de descompensagdo metabdlica
(Hoffmann et al. 2017).

Os EIM podem ser divididos, de acordo com Saudubray et al. (2019), em:
grupo 1 — moléculas pequenas; grupo 2 — moléculas complexas (ambos
subdivididos em acumulo e deficiéncia); e grupo 3 — desordens de metabolismo
energético primario.

O acumulo anormal de compostos téxicos, como pequenas moléculas,
proximo ao defeito na via metabdlica leva ao desenvolvimento de condigcdes por
intoxicagdo aguda ou progressiva. Este grupo engloba EIMs de catabolismo de
aminoacidos (aminoacidopatias), como as hiperfenilanalinemias genéticas, a
doenca da urina do xarope do bordo, homocistinuria e também outras doencgas
como disturbios do ciclo da ureia, acidurias organicas, galactosemias, entre outros.
A deficiéncia de pequenas moléculas por sua vez, engloba todos os defeitos de
carreadores de moléculas essenciais devido ao defeito do transporte de uma
molécula essencial através da membrana celular. Em se tratando de aminoacidos,

o paradigma aqui se da por defeitos no carreador para o cérebro, o LAT1, que
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ocorre por variantes patogénicas no gene SLC7AS, resultando no transporte
defeituoso de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) (Scalise et al. 2018;
Saudubray et al. 2019).

Ja os EIMs de moléculas complexas resultam na interrupgdao do metabolismo
de moléculas que ndo sao soluveis em agua ou difusiveis. Alguns exemplos dessas
moléculas s&o glicogénio, esfingolipideos, fosfolipideos, glicosaminoglicanos,
oligossacarideos, glicoproteinas, acidos nucléicos, entre outros. O processo de
metabolizacdo dessas moléculas ocorre em organelas como mitocondrias,
lisossomos, peroxissomos, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e vesiculas
sinapticas, com vias metabodlicas que envolvem diferentes organelas e requerem
transportadores proteicos (Saudubray et al. 2019).

E por fim, os EIMs de metabolismo energético primario envolvem defeitos
em processos de geragcdo energética, sendo as principais, as doengas
mitocondriais. Ha também a categoria de defeitos energéticos do citoplasma e de
carreadores moleculares e moléculas energéticas (Saudubray et al. 2019).

Atualmente, ha cerca de 1596 EIMs, divididos em 24 categorias (Ferreira et
al. 2021). Mundialmente, a prevaléncia dos EIMs é de 50,9 para cada 100.000

recém nascidos vivos (Waters et al. 2018).

6.2 Aminoacidopatias

As aminoacidopatias sdo um grupo de EIMs onde a conversdo de um
aminoacido para o seu produto correspondente ndo ocorre por defeitos em uma
enzima ou cofator da via metabdlica, resultando no acumulo deste aminoacido na
célula (Wasim et al. 2018). Entre os diferentes tipos de aminoacidopatias, temos
alguns grupos que envolvem enzimas mitocondriais, como os defeitos na
desidrogenase dos alfa cetoacidos de cadeia ramificada, que leva a Doenga da
Urina do Xarope do Bordo ou em defeitos na ornitina aminotransferase, que leva a
atrofia girata da coroide (Hoffmann et al. 2017). Ambas as doengas sé&o
aminoacidopatias por ndo envolverem metabdlitos ativados por coenzimas A (CoA).
Esse critério também distingue aminoacidopatias de acidurias organicas
(Vaidyanathan et al. 2011).
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6.2.1 Disturbios do metabolismo da fenilalanina

A fenilalanina (Phe) € um aminoacido aromatico essencial para seres
humanos, possuindo um papel chave na sintese de tirosina (Tyr), catecolaminas,
dopamina, noradrenalina e adrenalina (Bender 2012; Blanco and Blanco 2017). A
obtencao de fenilalanina em seres humanos se da principalmente pela alimentacao
(Blanco and Blanco 2017).

Condigbes que levam ao acumulo de Phe acima dos limites normais (120
umol/L) no organismo sao classificados como hiperfenilalaninemias. As
hiperfenilanalinemias podem ocorrer por fatores genéticos, levando a doencgas
como fenilcetonuria, deficiéncia de  tetrahidrobiopterina  (BHs) ou
hiperfenilalaninemia devido a variantes patogénicas no gene DNAJC12.

6.2.1.1 Fenilcetonuria

Em 1934, Ivar Asbjgrn Fglling se deparou com um caso de duas irmas com
retardo mental severo. Ele testou a urina das irmas com cloreto férrico e encontrou
a presenca de corpos cetdnicos, que posteriormente veio a identificar como acido
fenilpirdvico. O composto até entdo era novo na natureza e Foalling chegou a
conclusdao de que ele se originou do metabolismo da fenilalanina dietética e
denominou a condi¢ao de oligofrenia fenilpiravica (Felling 1994).

O trabalho com o acido fenilpiravico continuou com Lionel Penrose, que
descreveu o padrdo de heranca desta doenca, como mendeliano recessivo.
Penrose ainda fez um paralelo de seu trabalho com o trabalho de Garrod e assim,
passou a denominar a condicdo de oligofrenia fenilpiruvica como fenilcetonuria
(Penrose 1935).

O aminoacido Phe é convertido em Tyr no figado, pela enzima fenilalanina
hidroxilase (Figura 1; PAH, EC 1.14.16.1) (Blau and van Spronsen 2014). A enzima
PAH depende ainda, do cofator BH4, da coenzima nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH), de oxigénio, ferro e hidrogénio molecular para realizar a
conversdo da Phe em Tyr. Ha ainda a presenca da proteina DnaJ Heat Shock
Protein Family (Hsp40) Member C12 (DNAJC12) agindo como uma cochaperona
(van Spronsen et al. 2021). A enzima PAH possui estrutura tetramérica, com
subunidades de 52 kDa, compostas de um dominio regulatério (residuos 1-110),

com uma cauda N-terminal ndo estruturada (residuos 1-29), um dominio catalitico
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(residuos 111-410) e um dominio de oligomerizagao (residuos 411-452), o qual é
responsavel pela dimerizagao e subsequente tetramerizagcao da PAH (Flydal et al.
2019). A PAH é codificada pelo gene PAH, localizado no cromossomo 12, com 90
kb e 13 éxons (Blau 2016). A PKU possui um padrdo de heranga autossémico
recessivo e variantes patogénicas no gene PAH levam a defeitos na formagéo da
enzima PAH e resultam numa condi¢do clinica conhecida como fenilcetonuria
(PKU, OMIM #261600) (van Spronsen et al. 2017). Atualmente, ha cerca de 1.282
variantes descritas para o gene PAH no banco de dados PAHvdb
(http://www.biopku.org/) e 1.117 variantes patogénicas descritas no banco de
dados Human Gene Mutation Database (HGMD) (Stenson et al. 2017).

Piruvato Alanina

Fenilalanina
\/ amédnia liase
Fenilpiruvato <

€ Fenilalanina ——> Trans-cinamato + aménia

Fenilalanina
(histidina)
transaminase

s, DNAJC12 atuando como
- uma co-chaperona

BH,4
Fenilalanina Fe2*

hidroxilase O,
NADH + H2*
) ‘ BH,
Fenllalan.ma \ H,0
descarboxilase . . NAD*
Tirosina
CO,
v
Feniletilamina DOPA
Fenil-lactato
v
Dopamina

Fenilacetato v
Noradrenalina

v
Adrenalina

Figura 1. Rota metabdlica da fenilalanina no figado. A reagado de conversao de fenilalanina em
tirosina é feita pela enzima fenilalanina hidroxilase, a qual utiliza o cofator tetrahidrobiopterina,
NADH, ferro,hidrogénio e oxigénio molecular. O DNAJC12 age como uma cochaperona. A rota
alternativa da fenilalanina envolve a conversdo deste aminoacido em seus metabdlitos secundarios,
o fenilpiruvato, fenillactato e fenilacetato. Ainda, ha em plantas e algumas bactérias, fungos e
leveduras, a via da fenilalanina amoénia liase, que resulta em transcinamato e aménia. Adaptado de
Blau and van Spronsen (2014); Al Hafid and Christodoulou (2015); van Spronsen et al. (2021).

Variantes patogénicas causadoras de PKU tém frequéncias diferentes de
acordo com a regiao. No mundo, a variante mais frequente é a p.Arg408Trp, com
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frequéncia alélica de 22,2% (Hillert et al. 2020). Na Europa e em populagbes da
Alemanha esta variante também é comum, abrangendo de 24,6% e 36% dos casos
de PKU (Aulehla-Scholz and Heilbronner 2003; Hillert et al. 2020). No Brasil, esta
variante esta presente em 6,8% dos casos de PKU (Hillert et al. 2020). No mundo,
ainda ha as variantes ¢.1066-11G>A (6,4%) e p.Arg261Gin (5,5%) apontadas como
as mais prevalentes (Hillert et al. 2020).

O diagnostico de PKU, realizado até entdo pelo teste colorimétrico através
de uma solucao de cloreto férrico, apresentou um salto com o trabalho de Robert
Guthrie, que desenvolveu um método para o diagndstico de PKU, utilizando um
teste de inibicao bacteriana (BIA), com o objetivo de realizar a triagem de um grande
numero de criangas em relagdo aos niveis sanguineos de Phe (Fglling 1994). Este
teste pode ser aplicado facilmente em todo o mundo gragas ao desenvolvimento
dos papéis filtro que foram utilizados como meio de transporte para o sangue
neonatal (os cartdes de Guthrie) (Chace and Hannon 2016). O BIA consistia na
comparagao do padréao de crescimento bacteriano, que ocorre com a presencga de
Phe no meio. A Phe compete com o inibidor de crescimento bacteriano e permite o
crescimento bacteriano, e o tamanho das zonas de crescimento bacteriano sera
comparado com padrées de amostras de sangue. Entretanto, este teste é
semiquantitativo e apresenta problemas como a interferéncia no crescimento
bacteriano por conta da presencga de antibiticos no sangue (Bodamer 2010).

A triagem neonatal e o diagnostico de PKU evoluiram bastante desde entao.
Apo6s o sucesso do teste BIA, com o avango das tecnologias de diagnostico e
deteccdo, veio o ensaio fluorimétrico para a fenilalanina, o qual permitiu uma
automacgao no diagnostico de PKU. Outros métodos analiticos que surgiram foram
a cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e a cromatografia gasosa (GC),
ambos laboriosos e demorados. Estes dois métodos podem ser acoplados a um
espectrOmetro de massas (MS), permitindo um sistema mais poderoso de detecgéo
(HPLC-MS e GC-MS), porém apresentam problemas de tempo e praticidade de
uso. Atualmente, o método de diagnostico de PKU considerado padr&o ouro, € o
espectrOmetro de massas em tandem (MS/MS), que detecta a Phe e a Tyr, e ainda
oferece uma sensibilidade maior em relagdo aos outros métodos. O MS/MS utiliza
o principio de que a Phe é o substrato e a Tyr € o produto da via metabdlica e com
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isso, a razao entre os dois é necessaria para obter uma confiabilidade maior na
analise (Chace and Hannon 2016). No Brasil, até recentemente, o programa
nacional de triagem neonatal (PNTN) englobava apenas uma aminoacidopatia, a
PKU (Brasil. Ministério da Saude. 2001; Brasil. Ministério da Saude. 2016).
Somente no ano atual, a triagem neonatal ira englobar as hiperfenilalaninemias de
uma forma geral (Brasil 2021).

A prevaléncia da PKU mundial € em média de 1:10.000 recém-nascidos,
enquanto na Europa varia entre 1:850-112.000 recém-nascidos vivos (Republica
de Carachai-Circéssia, Russia e Finlandia, respectivamente) (van Spronsen et al.
2021). Nos Estados Unidos da América, a prevaléncia é de 1:10.000 recém-
nascidos vivos (Hillert et al. 2020). No Brasil, a prevaléncia é de 1:25.000 recém-
nascidos vivos e na regido Sul, a prevaléncia varia entre 1:12.000-16.000 recém
nascidos vivos (Trevisan et al. 2015; Vieira Neto et al. 2018).

A PKU pode ser classificada em diferentes fendtipos, de acordo com os
niveis plasmaticos de Phe. Na Tabela 1, estdo indicados os tipos de PKU e seus
niveis correspondentes de Phe. A hiperfenilalaninemia leve até 360 pmol/L
usualmente nao requer tratamento (Hillert et al. 2020).

Tabela 1. Fendtipos bioquimicos da fenilcetonuria e seus respectivos niveis de fenilalanina.

Fenétipo Niveis de Phe

Normal 50-120 pmol/L ou 0,8-2 mg/dL
Hiperfenilalaninemia leve 120-600 pmol/L ou 2-10 mg/dL
PKU Leve 600-1.200 ymol/L ou 10-20 mg/dL
PKU Classica >1.200 pmol/L ou >20 mg/dL

Fonte: Blau et al. (2010); Hillert et al. (2020); van Spronsen et al. (2021).

O primeiro tratamento para PKU foi proposto por Horst Bickel e Louis |. Woolf
em 1953, consistindo de uma dieta com restricido de alimentos com Phe e
suplementagcdo de aminoacidos, vitaminas, minerais, elementos tracos e acidos
graxos essenciais. A dieta mostrou melhorias em alguns sintomas de PKU, como
as convulsdes epilépticas (Woolf and Adams 2020). O tratamento evoluiu desde
entao.

Atualmente, o tratamento padrao para a PKU consiste em uma dieta restrita
em alimentos altamente proteicos (como carnes, peixes, ovo, queijos derivados de

leite animal, nozes, sementes, aveia, quinoa, trigo, cevada, soja, lentilhas e feijdes,
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aspartame, gelatinas, e outros), com o uso de férmula metabdlica livre de Phe, que
ira fornecer os demais aminoacidos e outros compostos essenciais para que o
organismo funcione corretamente. A dieta da PKU é uma das mais restritivas e a
adesao ao tratamento costuma ser estressante para as familias (MacDonald et al.
2020).

Alternativas ao tratamento dietético vem sido estudadas desde 1980, com o
primeiro estudo descrevendo a possibilidade do uso da fenilalanina amoénia liase
(PAL, EC 4.3.1.5) como uma alternativa a enzima PAH defeituosa, uma opcéo de
terapia de substituigdo enzimatica. A PAL utiliza a fenilalanina como substrato para
produzir trans-cinamato e amoénia (Figura 1) (Hoskins et al. 1980). No entanto, o
primeiro estudo clinico com a PAL foi ocorrer apenas em 2014. O maior problema
da PAL, como uma opgao de tratamento, € a imunogenicidade, que precisa ser
contornada para que a enzima recombinante chegue ao seu alvo e possa exercer
seu papel (Sarkissian and Gamez 2005). Para resolver esse problema, entrou em
cena o polietilenoglicol (PEG), que tem a fungdo de proteger a PAL do
reconhecimento imune e posterior degradagcdo pelo sistema imunologico,
permitindo com que a PAL chegue ao seu alvo. A PAL com o uso de PEG passa a
ser denominada PEG-PAL (Gamez et al. 2005). O primeiro ensaio clinico
envolvendo a PEG-PAL foi realizado em 2014 e demonstrou a seguranca e eficacia
da rAVPAL-PEG na reducdo da concentracdo de Phe no sangue (Longo et al.
2014). Em 2018, a agéncia de regulamentacao de alimentos e medicamentos dos
Estados Unidos da América (FDA) aprovou um composto que utiliza o PEG-PAL
como tratamento para a PKU, a pegvaliase.

Em 1999, foi descoberto que o cofator BHs em alguns pacientes com PKU,
desempenhou um papel na redugao dos niveis plasmaticos de Phe, abrindo um
potencial terapéutico para a PKU (Kure et al. 1999). Estudos posteriores
demonstraram que o BH4 desempenha uma fung&o de chaperona farmacologica,
prevenindo defeitos no dobramento da PAH e sua degradagao (Pey et al. 2004;
Hole et al. 2016). Além disso, o dicloridrato de sapropterina, um analogo do BHa,
também demonstrou aumento da atividade enzimatica da PAH em alguns genétipos
(Heintz et al. 2013). Testes para avaliar a responsividade ao BHs foram
desenvolvidos e estes testes podem ser feitos em dois tempos: 24h ou 48h. Se a
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redugdo da Phe plasmatica é igual ou maior a 30% apods o periodo do teste, o
paciente € considerado responsivo. Do contrario, o paciente € considerado nao-
responsivo (Fiege and Blau 2007; Utz et al. 2012; Blau and van Spronsen 2014).

Com a descoberta da acdo desempenhada pelo BH4 como uma chaperona
farmacoldgica e de que esta é influenciado pelo gendtipo, abriu-se as portas para
estudos da correlagcéo gendtipo-fenotipo em PKU. Bancos de dados para as HPAs
genéticas foram criados e essa informagéo foi centralizada dentro da plataforma
BioPKU (http://biopku.org/), que engloba ndo apenas dados sobre variantes do
gene PAH no banco PAHvdb, mas também dados sobre o gendtipo e fendtipo de
pacientes, no banco BioPKUdb. Os outros bancos disponiveis dentro desta
plataforma serdo abordados mais para frente. O BioPKUdb engloba dados a partir
da literatura e inclusdo pelos pesquisadores, desde as variantes do gene PAH,
incluindo os gendtipos de cada paciente, o tipo de PKU, a responsividade ao BHa,
a regiao do mundo onde aquele genatipo foi localizado e dados sobre a predigéo
da atividade da enzima PAH, responsividade ao BH4 e valores de associagao alelo-
fendtipo (Wettstein et al. 2015; Garbade et al. 2019). Atualmente, o BioPKUdb tem
aproximadamente 17.804 registros de casos de PKU.

Outros tratamentos promissores para a PKU envolvem a terapia génica e de
mRNA, bem como probioticos. Através de sistemas de CRISPR-Cas, realizando
um reparo direto no DNA, foi possivel restaurar mais de 20% da atividade da enzima
PAH em modelos de ratos com fenilcetonuria (Villiger et al. 2018). Outra forma de
terapia génica que apresenta potencial, mas ainda esta longe de ser aplicada em
testes clinicos € o uso vetores de virus adeno-associados (AAV). Ratos Pahev?
(que apresentam um quadro similar a PKU classica), apés serem injetados com
AAV portando a verséo correta do gene PAH, passaram a ter niveis normais de
Phe e Tyr pelo resto de suas vidas (Ahmed et al. 2020). Outra metodologia que
podera gerar um novo tratamento para PKU no futuro € o uso de nanoparticulas
lipidicas carreando moléculas de mRNA do gene PAH. Protegido por essas
nanoparticulas, o mMRNA pode ser absorvido no figado, onde hepatocitos podem
utiliza-lo para produzir a forma funcional da enzima. Estudos animais demonstraram
a eficacia desse método para outros EIMs como a galactosemia e a doenga de
Fabry, mas ainda n&o ha estudos publicados utilizando esta metodologia com PKU
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(van Spronsen et al. 2021). Os probiéticos, por sua vez, sao bactérias e leveduras
vivas que podem ter papel modulador na microbiota intestinal , inclusive na
prevencao e tratamento de algumas doengas (Butel 2014). Esta em estudos
clinicos a utilizagdo do probiotico geneticamente modificado, SYNB1618, contendo
genes que expressam enzimas capazes de metabolizarem a Phe em condigdes
anodxicas no intestino de mamiferos. Em modelos de ratos, esse probidtico
demonstrou a reducado de 38% de Phe em comparagcdo com os controles. Esse
probidtico converte a Phe em transcinamato, o qual é excretado na urina (Isabella
et al. 2018).

6.2.1.2 Deficiéncia de Tetrahidrobiopterina

A BH4 € um cofator para diversas vias metabdlicas, incluindo as vias de
biossintese e degradacdo de alguns aminoacidos, como a fenilalanina, tirosina,
triptofano, arginina e também de vias do sistema de 6xido nitrico, sendo que estas
vias estdo também envolvidas na sintese de neurotransmissores e como
consequéncia, defeitos na via da BHs podem levar a defeitos nos
neurotransmissores (Thdény et al. 2000; Foroozani et al. 2015).

A BHs4 em nossas células tem duas origens: pela via de novo, onde ocorre a
sintese da BHas a partir de um sinal de feedback pela GFPR (proteina regulatéria do
feedback da GTP ciclohidrolase 1) que regula a atividade da enzima GTP
ciclohidrolase 1 (GTPCH, EC 3.5.4.16), esta converte GTP (trifosfato de guanosina)
em trifosfato de 7,8-dihidroneopterina. Este produto por sua vez, € processado pela
enzima 6-piruvoil tetrahidropterina sintase (PTPS, EC 4.2.3.12), originando o novo
produto, 6-piruvoiltetrahidrobiopterina. Este produto entdo, dara origem a BHa,
através da agao da enzima sepiapterina reductase (SR, EC 4.1.1.17). Apds a agéao
da BH4 nas vias metabdlicas, o produto resultante, pterina-4-carbinolamina, pode
ser reciclado pela via de reciclagem. Na via de reciclagem, a pterina-4-
carbinolamina € reciclada em dihidrobiopterina quinoide pela enzima pterina-4-a-
carbinolamina desidratase (PCD, EC 4.2.1.96) e este produto sera enfim
transformado em BH4 pela enzima dihidropteridina quinoide reductase (DHPR, EC
1.5.1.34) (Figura 2) (Himmelreich et al. 2021).
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Figura 2. Via metabdlica do cofator BH4, que pode ser obtido de duas formas, através da sintese
de novo, onde um sinal de feedback é enviado pela proteina regulatéria da GTPCH e inicia-se a
sintese da BH4 a partir de uma molécula de GTP e a via de reciclagem, onde a pterina-4-
carbinolamina, produto resultante da acdo da BH4 nas vias metabdlicas, é reciclado novamente em
BH4. GFPR: proteina regulatdria do feedback da GTP ciclohidrolase 1. GTPCH: GTP ciclohidrolase
1. PTPS: 6-piruvoil tetrahidropterina sintase. SR: sepiapterina reductase. PCD: pterina-4-o-
carbinolamina desidratase. DHPR: dihidropteridina quinoide reductase. DHFR: dihidrofolato
redutase. Phe: fenilalanina. Tyr: tirosina. Trp: triptofano. Arg: arginina. NOS: 6xido nitrico. Adaptado
de Blau and Erlandsen (2004).

Por conta das diferentes enzimas participantes da via metabdlica da BHs4, a
deficiéncia de uma destas enzimas leva a deficiéncia de BH4 e ainda, podemos
classificar a deficiéncia de BHs de acordo com a enzima deficiente (Tabela 2).

As deficiéncias de BH4 apresentam manifestagdes clinicas em comum, como
a deficiéncia de dopamina e o desequilibrio de outros neurotransmissores como
serotonina, norepinefrina ou epinefrina no sistema nervoso central. O diagndstico
diferencial se da por sintomas como hipotonia, desenvolvimento motor e cognitivo
comprometido, disturbios do movimento (distonias), bradicinesia, rigidez
extrapiramidal e instabilidade postural. (Opladen et al. 2020).
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Tabela 2. Diferentes fenétipos da deficiéncia de BH4 e seus respectivos genes.

Fenétipo Gene afetado
Deficiéncia de GTPCH (AR: OMIM #233910 e AD: OMIM #128230) GCH1
Deficiéncia de PTPS (OMIM #261640) PTS
Deficiéncia de PCD (OMIM #264070) PCBD1
Deficiéncia de DHPR (OMIM #261630) QDPR
Distonia dopa-responsiva devido a deficiéncia de SR (OMIM SPR

#612716)

AR: Autossémica recessiva. AD: autossdmica dominante. Fonte: Opladen et al. (2020).

Todas as formas da deficiéncia de BHs possuem heranga autossémica
recessiva, com excegao da deficiéncia de GTPCH, que possui além do padrao de
heranga autossémico recessivo, o padrdo de heranca autossémico dominante
(Opladen et al. 2020).

A prevaléncia da deficiéncia de BH4 mundial € desconhecida, mas sabe-se
que 1-2% dos casos de HPAs genéticas sdo devido a deficiéncia de BHas. Ainda, a
enzima que esta mais frequentemente alterada é a PTPS, em 54-60% dos casos
de deficiéncia de BH4, seguido pela deficiéncia de DHPR (Longo 2009; Opladen et
al. 2020). No Brasil, um estudo encontrou 40% dos casos envolvendo a enzima
PTPS e relatou a falta de estudos sobre a frequéncia da deficiéncia de BH4 na
populagao brasileira, porém, na regido sul do Brasil, a incidéncia da deficiéncia de
BH4 é de aproximadamente 1:400.000 e no Estado de Minas Gerais, a frequéncia
€ bem menor, 2,1:1.000.000 recém nascidos vivos (Jardim et al. 1994; Souza et al.
2018). Ainda, a deficiéncia de BH4 nao fazia parte do PNTN, o qual realizava a
triagem apenas da fenilcetonuria (Brasil. Ministério da Saude. 2001). O diagnéstico
das deficiéncias de BH4 da-se pela medigao das biopterinas e neopterinas na urina
e da atividade da DHPR em sangue no papel filtro (Tabela 3) (Blau and van
Spronsen 2014).

O tratamento da deficiéncia de BHs4 usualmente envolve a terapia de
reposi¢cao com a levodopa e o 5-hidroxitriptofano. Em alguns casos, acido folinico,
agonistas da melatonina e dopamina podem ser necessarios para um melhor

resultado do tratamento (Opladen et al. 2020).
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Tabela 3. Fenétipos da deficiéncia de BH4 e seus respectivos biomarcadores diagnoésticos.

Fenétipo Neopterina Biopterina Primapterina Atividade de DHPR
Deficiéncia de GTPCH Diminuida Diminuida Nao alterada N&o alterada
Deficiéncia de PTPS Aumentada Diminuida N&o alterada N&o alterada
Deficiéncia de PCR Aumentada Diminuida ou Aumentada N&o alterada

normal
Deficiéncia de DHPR Normal Aumentada N&o alterada Reduzida

ou normal

Fonte: Werner et al. (2011); Opladen et al. (2020).
Na Tabela 4, temos um resumo dos genes envolvidos com a deficiéncia de
BH4 e suas caracteristicas.

Tabela 4. Relagao de genes relacionados com a deficiéncia de BH4, suas respectivas enzimas,
éxons e numero de variantes descritas nos bancos de dados PNDdb e HGMD.

Gene Enzima Exons Variantes —- PNDdb Variantes - HGMD
GCH1 GTPCH 6 327 272
PTS PTPS 6 198 134
QDPR DHPR 7 141 70
SPR SPR 3 104 31
PCBD1  PCBD 4 32 11
GCHFR Proteina GTPFR 3 0 0

Fonte: PNDdb (http://www.biopku.org/) e Stenson et al. (2017).

Estudos de identificagdo de variantes patogénicas para deficiéncia de BH4
existem em diferentes populagdes, porém, dados sobre prevaléncia de variantes
patogénicas em populagdes na literatura foram encontrados somente para
populagdes orientais. O gene PTS apresenta variantes patogénicas frequentes na
populagdo asiatica: p.Asn52Ser, p.Pro87Ser, p.Lys91Arg, p.Asn96Asn e c.84-
291A>G. Ja as variantes p.Phe20Leu e p.Glu81Glu sédo especificas nas populagdes
das Filipinas e do Japéao (Liu et al. 1998; Thony and Blau 2006; Chiu et al. 2012;
Himmelreich et al. 2021). Variantes patogénicas comuns em pacientes caucasianos
nao foram detectadas na populagdo chinesa (Liu et al. 1998). Em populagdes
arabes, a deficiéncia de PTPS é relativamente comum, com a variante p.Met80Val
sendo a mais frequente (Almannai et al. 2019). Ja na Russia, a variante patogénica
mais comum ¢é p.Thr106Met (32%) (Gundorova et al. 2021). No gene QDPR, a
variante p.Arg221Ter esta presente em 27,8% dos pacientes chineses (Lu et al.
2014). Curiosamente, ndo foram encontrados relatos de variantes patogénicas
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prevalentes nos genes GCH1, PCBD1, SPR e GCHFR sugerindo que a maioria das
mutagdes nestes genes sejam privadas entre as familias (Horvath et al. 2008;
Himmelreich et al. 2021).

6.2.1.3 Defeitos no gene DNAJC12

O gene DNAJC12 codifica uma cochaperona pertencente a familia HSP40
(Heat Shock Protein 40), que é altamente conservada entre todos os organismos.
A DNAJC12 é uma proteina HSP40 do tipo Ill, também conhecida como proteina
da subfamilia C, que inclui ao menos 23 membros, e esta possui especificidade
para os substratos que sédo designados para estas proteinas (Kampinga and Craig
2010). HSP40 sao também conhecidas como Dnad, por possuirem um dominio J
que € responsavel pela ligacdo e recrutamento de chaperonas da familia
HSP70/DnaK. A familia HSP70 é responsavel pelo controle da proteostase celular,
como o dobramento de cadeias de proteinas nascentes, importacdo de proteinas
para organelas, além de desempenhar um papel na recuperagdo de proteinas
agregadas e na montagem de multiplos complexos proteicos (Dekker et al. 2015;
Radons 2016). Ao mesmo tempo, a proteina DNAJC12 também interage com as
enzimas PAH (Figura 1), tirosina hidroxilase e triptofano hidroxilase, entre outras
(Anikster et al. 2017).

A primeira descrigado de HPA por deficiéncia de DNAJC12 (OMIM #606060)
foi feita em 2017 por Anikster e colaboradores e esta é classificada como uma HPA
leve e imita a deficiéncia de BH4, com perfil normal de pterinas e apresentando
sintomas como desordens progressivas do movimento, distonia proeminente e
déficit cognitivo (Anikster et al. 2017; Blau et al. 2018; van Spronsen et al. 2021).

O gene DNAJC12 esta localizado no cromossomo 10, possui 5 éxons e
possui 17 variantes patogénicas descritas no banco de dados HGMD e 18 variantes
descritas no banco de dados PNDdb (http://www.biopku.org/) (Stenson et al. 2017).
Em casos de HPA leve, sem achados bioquimicos e moleculares de PKU ou de
deficiéncia de BH4, recomenda-se realizar a analise molecular do gene DNAJC12
(Anikster et al. 2017; Blau et al. 2018).

A proteina DNAJC12 ainda apresenta indicios de agir como uma
modificadora da PKU, levando a estabilizagdo e desestabilizagdo da PAH em

diferentes niveis de acordo com a variante apresentada pelo paciente (Gallego et

31



al. 2020). Esse papel pode explicar as inconsisténcias na correlagao genétipo-
fendtipo, bem como, na responsividade ao BH4. Ha evidéncias de que a DNAJC12
ajuda a melhorar a estabilidade da enzima PAH em pacientes com as variantes
patogénicas p.Leu48Ser, p.lle65Thr e p.Arg261Gl, ao contrario do que ocorre com
as variantes p.Glu280Lys, p.Leu348Val e p.Val388Met (Gallego et al. 2020).
Variantes de troca de sentido de PAH levam a diferentes graus de desestabilizagédo
conformacional (Gersting et al. 2008).

6.2.2 Disturbios do metabolismo da leucina, isoleucina e valina

Os aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) leucina (Leu), isoleucina (lle)
e valina (Val) sdo aminoacidos essenciais, importantes para a sintese de proteinas
(Conway and Hutson 2016). Porém, diferente de outros aminoacidos, eles nao
possuem metabdlitos unicos, e sdo metabolizados em metabdlitos intermediarios
comuns. A Leu é cetogénica e ira resultar na formacdo de acetil CoA e
acetoacetado, enquanto a lle é cetogénica e glucogénica, resultando em succinil
CoA (em bactérias, ela ira resultar em propionil CoA). Por serem altamente
hidrofébicos, os BCAAs possuem um papel importante no dobramento de proteinas
globulares e na interagao entre proteinas de membrana e lipideos. Um exemplo de
sua importancia € o motivo ziper de leucina, essencial na interagado de proteinas
com o DNA. Leu geralmente leva a cadeia proteica a formar a-hélices, enquanto lle
e Val formam folhas B-pregadas (Bender 2012).

Os BCAAs sao metabolizados pela via do complexo da desidrogenase dos
o-cetoacidos de cadeia ramificada (BCKDC, EC 1.2.4.4), onde comega com a
transaminagao da Leu, lle e Val, resultando nos seus respectivos a-cetoacidos, que
sdo convertidos em suas respectivas CoA pelo BCKDC, e este é regulado pelo
PP2Cm (Figura 3) (Brosnan and Brosnan 2006; Conway and Hutson 2016;
Sperringer et al. 2017).
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Figura 3. Rota metabdlica dos aminoacidos de cadeia ramificada Leucina, Isoleucina e Valina. A
metabolizagdo destes aminoacidos comecga pela transaminagéo, resultando nos seus respectivos
o-cetoacidos. Apos, a desidrogenase dos o-cetoacidos de cadeia ramificada (BCKDC), que é
regulada pela fosfatase PP2Cm, realiza a conversao destes a-cetoacidos em suas respectivas CoA.
Adaptado de (Sperringer et al. 2017).

Defeitos genéticos na via metabolica do BCKDC resultam na Doenga da
Urina do Xarope do Bordo (MSUD, OMIM # 248600) ou numa forma branda de
MSUD, causada pela deficiéncia de PPM1K, o gene da PP2Cm.

6.2.2.1 Doenca da Urina do Xarope do Bordo

A MSUD (do inglés Maple Syrup Urine Disease) foi descrita pela primeira vez
em 1954 por Menkes e colaboradores. Quatro irmaos chamaram-lhes a atengéo
por apresentarem sintomas neurologicos de severidade progressiva, que se iniciou
na primeira semana de vida e resultou no o6bito aos trés meses do inicio dos
sintomas. Uma caracteristica marcante desta doenca, € um cheiro bem similar ao
de xarope do bordo na urina dos pacientes e outros sintomas observados foram
edema cerebral, convulsdes, espasticidade e problemas respiratorios. (MENKES et
al. 1954). Com base nisso, a doenga passou a ser chamada de doenga da urina do
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agcucar do bordo. Posteriormente, os pesquisadores vieram a identificar os
compostos presentes na urina dos pacientes com MSUD como sendo os BCAAs
Leu, lle e Val e seus correspondentes a-cetoacidos e com isso, a doenga também
recebeu o nome de leucinose, cetoaciduria de cadeia ramificada ou cetonuria de
cadeia ramificada (MENKES 1959).

Em 1960, Dancis e colaboradores demonstraram que o bloqueio que leva a
MSUD esta localizado na descarboxilacdo dos a-cetoacidos de cadeia ramificada.
A transaminacdo dos BCAAs né&o € afetada e posteriormente, vieram a descobrir
que a descarboxilacdo dos trés a-cetoacidos de cadeia ramificada ocorre na
mitocéndria, no BCKDC (Dancis et al. 1960; Chuang 1998). A maior parte da
atividade dessa via metabdlica ocorre no musculo (54-66%), figado e rins (9-13%
em cada), e atividade consideravel no cérebro (9-20%) (Mazariegos et al. 2012).

A MSUD ocorre por defeitos na via do BCKDC, que é um complexo proteico
composto por trés componentes cataliticos: a desidrogenase dos a-cetoacidos
(E1), a dihidrolipoil transacilase (E2) e a dihidrolipoamida desidrogenase (E3)
(Figura 4). O componente E1 ainda € composto por duas subunidades, a E1a, que
é codificada pelo gene BCKDHA que possui 9 éxons e 129 variantes descritas no
banco de dados HGMD, e a E1, codificada pelo gene BCKDHB, com 11 éxons e
160 variantes descritas no HGMD. Ainda, o componente E2 é codificado pelo gene
DBT (dihydrolipoamide branched chain transacylase), com 11 éxons e 95 variantes
patogénicas descritas no banco de dados HGMD, e o componente E3, pelo gene
DLD, que sera abordado em outra segao (Stenson et al. 2017; Phipps et al. 2019).

O diagnéstico de MSUD é feito por analise quantitativa através de MS/MS e
cromatografia de aminoacidos ou pela analise do biomarcador aloisoleucina. Este
biomarcador ndo é detectado em individuos higidos ou com outras condigbes
clinicas que possam vir a elevar os niveis plasmaticos de BCAA, porém a
aloisoleucina muitas vezes n&o € corretamente detectada em recém-nascidos.
Outros testes que podem confirmar o diagnéstico de MSUD sao as analises de
BCAAs e seus respectivos a-cetoacidos na urina (Phipps et al. 2019). A gravidade
da MSUD esta relacionada a neurotoxicidade dos aminoacidos acumulados,
especialmente a leucina e seu a-cetoacido (Chiong et al. 2016). Uma das

consequéncias do acumulo de leucina € a hipoglicemia, devido a excessiva
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producgéo de insulina, estimulada por esse aminoacido (Barschak et al. 2008). De
outro lado, ha pouca toxicidade associada com o aumento dos niveis de isoleucina
e valina em comparagao com leucina (Brunetti-Pierri et al. 2011).

/ 4 Y N \\

Ela
PP2Cm
E1 E2 E3
o)
E1B
_ _ AN N //

Figura 4. Estrutura do complexo da BCKD, com suas subunidades, a sua fosfatase reguladora e a
enzima quinase reguladora. Adaptado de: Chuang (1998); Blackburn et al. (2017).

Até o ano atual, a MSUD né&o estava incluida no PNTN e por conta disso,
varios pacientes possuem diagnostico tardio e sequelas neuroldgicas irreversiveis
(Brasil. Ministério da Saude. 2001). A inclusdo da MSUD na triagem neonatal vai
permitir com que o diagnaostico seja realizado de maneira uniforme no pais, evitando
subdiagnésticos e atrasos no tratamento (Brasil 2021).

A frequéncia mundial de MSUD ¢é de 1:185.000 recém nascidos vivos
(Chapman et al. 2018), porém, em algumas populagdes a frequéncia € muito maior.
Por exemplo, nos Antigos Mennonitas a incidéncia € de 1:358 e na populagao da
Galicia, na Espanha, a incidéncia € de 1:52.541 recém nascidos vivos
(Puffenberger 2003; Couce et al. 2015). Na populagéo brasileira, Herber et al.
(2015) relata que ha casos nao diagnosticados no pais e por conta disso, a
incidéncia reportada de MSUD é menor do que a esperada. Nao ha dados recentes
sobre a prevaléncia de MSUD na populagao brasileira (Margutti et al. 2020).

A MSUD apresenta duas classificagdes fenotipicas da doenca: a primeira,
de acordo com a gravidade fenotipica (Tabela 5) e a segunda, de acordo com o
gene defeituoso (Tabela 6).

O fendtipo mais comum e severo de MSUD ¢é o classico (Phipps et al. 2019).
Entre os fendtipos de MSUD, a deficiéncia de E3 apresenta alguns sintomas
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distintos dos demais, sendo causada por defeitos no gene DLD e por isso sera

abordada em uma secéao a parte.

Tabela 5. Classificagao de MSUD de acordo com o fenétipo e suas manifestagoes clinicas.

Fendtipo Manifestacdes clinicas

Classico Inicio neonatal, cheiro de xarope do bordo (similar ao cheiro de
agucar queimado) no cerumen e urina, ma alimentagéo,
irritabilidade, letargia, opistétono, distonia focal, letargia, coma e

falha respiratoria central.

Intermediario ou Cheiro de xarope do bordo no cerimen e urina, atraso no
variante crescimento, ma alimentacdo, irritabilidade, atrasos no

desenvolvimento e encefalopatia.

Intermitente Crescimento e desenvolvimento inicial normal, porém podem ocorrer

descompensacdes episddicas que podem ser graves.

Responsivo a tiamina Similar ao fenotipo intermitente.

Deficiéncia de E3 Acidose latica, atraso no desenvolvimento, com disfuncao
neurolégica de inicio posterior ou doenca hepatica isolada em
adultos, hipotonia e convulsoes.

Fonte: Burrage et al. (2014); Conway; Hutson (2016); Strauss; Puffenberger; Morton (2013).

A MSUD ocorre por variantes patogénicas bialélicas nos genes do BCKDC
e a heranca destas variantes € autossOmica recessiva. Excetuando algumas
populag¢des onde ha efeito fundador, n&o ha registros formais de variantes comuns
da MSUD na populacéo brasileira, apenas em populacdes especificas como os
Antigos Mennonitas e os Judeus Ashkenazis (Edelmann et al. 2001; Kuhl et al.
2017; Margutti et al. 2020). Entre os genes do BCKDC, a maioria das variantes
patogénicas reportadas concentra-se no gene BCKDHB, seguido pelo gene
BCKDHA e pelo gene DBT, padrao observado na populagédo brasileira também
(Nellis and Danner 2001; Henneke et al. 2003; Park et al. 2011; Margutti et al. 2020).
A unica excegao reportada foi na coorte de 30 pacientes portugueses, onde o gene
BCKDHA foi o mais frequentemente mutado, seguido pelo gene DBT e pelo
BCKDHB (Quental et al. 2008).

O tratamento para a MSUD é uma dieta com a redugdo de BCAAs na

alimentagao e suplementagdo com formula contendo tiamina e livre de BCAAs, de
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forma a manter os niveis plasmaticos dentro do estipulado pelo tratamento: Leu
entre 75-200 uMol/L em pacientes <5 anos e 75-300 pMol/L nos pacientes <5 anos;
lle e Val entre 200-400 uMol/L (Frazier et al. 2014; Herber et al. 2015). Conforme a
fase da doencga, o tratamento pode variar, sendo a fase aguda a que exige um
tratamento mais agressivo, visando a redugéo dos niveis de leucina (Herber et al.
2015).

Tabela 6. Classificagao fenotipica de MSUD de acordo com o gene afetado.

Fendtipo Gene afetado
Elaou A BCKDHA
E1B ou IB BCKDHB
E2oulll DBT

E3 ou lll DLD

IV ou cinase BCKDK

V ou fosfatase PP2Cm PPM1K

Fonte: Chuang (1998).
Quando o paciente apresenta alteragées no gene que codifica o componente

E2, ele pode apresentar responsividade a tiamina, de acordo com o seu gendtipo e
quando ha a responsividade, o paciente deve receber a correta suplementacao
desta vitamina na dieta (Frazier et al. 2014; Phipps et al. 2019). Ha ainda alguns
genotipos associados com formas severas da doenga, porém ha estudos
reportando dificuldades no estabelecimento de associagbes gendtipo-fendtipo, e
mesmo pacientes que em teoria deveriam apresentar responsividade a tiamina nao
se mostraram responsivos (Flaschker et al. 2007; Gupta et al. 2015).

Entre as alternativas para tratamento da MSUD esta o fenilbutirato de sodio,
que pode ser utilizado como um adjuvante que leva ao aumento do fluxo residual
na via BCKDC, alterando a enzima E1, e a administracdo de norleucina, a qual
supde-se que inibe a atividade da transaminase de cadeia longa, além de competir
com a leucina na passagem pela barreira hematoencefalica (Zinnanti et al. 2009;
Brunetti-Pierri et al. 2011). Em modelos animais, ainda, a administracdo de
antioxidantes mostra melhorias na perda de memoria geralmente associada ao
estresse oxidativo causado pelo acumulo dos metabdlitos da MSUD (Scaini et al.
2012). O estresse oxidativo na MSUD também pode ser tratado através da L-
carnitina, sendo uma potencial terapia adjuvante para a doenga (Mescka et al.
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2011). No entanto, os tratamentos acima ainda ndo estao disponiveis no pais.
Existe também a possibilidade de transplante hepatico, a qual ja é uma realidade
no Brasil, utilizado principalmente em pacientes com frequentes descompensagdes
metabdlicas, as quais podem ocorrer independente da adesdo ao tratamento.
Pacientes que foram submetidos ao transplante hepatico apresentam melhoras nos
niveis de BCAAs e aumento na tolerancia para a leucina. A efetividade do
transplante mostra que, prover de 9 a 13% da atividade do complexo do BCKAD é
suficiente para levar a homeostase dos BCAAs (Badell et al. 2013). O ponto chave
desse tratamento € a possibilidade de transplante dominé: os pacientes com MSUD
podem doar seu figado para outros pacientes que estejam na fila para transplante
hepatico, de acordo com a compatibilidade. Isso faz com que outros pacientes néo
portadores de MSUD sejam beneficiados com esta opgao terapéutica (Burrage et
al. 2014). No entanto, Mazariegos et al. (2012) reportam que o transplante hepatico

nao reverte os danos neurolégicos causados pela doenca.

6.2.2.2 Deficiéncia de E3 e o Gene DLD

A deficiéncia de E3 foi descrita primeiramente por Robinson et al. (1977) e
resulta em deficiéncia de desidrogenase dos cetoacidos combinada, sendo o mais
severo dos fenétipos de MSUD (Chuang et al. 2006).

A enzima dihidrolipoamida desidrogenase, que compde a subunidade E3 do
BCKDC ¢ codificada pelo gene DLD (dihydrolipoamide dehydrogenase). Esta
enzima, além de ser um componente comum do BCKDC, faz parte do complexo da
piruvato desidrogenase e do complexo da desidrogenase do a-cetoglutarato
(Chuang et al. 2006). Variantes patogénicas neste gene levam a deficiéncia de E3
(OMIM #248600). Esta deficiéncia é extremamente rara e seu fenétipo apresenta
algumas caracteristicas que o diferem do quadro geral de MSUD, como acidose
latica, hipoglicemia e sindrome de Leigh (Ambrus and Adam-Vizi 2018).

O gene DLD caracteriza-se por possuir 14 éxons e 30 variantes patogénicas
descritas no banco de dados HGMD (Stenson et al. 2017). A taxa de carreadores
da deficiéncia de E3 é em judeus Ashkenazi, 1:94-1:110 e a frequéncia da doencga
é de 1:35.000-1:48.000 (Scott et al. 2010).
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6.2.2.3 PP2Cm e o Gene PPM1K

O gene PPM1K codifica uma proteina fosfatase 1K dependente de
Mg?*/Mn?* que também é conhecida como PP2Cm, proteina fosfatase mitocondrial
tipo 2C (Pan et al. 2015). A proteina PP2Cm esta exclusivamente localizada na
fragdo soluvel da matriz mitocondrial e modula o funcionamento dessa organela,
bem como, a abertura da permeabilidade do poro de transicdo da membrana
mitocondrial, que é critico na regulagéo da morte celular (Lu et al. 2009). Tanto que
a perda da PP2Cm leva a apoptose e ao desenvolvimento cardiaco anormal em
zebrafish (Lu et al. 2007). Além de sua fungéo de fosfatase do BCKDC, a PP2Cm
€ um regulador chave no catabolismo dos BCAAs, interagindo com a subunidade
E2 (Figura 3) (Zhou et al. 2012).

O gene PPM1K possui 7 éxons e tém atualmente 4 variantes patogénicas
descritas no banco de dados HGMD (Stenson et al. 2017). Polimorfismos (SNPs)
na sequéncia codificadora de PPM1K podem alterar significativamente a atividade
desta fosfatase ou a responsividade do BCKD (Zhou et al. 2012). Variantes
patogénicas neste gene podem ainda causar uma forma leve de MSUD (OMIM
#611065), bem como, levar a um aumento das concentragdes de espécies reativas
de oxigénio e assim ativar cascatas especificas de sinalizagao celular de estresse
(Oyarzabal et al. 2013).

6.3 Transportador LAT1

Os aminoacidos neutros longos (LNAAs) sao fenilalanina, tirosina, triptofano,
treonina, metionina, valina, isoleucina, leucina e histidina (van Spronsen et al.
2009). O transporte dos LNAAs para o cérebro pela barreira hematoencefalica e
placenta ocorre através do transportador de aminoacidos neutros independente de
sodio e pH LAT1, que é codificado pelo gene SLC7AS. LAT1 pertence a familia 7
dos carreadores de solutos (SLC7), familia esta que possui 15 membros em
humanos, dois dos quais sado pseudogenes. As 13 proteinas desta familia sdo
classificadas em dois subgrupos, os transportadores de aminoacidos catiénicos e
as subunidades light (LATs) dos transportadores de aminoacidos heterodiméricos
(Scalise et al. 2018).

O sistema heterodimero possui duas subunidades, uma subunidade leve,

LAT1, e uma subunidade pesada, CD98, que é codificada pelo gene SLC3AZ2. Este
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sistema realiza o transporte de Histidina, Isoleucina, Metionina, Cisteina, Valina,
Leucina, Treonina, Fenilalanina, Tirosina e Triptofano, bem como, catalisa o
transporte dos horménios da tiredide T3 e T4, do precursor da dopamina, L-DOPA,
bem como de compostos exdgenos que séo relacionados com aminoacidos, como
as drogas melfalano, baclofeno e gabapentina (Prasad et al. 1999; Napolitano et al.
2017; Scalise et al. 2018).

Com 10 éxons, o gene SLC7AS possui 7 variantes patogénicas descritas no
banco de dados HGMD (Stenson et al. 2017). Apesar de existirem estudos
envolvendo o LAT1 e PKU, ainda nao esta muito clara a correlagéo entre variantes
no gene SLC7A5 e PKU, visto que nenhuma das variantes identificadas alteraram
os residuos de aminoacidos ou levaram a formagéo de novos sitios de splicing em
pacientes com PKU (Zhang et al. 2020). Entretanto, Bik-Multanowski et al. (2021)
relatam que o polimorfismo rs113883650 pode influenciar na quantidade de Phe no
cérebro de pacientes com PKU, podendo ser um dos fatores responsaveis pela
diferencga interindividual da vulnerabilidade cerebral a toxicidade por Phe, porém
estudos em grupos maiores de pacientes sdo necessarios para que esta hipotese

seja comprovada.
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7 JUSTIFICATIVA

Os EIMs sdo doencas genéticas onde uma enzima defeituosa leva ao
acumulo do substrato e a auséncia do seu produto, sendo este substrato muitas
vezes neurotoxico. O diagnostico dos EIMs de aminoacidos é feito usualmente pela
medida dos aminoacidos, de um biomarcador ou de moléculas correspondentes no
sangue ou na urina dos pacientes, através de MS/MS, método considerado o
padrao ouro.

Para os EIMs, em especial as aminoacidopatias, o diagnostico precoce € de
extrema importancia, pois os sintomas neuroldgicos sao irreversiveis e o tratamento
deve ser iniciado o mais rapido possivel, a fim de evitar o desenvolvimento e
progressao destes sintomas. Ainda, varios EIMs tém sintomas clinicos similares e
meétodos diagnosticos que permitam a analise de multiplas doengas podem vir a ser
importantes para que haja um ganho de tempo nesse processo e
consequentemente, conclusdo da saga da investigagdo, um processo que pode vir
a ocorrer com algumas doengas genéticas. Os painéis génicos oferecem uma
oportunidade de se analisar mais de 100 doengas em uma unica rodada e ainda, a
pesquisa molecular pode ter um papel complementar com o diagnéstico bioquimico,
sendo que a incorporagdo do MPS no algoritmo de diagnostico pode aumentar a
acuracia desse processo (Reid et al. 2016; Ghosh et al. 2017).

No caso das deficiéncias de BH4, ndo ha a realizagdo no Brasil da medicéo
da atividade de DHPR e da biopterina e neopterina. Ja na MSUD, n&o ha a medi¢ao
da aloisoleucina disponivel no Sistema Unico de Saude (SUS) ou no Servigo de
Informagdes sobre Erros Inatos do Metabolismo e na Rede Doenga da Urina do
Xarope do Bordo, e o diagnéstico é feito pela medigao dos niveis de Leu e Val no
sangue e pela medigao dos acidos organicos na urina.

Apesar de o padrao ouro ser o diagnostico bioquimico, alternativas para o
diagnodstico sao importantes. A analise do gendtipo permite a obtencdo de mais
informacdes sobre os fendtipos das doengas, bem como, alternativas de tratamento
no caso dos pacientes com gendtipo responsivo ao BH4. No entanto, a analise
genética pelo método de sequenciamento automatizado de Sanger, apesar de ser

considerado o padrédo ouro para analises genéticas, € extremamente laborioso e

41



custoso (Cao et al. 2014). Metodologias que possibilitem a analise de multiplos
genes, como o sequenciamento massivo paralelo (MPS), sao uteis para que a
analise possa ser realizada de maneira menos onerosa, rapida e eficaz.
Abordagens dirigidas de analise genémica como os painéis génicos permitem que
sensitividade do método diagndstico aumente (Remec et al. 2021).

Ainda, variantes patogénicas pouco descritas ou n&o descritas devem ser
analisadas de forma criteriosa, a fim de classifica-las da melhor forma,
principalmente com os critérios do Colégio Americano de Genética Médica e
Gendmica (ACMG), descritos em Richards et al. (2015).
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8 OBJETIVOS

8.1 Objetivos Gerais
l. Caracterizar o perfil genético de uma amostra de pacientes brasileiros
com fenilcetonuria;
I. Caracterizar o perfil genético de uma amostra de pacientes brasileiros
com deficiéncia de tetrahidrobiopterina;
[I. Caracterizar o perfil genético de uma amostra de pacientes brasileiros

com doencga da urina do xarope do bordo.

8.2 Objetivos especificos

i) Caracterizar as variantes presentes no gene PAH, causador de
fenilcetonuria, em uma amostra de pacientes brasileiros;

i) Realizar a associagao das alteragdes moleculares observadas no
fendtipo de pacientes com fenilcetonuria com o desfecho de
responsividade a tetrahidrobiopterina;

iii) Caracterizar as variantes presentes nos genes PTS, GCH1, QDPR,
PCBD, GCHFR e SPR -causadores das deficiéncias de
tetrahidrobiopterina em pacientes brasileiros;

iv) Realizar a associagao entre os gendtipos e os fenétipos da deficiéncia de
tetrahidrobiopterina;

v) Determinar as variantes presentes nos genes BCKDHA, BCKDHB e DBT
em uma amostra de pacientes brasileiros com MSUD;

vi) Caracterizar a associagao entre gendtipo e fendétipo de pacientes com
MSUD.
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9 CAPITULO 1 - Phenylketonuria Diagnosis by Massive Parallel Sequencing
and Genotype-Phenotype Association in Brazilian Patients

Artigo publicado na revista Genes (Basel).

Citagcao: Tresbach RH, Sperb-Ludwig F, Ligabue-Braun R, Tonon T, de Oliveira
Cardoso MT, Heredia RS, da Silva Rosa MTA, Martins BC, Poubel MO, da Silva
LCS et al. (2021) Phenylketonuria diagnosis by massive parallel sequencing and
genotype-phenotype association in brazilian patients. Genes (Basel) 12:1-12. doi:
10.3390/genes12010020
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Abstract: Phenylketonuria (PKU) is a common inborn error of amino acid metabolism in which the
enzyme phenylalanine hydroxylase, which converts phenylalanine to tyrosine, is functionally im-
paired due to pathogenic variants in the PAH gene. Thirty-four Brazilian patients with a biochemical
diagnosis of PKU, from 33 unrelated families, were analyzed through next-generation sequencing in
the Ion Torrent PGM™ platform. Phenotype-genotype correlations were made based on the BioPKU
database. Three patients required additional Sanger sequencing analyses. Twenty-six different
pathogenic variants were identified. The most frequent variants were ¢.1315+1G>A (n = 8/66),
c473G>A (n=6/66), and ¢.1162G>A (n = 6/66). One novel variant, ¢.524C>G (p.Pro175Arg), was
found in one allele and was predicted as likely pathogenic by the American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG) criteria. The molecular modeling of p.Pro175Arg indicated that this
substitution can affect monomers binding in the PAH tetramer, which could lead to a change in the
stability and activity of this enzyme. Next-generation sequencing was a fast and effective method for
diagnosing PKU and is useful for patient phenotype prediction and genetic counseling.
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1. Introduction

Phenylketonuria (PKU, OMIM #261600) is an autosomal recessive inborn error of
metabolism in which the conversion of phenylalanine (Phe) to tyrosine by the phenylala-
nine hydroxylase (EC 1.14.16.1) is defective, resulting in partial or total inactivity of the
conversion due to biallelic variants in the PAH gene [1]. Untreated Phe accumulation leads
to irreversible neurological effects, such as impaired cognitive development in children
and seizures [2].

The treatment for PKU consists of Phe-free dietary management and supplementation
with the Phe-free metabolic formula [3,4]. The use of sapropterin dihydrochloride may be
also recommended for tetrahydrobiopterin (BH4)-responsive patients [5].

In Brazil, the public health system neonatal screening program performs biochemical
screening for PKU by the detection of Phe in dried blood spots (DBS). If the results are
abnormal, an additional blood sample is requested to confirm the diagnosis and begin
treatment. The confirmatory test includes the measurement of blood Phe and tyrosine
concentrations [6].

The PAH gene comprises 13 exons and 12 introns, resulting in a 452-residue protein.
Worldwide, about 1188 variants in the PAH gene have been described in the PAHvdb
(http:/ /www.biopku.org) and about 1013 variants in the Human Gene Mutation Database
(HGMD, http:/ /www.hgmd.cf.ac.uk) [7]. The molecular investigation is sometimes the key
to concluding the diagnosis of PKU and, consequently, assists in improving the treatment.
The gold standard for gene variant detection in PKU patients is Sanger sequencing, which
is costly and time-consuming [8]. Next-generation sequencing allows massive parallel
deep-level sequencing, i.e., analyzing the entire exome or a targeted gene panel, which
results in increased diagnostic sensitivity, faster sequencing and an inexpensive process [9].
PAH genotype data can be used for the prediction of BH4 responsiveness [9].

This study aimed to perform a molecular diagnosis of Brazilian PKU patients through
massive parallel sequencing to confirm the diagnosis and obtain new data that can improve
the choice of treatment for some patients.

2. Materials and Methods
2.1. Subjects

A total of 34 (33 nonrelated) nonconsanguineous PKU patients were recruited (fe-
male = 18, classic PKU = 22, mild PKU = 10, and undefined PKU type = 2), of whom 7 had
complete previous genotyping, and 7 had incomplete previous genotyping. Of the total
cohort, 23 patients were seen at the HCPA Medical Genetics Service (Porto Alegre, Rio
Grande do Sul-RS, Brazil), and 11 were seen at the Hospital de Apoio de Brasilia Neonatal
Service on Newborn Screening, Genetics Unit (Distrito Federal-DF, Brazil).

For the patients from RS, a BHy deficiency was previously excluded by the mea-
surement of 6,7-dihydropteridine reductase (DHPR) activity in the blood or DBS and of
biopterins and neopterins in urine or DBS. Information such as the Phe level at diagnosis,
age at diagnosis, age at treatment initiation, BHy responsiveness [10,11], and previous geno-
typing diagnosis of the patients were obtained retrospectively from the medical records.

2.2. DNA Extraction and Sequencing

Total blood samples were collected, and DNA extraction was performed with an Easy-
DNA gDNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), according
to the manufacturer’s instructions. The DNA samples were quantified in Qubit (Thermo
Fisher Scientific).

A targeted gene panel was designed using the Ion AmpliSeq Designer (Thermo Fisher
Scientific) to include all the exonic regions and intron-exon boundaries of the PAH gene
and of the genes causing BHy deficiencies (GCH1, GCHFR, PTS, PCBD1, QDPR, and SPR).
Genomic DNA libraries were prepared using an Ion AmpliSeq™ Library Kit 2.0 (Thermo
Fisher Scientific), followed by purification with magnetic beads (AMPure beads). The
samples were sequenced in an Ion Torrent PGM Platform (Thermo Fisher Scientific, server
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version 5.0, Waltham, MA, USA), with a minimal coverage of 250X at the Unidade de
Pesquisa Laboratorial (Centro de Pesquisa Experimental, Hospital de Clinicas de Porto
Alegre).

Massive parallel sequencing data were analyzed using Torrent Suite 5.0.5 (Thermo
Fisher Scientific) to perform the base-calling procedure. IGV 2.8.2 [12] was used for
detection of the depth of sequencing and coverage failures that could suggest deletions.
Variants were filtered by Enlis Genome Research (Enlis Genomics, Berkeley, CA, USA)
and Ion Reporter software (Thermo Fisher Scientific), as well as the following databases:
ClinVar, Phenylalanine Hydroxylase Gene Locus-Specific (PAHvdb) [9], and Human Gene
Mutation Database.

Novel, conflicting and phase undetermined variants were confirmed by automated
Sanger sequencing in an ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). The results were analyzed in Chromas 2.6.1 (Technelysium, South Brisbane,
Australia), and NM_000277.3 and NP_000268.1 were used as the reference sequences.

Previous genotypes were identified through the Sanger sequencing method.

2.3. Pathogenicity Determination and Prediction

To determine the pathogenicity of the novel variant, the following variables were
considered: allele frequency < 1% in gnomAD [13] and ABraOM [14]. The American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) guidelines for interpreting variants
were used [15].

2.4. Genotype—Phenotype Analysis

Genotype-phenotype associations were made through BioPKU database entries [16]
and biochemical classification (classic, mild, or undefined PKU), as previously described by
Nalin et al. [17], using as the main criteria the Phe level at diagnosis (classic: >1200 tMol/L
and mild: 360-1200 uMol/L).

2.5. Molecular Modeling

The tridimensional structure of wild-type phenylalanine hydroxylase was taken from
Protein Data Base (PDB) ID 6HYC [18], which also served as a template for tetramer recon-
struction. The point mutations were modeled with DeepView [19], while the frameshift
and early stop codon variants were modeled with I-TASSER [20]. FoldX 5.0 (Analy-
seComplex command) was used to inspect the possible differences in binding affinity
between monomers in the PAH tetramer. The differences between the energies of the
mutant and wild-type proteins (AAG = AGmut — AGwt) were considered significant above
1.6 kcal/mol. This value corresponds to twice the intrinsic standard deviation of FoldX [21]
and should significantly affect the stability of the variant [22].

3. Results

The clinical, biochemical, and genotypic results are presented in Table 1. The sample’s
median age at diagnosis was 37 [interquartile (IQ) 27-60] days. For the RS patients, the
median age at diagnosis was 81.4 (IQ 26.5-88) days and 41 (IQ 34-45.5) days for the DF
patients.
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Table 1. Summary of the included phenylketonuria (PKU) patients, including genotypes and clinical information.

First Phe Age at Tr:ft:naetnt Type Type of PKU BI:?VI:;:S: " Res oigieness
Patient State  Gender Level Diagnosis . of NGS Genotype Previous Genotype According to . ponst
(uMol/L) (Days) Starting PKU BioPKU ! According to According to
uivio ays (Days) 0 the Test BioPKU 2
. ¢.1222C>T(;)1222C>T ¢.1222C>T(;)1222C>T Classic No (95/98) Yes
! RS F 1566 2 26 ¢ p-Arg408Trp(;) Arg408Trp p-Argd08Trp(;) Arg408Trp (1832/1845) NP (2/98) Slow (1/98)
. €.524C>G(;)754C>T €.754C>T()?
2 RS M 847 2% 58 M p-(Pro175Arg)(;)Arg252Trp p-Arg252Trp(;)? NA No NA
¢1042C>G(;)1315+1G>A ¢.1042C>G(})1315+1G>A .
3 RS F 1784 36 36 C p.Leu34sval()? p.Leu34sVal()? Classic (11/16) NP No (5/6)Yes (1/6)
932T>C(;)1315+1G>A .
4 RS F 1478 43 43 C ¢ pALeug?IlPro 07 c1315+1G>AG)? p.2()? Classic (2/2) NP NA
¢.1162G>A(;))1169A>G c.1162G>T(;)? .
5 RS M 417 28 50 M p.Val388Met()Glu390Gly p.Val388Met(;)? Mild (8/12) NP Yes (11/11)
¢.1066-11G>A())1169A>G
6 RS F 375 32 66 M p-GIn355_Tyr356insGlyLeuGIn NP Mild (8/14) NP Yes (8/8)
(;)Glu390Gly
- c.842+1G>A()1162G>A c.842+1G>A()1162G>Ap.?
7 RS M NA 60 60 U p.(2)()Val388Met ()Val388Met NA No NA
c.1169A>G(;)1222C>T .
8 RS F 562 74 82 M G390y ()Argd0STrp NP Mild (54/84) Yes Yes (23/23)
¢c.722G>A(;)1222C>T ¢.1222C>T(;)1222C>T . — Yes (3/6) Slow
o RS M 1845 102 102 M p.Arg241His() Argd08Trp pArgd0STrp()Argd0sTrp  Mild (25/28) No (2/6)No (1/6)
N c473G>A())1162G>A c1162G>A()? . Yes (2/3) Slow
10 RS M 877 128 156 M p.Arg158GIn(;)Val388Met p.Val388Met(;)? Classic (5/7) No a/3)
or [1241A>G];[1042C>G] ) s
11 RS M 1022 195 292 M p.[Lou3d8Vall [Tyr414Cys] NP Mild (4/5) Yes Yes (3/3)
¢.745C>T(;)838G>A .
12 RS F 3245 5 44 C p.Leu249Phe()Glu280Lys NP Classic (1/1) NP NA
€.754C>T(;)1222C>T ¢.1222C>T(;)? Classic
13 RS F 1361 15 19 c p-Arg252Trp(;) Arg408Trp p-Arg408Trp(;)? (103/103) NP No (4/4)
. c.[473G>A];[1055delG] .
14 RS F 1736 16 16 C o [ATgl38GIn][Gly352ValfsTerds] NP Classic (1/1) NP NA
¢.712A>C(;)814G>T )
15 RS F 2329 24 24 C p.Thr238Pro())Gly272Ter NP Classic (1/1) NP NA
194T>C()472C>T - - .
16 RS M 2716 27 27 C pTle65Thr()Arg158Trp c.194T>C(;)? p.1le65Thr(;)? Classic (2/2) NP No (1/1)
¢.754C>T(;)1024delG
17 RS M 1697 30 30 C p.Arg252Trp(;)Ala342HisfsTer58 NP NA NP NA
.754C>T(5)1315+1G>A .
18+ RS F 2178 27 48 C ¢ o, Arg(ZEIZTrp 07 c1315+1G>A()? p.2()? Classic (9/9) NP No (1/1)
c473G>A(;)1162G>A . No (2/3) Slow
19 RS M 2904 73 101 M P Argl58CIn()Val38sMet NP Classic (5/7) NP w3
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Table 1. Cont.
First Phe Ageat Tr?a?t?n?nl Type Type of PKU B]:fvle(::}s): " Res; o?\?i?/eness
Patient State  Gender Level Diagnosis Starti of NGS Genotype Previous Genotype According to Accordi A P’ di
(uMol/L) (Days) tarting PKU BioPKU 1 ccording to ccording to
- (Days) the Test BioPKU 2
¢.1222C>T(;)1315+1G>A ¢.1222C>T(;)1315+1G>A Classic
20 RS M 2323 4 17 c p-Argd08Trp(;)? p-Arg408Trp(;)? (265/265) NP No (40/40)
cA73G>A()1315+1G>A . —
21 RS M 2081 227 233 C b AF158GIn NP Classic (29/29) No No (6/6)
c.782G>A(;)1315+1G>A C.782G>A(;)1315+1G>A ) No (24/25) Slow
22.1 RS M 1455 670 670 C p.Arg261GIn(;)? p.Arg261GIn()? Classic (47/66) No (1/25)
_ c782G>A(;)1315+1G>A .782G>A(;)1315+1G>A . No (24/25) Slow
222 RS M 2196 2555 2677 C p.Arg261GIn()? p.Arg261GIn()? Classic (47/66) No (1/25)
¢.754C>T(3)1066-11G>A
23 DF M 1978 39 39 C p-Arg252Trp(;) NP Classic (19/19) No No (6/6)
GIn355_Tyr356insGlyLeuGIn
c.168+5G>A(;)782G>A .
24 DF M 1857 18 22 C p.2()Arg261GIn NP Mild (4/5) Slow Yes (2/2)
.184delC(;)1169A>G
25 DF M 768 47 47 M pLeu62Ter()GIu390Gly NP NA Yes NA
¢.184delC(;)1169A>G .
26 DF F 344 41 41 M p.Leu62Ter()Glu390Gly NP NA Yes NA
¢.1066-11G>A(;)1066-11G>A Classic No (107/114) Slow
z DF F 3133 8 38 € p.GIn355_Tyr356insGlyLeuGln()Gln355_Tyr356muGlyLeuGln (420/427) Yes 7/114)
.728G>A(;)728G>A Classic No (13/14) Slow
28 DF F 1724 4 4 ¢ p.Arg243GIn() Arg243GIn NP (140/141) No (1/14)
cA441+5G>T(;473G>A . No (9/12) Slow
29 DF F 1936 44 44 C p.Arg158GIn(;)? NP Classic (20/21) No (/12)
¢.184delC(;)184delC
30 DF F 2299 22 22 C p.Leu62Ter())Leus2Ter NP NA No NA
c473G>A(;)782G>A . Yes (8/13) No
31 DF F 1754 57 57 C b Arg158CIn()Arg261GIn NP Mild (21/36) Yes (4/13) Slow (1/13)
c.1162G>A(;)1162G>A . Yes (9/15) No
2 DF F NA 60 NA U p.Val388Met() Val388Met NP Classic (23/41) Yes (4/15) Slow (2/15
c.782G>A(;)1315+1G>A . No (24/25) Slow
33 DF F 1361 30 30 C pArg261GIn(;)? NP Classic (47/66) Yes (1/25)

Notes: In bold: novel variant, NP: not performed, NA—not available, C: classic, M: mild, and U: undefined. !—The most frequent type in the BioPKU database. 2>—The most frequent responsiveness phenotype
informed of in the BioPKU. *—This patient had genotype validation by Sanger sequencing; ** These patients were previously described in [23]. *** Allelic phase confirmed by parents’ analysis. **** These patients
are siblings. **** The BH4 responsiveness results were described by [10]. ****** The BH4 responsiveness results were described by [11]. NGS: next-generation sequencing.
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A total of 26 different pathogenic variants were found in the PAH gene (Table 2).
One was a novel variant ¢.524C>G (p.Prol75Arg), five were located at the intron—exon
boundaries, and twenty were found in exonic regions (Figure 1). The majority (1 = 6) of the
pathogenic variants were found in exon 7. For the other BH; metabolism-related genes, no

pathogenic variants were found.

Table 2. Variants found in 33 unrelated PKU patients, their references, and American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) classification.

Allele Protein Location Reference ACMG Effect
c.168+5G>A p-? 12 [24] PP5 vuUs
c.184delC p-Leu62Ter E3 [25] PVS1, PM2, PP3, PM4 Pathogenic
¢.194T>C p-lle65Thr E3 [26] PS3, PP2, PP5 Likely pathogenic
.44145G>T p? 14 [24] PP5 VUS
c.472C>T p.Argl58Trp E5 [27] PS1, PP2, PP3, PP5 Likely pathogenic
c473G>A p-Argl158GIn E5 [28] PS1, PP2, PP3, PP5 Likely pathogenic
¢.524C>G p-(Prol75Arg) Eé6 This article PM2, PM5, PP2, PP3 Likely pathogenic
c712A>C p-Thr238Pro E7 [29] PM2, PP2, PP3, PP5 Vvus
c722G>A p-Arg241His E7 [30] PS1, PS3, PP2, PP3, PP5 Pathogenic
c.728G>A p-Arg243GIn E7 [31] PS1, PS3, PP2, PP3, PP5 Pathogenic
c.745C>T p-Leu249Phe E7 [32] PS1, PP2, PP3, PP5 Likely pathogenic
¢.754C>T p.Arg252Trp E7 [33] PS1, PS3, PP2, PP3, PP5 Pathogenic
c.782G>A p-Arg261GIn E7 [33] PS1, PS3, PP2, PP3, PP5 Pathogenic
c.814G>T p-Gly272Ter E7 [34] PVS1, PM4, PP3, PP5 Pathogenic
c.838G>A p-Glu280Lys E7 [35] PS1, PS3, PP2, PP3, PP5 Pathogenic
c.842+1G>A .2 17 [36] PVS1, PP5 vus
c.932T>C p-Leu311Pro E9 [37] PS1, PS3, PP2, PP3, PP5 Pathogenic
¢.1024delG p-Ala342HisfsTer58 E10 [38] PVS1, PM2, PM4, PP3, PP5 Pathogenic
¢.1042C>G p-Leu348Val E10 [26] PS3, PP2, PP3, PP5 Likely pathogenic
¢.1055delG p-Gly352ValfsTer48 E10 [39] PVS1, PM4, PP3, PP5 Pathogenic
¢.1066-11G>A p-GIn355_Tyr356insGlyLeuGIn 110 [40] PS3, PP5 vuUs
c1162G>A p-Val388Met E11 [41] PS1, PS3, PP2, PP3, PP5 Pathogenic
c.1169A>G p-Glu390Gly E11 [42] PS3, PS1, PP2, PP3, PP5 Pathogenic
c.1222C>T p-Argd08Trp E12 [43] PS3, PP2, PP3, PP5 Likely pathogenic
c.1241A>G p-Tyr414Cys E12 [44] PS1, PS3, PP2, PP3, PP5 Pathogenic
c1315+1G>A p? 112 [45] PVS1, PP5 vus

Notes: E: exon and I: intron. The most frequent variant was ¢.1315+1G>A (8/66, 11.7%), followed by c.473G>A (6/66, 8.8%) and c.1162G>A
(6/66, 8.8%). In the RS patients, the most common variants were ¢.1315+1G>A (7/44, 15.2%), c.1222C>T (6/44, 13%), c.473G>A (4/44,8.7%),
c.754C>T (4/44, 8.7%), and ¢.1162G>A (4/44, 8.7%). In the DF patients, c.184delC (4/22, 18.1%), ¢.782G>A (3/22, 13.6%), and ¢.1066-11G>A
(3/22,13.6%) were the most common variants.

Small deletions

Splice site €.1066-11G>A
. €.1055delG
C.168+5G>A| G 134“'5‘ CA41+5G>T] c842+1G>A| €1024delG| | €-1315+1G>A]
A | || | [
] | | || || |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
c.|94T>C‘ €472C>T 0-52400‘ c.93ZT>C‘ ‘ €.1222C>T
Missense cA4T3G>A c.712A>C €.1042G>C C.1241A>G|
N € 722G>A
onsense IO 1162G>A
. 1169A>G

Figure 1. PAH exon structure, and the location of the variants found in the patient sample.

Of the 14 patients without a BHy responsiveness test, the results of nine were predicted
through the BioPKU database: two were responsive, and seven were nonresponsive. Of the
total cohort, the results of ten agreed with the BioPKU data. Two RS patients (patients 2 and
7) presented a genotype not described in the BioPKU database [46] and were nonresponsive
to BHy, according to the biochemical test [10,11]. Also, three DF patients (patients 26, 27
and 31) presented a genotype not described at BioPKU database, being two responsive and

€.745C>T
©.754C>T
€. 782G>A

¢.814G>T
¢.838G>A

one nonresponsive, respectively.
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The novel variant ¢.524C>G was found in patient 20, located on exon 6 of the PAH. The
ACMG criteria fulfilled by the variant were PM2, PM5, PP2, and PP3, resulting in a likely
pathogenic classification. In addition, the patient’s clinical information was consistent with
classic PKU.

As shown in Figure 2, the novel variant ¢.524C>G resulted in a proline being sub-
stituted with an arginine in position 175, which is located in the catalytic domain of the
PAH protein. This variant does not promote structural alterations in the protein. In the
combination of variants p.(Pro175Arg) and p.Arg252Trp, found in the genotype of patient
2, a small portion of monomers showed higher affinity between the subunits than the
wild-type complex. The molecular modeling analysis of PAH variants p.Thr238Pro and
p-Gly272Ter, found in patient 14, showed differences in the interaction energy between
monomers in the PAH tetramer, and most of the different tetramers showed significantly
lower affinity than the wild-type (Table S1).

Pro175Arg

p.Pro175Arg

] Regutatory domain

I . [T catatytic domain 1 BH, flanking site

. Oligomerization domain \:l Active site

nstructured N-terminal tail

Figure 2. Molecular modeling and protein structure of the PAH enzyme, with the protein location of
the novel variant p.Prol175Arg. Adapted from Flydal et al. [18].

4. Discussion

PKU is the most common IEM, and its incidence ranges between 1:850-112,000 in
Europe (Karachay-Cherkessia Republic (Russia) and Finland, respectively], to 1:10,000 live
births in the USA [47]. In Brazil, its incidence is 1:25,000 live births [48], while, in Southern
Brazil, its incidence is 1:12,000-16,000 [49]. PKU has been included in Brazil’s newborn
screening program since 2001 [50]. Despite this screening program, our sample’s median
age at diagnosis was higher than the Brazilian Ministry of Health recommendations, i.e.,
up to 28 days of age [6]. A reason for this high median age at diagnosis is the difficulties
in the execution of the program, which was implemented only in 2001. Some of our
patients were born before that, when each Brazilian state performed a different screening
and not all states included PKU in their newborn screening program. This is the reason
behind the outstandingly late diagnosis of patients 22.1 and 22.2, diagnosed only after the
development of severe symptoms. Besides that, this family is very interesting, since the
oldest brother (22.2), who was diagnosed after—and because of—the youngest brother,
presented a milder neurological phenotype.

The PAH gene analysis by massive parallel sequencing is a fast, cost-effective, and
accurate alternative for the genetic diagnosis of PKU [8,51]. Due to its large size and
heterogeneity, similar symptoms are caused by alterations in more than one gene, as in the
differential diagnosis of BHy deficiency and DNAJC12 gene variants. In PKU, especially, a
less time-consuming diagnosis can be helpful to avoid the development of neurological
symptoms to help predict BH4 responsiveness and to facilitate a differential diagnosis [52].

In this study, the patients’ molecular diagnosis agreed in every case with the diagnosis
based on biochemical and clinical observations, which confirms the effectiveness of this
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methodology. We identified variants that were not covered in the previous genotyping
analysis. In patient 9, for example, the error in previous genotyping could have been the
result of a lack of specificity or coverage of the implemented technique or a lack of analysis
of the parents’ genotypes.

The most frequent variant found in the patients, c.1315+1G>A, was described as
a common pathogenic variant in different Northern European populations, especially
in Germany [53]. The second-most frequent variant, p.Arg158Gln, is also common in
European populations, including Southern Italy and Eastern Europe [53]. The third-most
prevalent variant found, p.Val388Met, is described as common in the Iberian Peninsula
(56.7% in Spain and 19% in Portugal) and has a high frequency in Brazil (9%) and Chile
(13%) [54].

The second-most frequent variant in RS patients, p.Arg408Trp, is also common in
German populations (24.6%) [55]. In Southern Brazil, the predominance of European
ancestry (77.7%) can explain these findings [56]. A previous study of the RS population
found p.Ile65Thr (19.5%), c.169-13T>G (9.7%), p.Arg261Ter (9.7%), p.Arg261GIn (9.7%),
p-Val388Met (9.7%), and p.Arg408Trp (9.7%) to be the most frequent variants in this pop-
ulation [23]. However, the frequency of these variations differed in the present study:
p-1le65Thr (2.1%), p.Arg261Gln (4.3%), p.Val388Met (8.7%), p.Arg408Trp (13%), and the
variants ¢.169-13T>G and p.Arg261Ter were not found. Nevertheless, the small sample size
in the previous study should be taken into consideration (1 = 16). The variants p.Arg261GIn
and ¢.1066-11G>A, frequent in patients from DF, have also been described as the most
common variants in Portugal [53]. In the DE, which is in the Midwestern region of Brazil,
the population’s ancestry shows a mixture of Southeastern and Northeastern Brazilian
populations, with significant European (63%) and African (24.1%) ancestries [57].

A previous study by Acosta et al. (2001) [58] in a Brazilian population (a mix-
ture of Southern, Southeastern, Northeastern, and Midwestern regions) described the
most frequent of the pathogenic variants as ¢.1066-11G>A (17.4%), p.Arg261GIn (12.2%),
p-Val388Met (9.1%), p.Arg252Trp (6.5%), and p.Arg270Lys (4.8%) [58]. Of these vari-
ants, only p.Arg270Lys was not found in the present study. The variants p.Arg261Gln,
p-Val388Met, and ¢.1066-11G>A are also frequent in the States of Mato Grosso do Sul and
Minas Gerais [59-61]. The most common pathogenic variants in Argentina and Chile were
p-Arg261GIn (10.6%) and p.Val388Met (17.2%), respectively [62,63].

The novel variant p.Prol75Arg involves the substitution of a proline for an arginine.
The hydrophobic amino acid proline has particular properties: its side chain is connected
to the protein backbone. However, unlike proline, which does not display main-chain
conformation, arginine, a charged amino acid, is usually found in protein-active or protein-
binding sites [64]. The variant is located in the catalytic domain, although not in a hotspot
region with highly destabilizing pathogenic variants between residues 238-330 [18]. The
molecular modeling analysis indicates that this substitution can affect the binding between
monomers in the PAH tetramer, which could lead to a change in the stability and activity of
this enzyme. Another variant, p.Arg252Trp, has 1% of the PAH activity [65] and is related
to the classic PKU.

5. Conclusions

The correlation of many variations in the genotypes and their resulting phenotypes
is already available in public databases. Thus, a fast genotype diagnosis of PKU patients
can help with treatment outcomes. Genotyping is a helpful way to understand how
phenylalanine hydroxylase is altered in a patient, the impact of this specific alteration to
the enzyme, and the enzyme’s level of residual activity with these variants. Additionally,
genotyping can help with the patients whose genotypes have information of the BHy
responsiveness; when these patients are responsive, the supplementation with BHy leads
to the enhancement of residual PAH activity, with a chaperone-like effect on a misfolding
enzyme subunit [66].
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This study presents a summary of the clinical and genetic data of 33 unrelated patients
from two different regions of Brazil, which confirmed the diagnosis of PAH deficiency in
every case. A novel variant was found in the PAH gene.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/2073-442
5/12/1/20/s1, Table S1. Differences in binding affinity between monomers in the PAH tetramer in
patients 2 and 14 as predicted by the program FoldX 5.0. Interaction energy (AG) between monomers
A to D calculated using combinations of the allelles 1 and 2 found in each patient. Differences
between the energies of mutant and wild-type proteins (AAG = AGmut—AGwt) above 1.6 kcal/mol
should significantly affect the stability of the tetramer.
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Scheme 1. Differences in binding affinity between monomers in the PAH tetramer in patients 2 and 14 as predicted by the program FoldX 5.0. Interaction energy (AG)
between monomers A to D calculated using combinations of the allelles 1 and 2 found in each patient. Differences between the energies of mutant and wild-type proteins
(AAG = AGmut - AGwt) above 1.6 kcal/mol should significantly affect the stability of the tetramer.

Energies data. AAG = AGmut-AGwt..
Patient
2. p-Prol75Arg(;)Arg252Trp..
AB AC AD BC BD CD AB AC AD BC BD CD

1222 -46.523  -8.438  -0,343  -0,195 5842 42918 1222 -0539  -0974  -0,042 0,029 -0408  -1.357
2122 -48.010 -8.624 0,315  -0232  -6.116  —44.107 2122 -2.026  -1.161 -0,014  -0,065  -0,682  -2.547
2212 -46.876  -8.592  -0,348  -0,212  -5923  -42.796 2212 -0,893  -1129  -0,047  -0,045 0489  -1.236
2221 -47.380  -8.333 -0,338 -0,237 -5.774  -43.346 2221 -1.396 -0,87 -0,038 -0,07 -0,34 -1.786
1122 -46.739 -8440 -0344  -021 -5.838 -42.988 | 1122 -0,755  -0,977  -0,043 -0,043  -0,404 -1.427
1212 -46.614 -8.427 0,342 0219 -5894 —42.710 1212 -0,63 -0963  -0,042  -0,053 -0,46 -1.150
1221 -46.645  -7.871 -0,341 -0,178 -6.111 -43.995 1221 -0,661 -0,408 -0,04 -0,012 -0,677 -2.434
2112 -47.519  -8.780 -0,362 -0,239 -6.136  -43.197 2112 -1.535 -1.317 -0,062 -0,073 -0,702 -1.636
2121 -48936  -7985  -0,367  -0,235  -6.210  -43.796 2121 -2953  -0,521 -0,066  -0,069 -0,776 ~ -2.235
2211 -48.755  -8.658 -0,348 -0,202 -6.321 -42.816 2211 -2.772 -1.194 -0,047 -0,035 -0,887 -1.256
1112 46739 -8443  -0,321 -0,21 -6.126  -42.685 | 1112 -0,755  -0,979  -0,02  -0,043 -0,693 -1.124
1121 -46.739  -8.333 0,341 0192 5766  -44.178 1121 -0,755  -0,869 -0,04 -0,026  -0,332  -2.617
2111 -47.738  -8.610  -0,339  -0,239 5926  -43.069 2111 -1755  -1.147  -0,038  -0,073  -0,492  -1.509
1211 -46.885  -8.432  -0,351 -0,23 -5.903  -42.991 1211 -0,901 -0,968 -0,05 0,064  -0469  -1.431
1111 -46.739  -8.441 -0,344 -0,21 -5.889  -42.979 1111 -0,755 -0,977 -0,043 -0,043 -0,455 -1.419
2222 -47.882 8129  -0,344 0215  -5.888  -43.082 2222 -1.899  -0665  -0,043  -0,048 -0,454  -1.521
WT —45.984 7464  -0,301 0,166 5434  -41.560

Patient

14 p-Argl58GIn(;)Gly352ValfsTer48

AB AC AD BC BD CD AB AC AD BC BD CD

1222 -13.504 0,31 -0,036 0,006 -0,092  -4.755 1222 32.480 7.154 0,265 0,172 5.341 36.805
2122 -2.238 -0,531 0,001 -0,04 -0,038 -4.418 2122 43.746 6.933 0,302 0,126 5.396 37.142
2212 -4.133 0,09 0,004 -0,021 -0,111 -14.279 2212 41.851 7.554 0,305 0,145 5.322 27.281
2221 -4.133 -0,4 -0,038 0,001 -0,082  -14.457 2221 41.850 7.063 0,263 0,167 5.352 27.103




1122
1212
1221
2112
2121
2211
1112
1121
2111
1211
1111
2222
WT

—48.328
-13.565
-13.613
-3.617
-5.948
-4.133
—-47.619
—46.868
-8.452
-13.906
-46.027
-4.133
—-45.984

0,103
-8.426
-0,033
0,014
-0,49
0,367
-8.370
0,105
-0,42
-8.124
-8.071
-0,35
-7.464

-0,012
-0,03

-0,552
0,001

-0,08

-0,078
-0,052
-0,717
-0,083
-0,111
-0,343
-0,001
-0,301

-0,076
-0,072
0,004
-0,588
-0,066
-0,012
-0,282
-0,083
-0,485
-0,096
-0,236
-0,001
-0,166

-0,024
-0,085
-0,059
-0,092
-6.369
0,028
-0,04
-6.316
-6.255
-0,017
-5.897
-0,08
-5.434

—4.134
-14.433
-7.001
-15.995
-5.050
-42.931
-13.244
—4.620
-44.368
-43.545
-44.191
-3.595
-41.560

1122
1212
1221
2112
2121
2211
1112
1121
2111
1211
1111
2222

-2.345
32.419
32.371
42.367
40.035
41.851
-1.635
-0,884
37.532
32.077
-0,043
41.850

7.567
-0,962
7.430
7.477
6.973
7.830
-0,906
7.568
7.044
-0,661
-0,608
7.113

0,289
0,271
-0,251
0,302
0,221
0,223
0,249
-0,416
0,218
0,19
-0,042
03

0,09
0,094
0,171

-0,421

0,1
0,155

-0,116
0,083

-0,319

0,07
-0,07
0,166

5.410
5.348
5.375
5.342

-0,935
5.461
5.394

-0,882

-0,821
5417

-0,463
5.354

37.426
27.128
34.560
25.566
36.511
-1.370
28.316
36.940
-2.807
-1.985
-2.630
37.965

Note: Differences above 1.6 kcal/mol are considered significant. Differences above -1.6 kcal/mol suggests more affinity between subunits than the

wild-type. Differences above +1.6 kcal/mol suggests less afinity between subunits than the WT.
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10 CAPITULO 2 - Molecular analysis of Brazilian tetrahydrobiopterin
deficiency patients
Artigo em preparo.
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11 CAPITULO 3 - Maple Syrup Urine Disease diagnosis in Brazilian patients
by massive parallel sequencing
Artigo em preparo.
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12 DISCUSSAO

As aminoacidopatias s&do doengas genéticas raras, que levam ao acumulo
de aminoacidos por defeitos nas vias metabdlicas destes aminoacidos. Varios
pacientes deste estudo apresentam fenétipos graves, principalmente os pacientes
com diagnéstico bioquimico de MSUD e deficiéncia de BH4, e isso ocorre devido a
estas doencas ndo estarem ainda incluidas no PNTN durante o ano do nascimento
dos pacientes (Brasil. Ministério da Saude. 2001). Salvo no caso dos pais que
optam pela triagem neonatal expandida através do sistema privado de saude, o
diagnostico destas doengas costuma ser tardio, o que leva ao desenvolvimento de
sintomas neurologicos irreversiveis.

Mesmo depois de um diagndstico clinico, a analise genética pode prover
informagdes de extrema importancia no prognostico da doenga, com associagdes
genotipo-fendtipo. A combinacgéo destas duas abordagens permite que se obtenha
um diagndstico mais completo para os pacientes. No caso da PKU, estas
associacoes estdo melhor estabelecidas em comparacdo com as da deficiéncia de
BH4 e da MSUD.

Na MSUD, por exemplo, a histéria clinica de um paciente ndo € o melhor
parametro para se utilizar na correlagcdo gendtipo-fendtipo, pois devido ao
diagnostico tardio, ocorre uma deterioracdo neuroldégica maior, bem como,
irregularidades nas concentragdées dos BCAAs, que também sdo influenciadas pela
ma aderéncia a dieta (Campanholi et al. 2021). Outros autores reportam também
que o baixo numero amostral pode ser um empecilho na hora de estabelecer a
associagdo genotipo-fendtipo, assim como, divergéncias entre os dados
disponiveis na literatura e os genétipos e informagdes clinicas obtidas (Gupta et al.
2015; Fang et al. 2021). Mesmo para PKU, que possui um banco de dados bem
estabelecido e curado, € necessaria atencao na hora de considerar as informagdes
disponiveis no banco, pois ha gendtipos com um tamanho amostral baixo ou
informacdes conflitantes, por exemplo.

Abordagens massivas de sequenciamento sao importantes no diagnostico
de doengas multigénicas, permitindo a analise global dos varios genes envolvidos

nestas doengas, o que resulta em uma economia de tempo, principalmente com a
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utilizagéo de abordagens direcionadas como o uso dos painéis génicos (Yubero et
al. 2016). Atualmente, o padrao ouro de diagnéstico molecular para genes
conhecidos ainda é o sequenciamento automatizado de Sanger da variante em
questao (Trujillano et al. 2014; Remec et al. 2021). O maior dilema do MPS é
escolher a melhor abordagem, seja ela por genoma complexo, exoma ou painéis
génicos. Com base nestas opg¢des, uma abordagem direcionada, com poucos
genes ainda parece ser a melhor opgéo, quando se leva em consideragao o tempo
de diagnéstico e o volume de dados gerados. O NGS se mostra uma opg¢ao melhor
que o sequenciamento automatizado de Sanger para analise de multiplos genes e
€ necessario sempre otimizar o processo e ter em mente as limitacdes destas
técnicas (Remec et al. 2021).

No entanto deve-se sempre levar em consideracdo os fatores restritivos
destas técnicas e das plataformas utilizadas, buscando metodologias eficazes para
superar obstaculos e com isso, concluir o diagnéstico molecular do paciente.
Fatores como processo laborioso e demorado, problemas com fragmentos longos
de DNA, analise de um gene por vez, além do custo alto para se analisar por
completo os genes envolvidos com as doengas sao desafios no sequenciamento
automatizado de Sanger (Cao et al. 2014; Totomoch-Serra et al. 2017). O
sequenciamento através da plataforma lon Torrent PGM™, apesar de permitir a
analise de multiplos genes em uma unica rodada, apresenta alguns pontos que
devem ser levados em consideragao na analise dos resultados: baixa cobertura de
regides, o que leva a perda de dados; problemas com homopolimeros; regides com
cobertura parcial; regides de dificil amplificagdo pelo painel; e ainda, nao-
anelamento de primers devido a presenca de polimorfismos na regido de
anelamento (Park et al. 2016; Silva et al. 2017). Variantes em regides nao
codificadoras podem acabar ndo sendo detectadas, pois usualmente, os painéis
génicos cobrem aproximadamente 20-30 pares de base (bp) de cada extremidade
dos éxons e ha alguns casos na literatura de variantes distantes dessas posigdes,
que devem ser levadas em consideracado na hora de analisar os dados obtidos.

As diretrizes atuais para o uso de MPS no diagnostico genético ndo definem
parametros para direcionamento concreto da analise confirmatéria e por conta

disso, 0 uso do sequenciamento automatizado de Sanger é necessario para a
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validagdo dos achados pelo MPS, sendo um passo importante na rotina do
diagnostico molecular. Entretanto, esse tipo de rotina acaba sendo custoso e
menos eficaz no processo do diagnostico genético pelo MPS, ainda mais que o
sequenciamento automatizado de Sanger ndo é a prova de falhas. Ainda, é
sugerido que se ocorrer discrepancias entre ambas as técnicas, o MPS nao deve
ser considerado prioritariamente o culpado pelo erro (De Cario et al. 2020). E
imprescindivel que os dados gerados por ambas as técnicas sejam analisados de
forma criteriosa, para que o diagnostico seja concluido da maneira mais correta
possivel.

A escolha dos genes a serem incluidos no painel deu-se através de pesquisa
pelos genes mais frequentemente alterados nas doengas em estudo. Os principais
genes envolvidos com as HPAs genéticas estdo presentes no painel. O
envolvimento do gene DNAJC12 nas HPAs genéticas foi descrito em 2017 (Anikster
et al. 2017) e estes pacientes apresentam caracteristicas clinicas como um perfil
caracteristico de deficiéncia de neurotransmissores. No caso da MSUD, o gene
DLD néo foi incluido por apresentar um fenétipo distinto em relagédo aos sintomas
causados pelas alteragbes nos outros trés genes que compdem a estrutura do
BCKD. Os genes reguladores por sua vez, também tém um quadro clinico proprio.
Ja as variantes patogénicas no gene BCKDK, codificador da quinase resultam em
um quadro de autismo, epilepsia, retardo mental, e redugdo de BCAAs (Novarino
et al. 2012), o que distingue defeitos neste gene do quadro clinico usual de MSUD.
O gene PPM1K, por sua vez, apresenta um baixo numero de casos e variantes
patogénicas identificadas. Os painéis permitem a analise dos principais genes
envolvidos com as suas doencgas-alvo, geralmente isto ja permite o diagnostico
genético. Nos casos em que nenhum desses principais suspeitos apresente uma
variante correspondente ao quadro observado, ampliar-se a analise através de
outras metodologias e buscando incluir outros genes que possam estar envolvidos.

Importante também, identificar e interpretar indicios de situacbes atipicas
que as plataformas de MPS possam oferecer, como o de dele¢gdes massivas. Para
que estas possam ser verificadas por meio das metodologias mais adequadas,

como a Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) ou microarranjos.
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Outro ponto importante é o caso das variantes n&o descritas, que devem ser
criteriosamente analisadas para que sua patogenicidade venha a ser estabelecida
corretamente, seguindo as determinacdes do ACMG (Richards et al. 2015). As
variantes devem ser pesquisadas nado s6 nas bases de dados disponiveis das
doengas, como também em bases curadas de variantes patogénicas e em bancos
de dados populacionais, como o gnomAD (Genome Aggregation Database), que
possui 125.748 sequéncias de exomas e 15.708 genomas completos, de individuos
nao-relacionados, que foram sequenciados por conta de diferentes estudos
populacionais e de doengas (Karczewski et al. 2020) e o ABraOM (Arquivo
Brasileiro Online de Mutagdes), que € um banco de dados populacional, com uma
coorte de 1.171 idosos de diferentes etnias do Brasil (Naslavsky et al. 2020).
Sempre que possivel, a andlise da fase das variantes deve ser efetuada. Num
cenario ideal, a conclusao da classificagao das variantes novas, se dara por ensaios
funcionais, como pela técnica de mutagénese sitio-dirigida seguida da expresséao

in vitro da proteina mutante.
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13 CONCLUSOES

As conclusdes da presente tese serdo apresentadas abaixo, relacionadas de

acordo com os objetivos especificos propostos.

i)

Caracterizar as variantes presentes no gene PAH, causador de
fenilcetonuria, em uma amostra de pacientes brasileiros;

Foram encontradas 26 diferentes variantes patogénicas no gene PAH,
incluindo uma variante nova potencialmente patogénica (p.Pro175Arg).
Com isso, evidencia-se a heterogeneidade alélica do gene PAH. A
variante mais frequentemente encontrada foi a c.1315+1G>A, que
também é frequente em populagdes do Norte da Europa, especialmente
a Alemanha. A prevaléncia das variantes encontradas difere daquela
relatada para outras populacdes de pacientes brasileiros, e que poderia
ser explicada pelas diferentes origens étnicas das mesmas.

Realizar a associacao das alteragcoes moleculares observadas no
fenétipo de pacientes com fenilcetoniuria com o desfecho de
responsividade a tetrahidrobiopterina;

A analise genética permitiu determinar a provavel responsividade ao BH4
em 27,2% dos pacientes que nao haviam realizado o teste de
responsividade. Outros 30,3% dos pacientes tiveram seus dados do teste
de responsividade corroborados com os dados genéticos disponiveis no
banco de dados BioPKU. Porém, 12,1% dos pacientes apresentaram
divergéncia entre o resultado do teste de responsividade ao BH4 e a
informacao do BioPKU. Por fim, em 15,1% dos pacientes nao foi possivel
obter informacgdes a respeito da associagao genotipo-fendtipo por conta
da auséncia de dados dos genoétipos encontrados nesses pacientes, no
banco de dados BioPKU. Nosso estudo contribuiu para a inclusdo de
maiores informagdes a respeito de associagdo genotipo-fendtipo de
fenilcetonuria no banco de dados BioPKU.

iii) Caracterizar as variantes presentes nos genes PTS, GCH1, QDPR,

PCBD, GCHFR e SPR causadores das deficiéncias de

tetrahidrobiopterina em pacientes brasileiros;
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Foi possivel complementar o diagnostico de trés pacientes com
deficiéncia de tetrahidrobiopterina, todos com diagndstico prévio
bioquimico de deficiéncia de PTPS. Os pacientes, como esperado,
apresentaram alteragdo no gene PTS, sem variantes comuns. Foram
identificadas trés variantes novas sendo estas c.84-2A>G, p.Asn45lle e
p.Thr135Ala, o que contribui para a caracterizagdo da heterogeneidade
alélica da deficiéncia de PTPS.

iv) Realizar a associacdo entre os genétipos e os fenétipos da

deficiéncia de tetrahidrobiopterina;

As associagdes genotipo-fenodtipo neste trabalho ndo foram possiveis por
conta do tamanho amostral pequeno, por existir divergéncias nos
achados clinicos, decorrentes do diagndstico tardio dos pacientes e da
presencga de variantes novas em todos os pacientes.

Determinar as variantes presentes nos genes BCKDHA, BCKDHB e
DBT em uma amostra de pacientes brasileiros com MSUD;

O perfil genético dos pacientes com MSUD mostrou-se heterogéneo,
com variantes identificadas nos trés genes relacionados a doenca. Um
total de 21 variantes diferentes foram identificadas, sete delas novas:
p.Tyr413His no gene BCKDHA e p.Pro27=fsTer75, p.lle129LeufsTer101,
p.lle160Phe, p.Asn176Lys, p.Leu326Pro e ¢.1039-2A>G no gene
BCKDHB. O gene mais afetado foi o BCKDHB (57,1% pacientes), o que
esta de acordo com o reportado na literatura. Nao foram identificadas

variantes patogénicas frequentes nos pacientes.

vi) Caracterizar a associagao entre genétipo e fenétipo de pacientes

com MSUD.

N&o foi possivel estabelecer associagbes especificas entre gendtipo e
fendtipo de pacientes com MSUD, devido a heterogeneidade alélica e
divergéncias entre as informagdes clinicas por conta de diagnostico
tardio dos pacientes. Associagdes genotipo-fenotipo nos pacientes com
MSUD devem ser analisadas com cuidado, pois o diagnostico tardio pode

levar a falta de confiabilidade nas associagdes.
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14 PERSPECTIVAS
A presente pesquisa permitiu a compreensdo de aspectos genéticos da
fenilcetonuria, deficiéncia de tetrahidrobiopterina e da doenga da urina do xarope
do bordo. Contudo, os resultados obtidos neste trabalho também permitiram a
realizacdo de novos questionamentos, a serem 0s proximos passos para a
continuidade desta pesquisa:
l. A realizagao de analises funcionais das novas variantes patogénicas
encontradas, para caracteriza-las e concluir a determinacdo de
patogenicidade;
Il. A anadlise de variantes patogénicas fora das regides-alvo do painel
génico, de forma a concluir os casos em aberto;
. A analise dos casos de suspeita de delegao através da técnica de
MLPA ou de microarranjo para a analise de possiveis delegbes de éxons
inteiros;
IV.  Analise dos genes SLC7A5, DNAJC12, PPM1K e BCKDK para a
procura de possiveis variantes patogénicas e polimorfismos que possam vir
a ser modificadores de fenatipo;
V. Mapeamento da historia natural e origem das principais variantes do
gene PAH em pacientes Brasileiros através de haplétipos.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PACIENTES ADULTOS)

Vocé estd sendo convidado(a) a participar, como voluntdrio, do projeto:
“Caracterizacio Genética e da Associacio Genétipo-Fenotipo nas

Hiperfenilalaninemias: um estudo baseado no Sequenciamento de Nova Geracio”.

Investigador Responséavel: Dra. Ida Vanessa D. Schwartz. Servico de Genética
Médica, Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Rua Ramiro Barcelos, 2350. Porto
Alegre/RS. Tel: 51-33598011.

As Hiperfenilalaninemias sdo um grupo de doengas genéticas, que sdo aquelas
doengas causadas por defeitos nos genes presentes em nossas células, associadas a
aumento persistente dos niveis de fenilalanina no sangue. Esse grupo de doencgas pode
ser dividido em dois, em um deles nés temos pacientes que apresentam alteragdes no
gene chamado PAH, este gene é uma pequena parte do nosso DNA que tem a funcdo de
produzir a enzima fenilalanina hidroxilase. Essa enzima é responsdvel por se ligar a
fenilalanina e transformd-la em outras moléculas importantes para as nossas células.

O outro grupo apresenta pacientes que também tem aumento da fenilalanina no
sangue, mas esses tem um problema diferente. A enzima fenilalanina hidroxilase, aquela
que se liga a fenilalanina, recebe uma ajuda de outra molécula para realizar sua funcao,
a Tetrahidrobiopterina. Sem a ajuda desta ultima a fenilalanina hidroxilase ndo funciona
corretamente. A tetrahidrobiopterina é formada por uma quantidade grande de outras
enzimas em um processo complexo, que conta com outros seis genes. O problema em
qualquer um destes genes pode ocasionar problemas na sintese da tetrahidrobiopterina,
que por sua vez levard ao funcionamento incorreto da fenilalanina hidroxilase e por fim
ao aumento do aminodcido fenilalanina no sangue.

Os niveis elevados desse aminodcido sdo toxicos para o cérebro e por isso
podem ocasionar retardo mental e problemas de comportamento. O diagndstico e o
tratamento precoces previnem estas manifestacdes. O tratamento ¢é feito sempre
buscando diminuir os niveis de fenilalanina no sangue, pode ser realizado através do
uso de férmulas metabdlicas especiais sem a fenilalanina, de dieta pobre em fenilalanina
e também administrando a Tetrahidrobiopterina sintética para os pacientes.

Estudos recentes demonstraram que alguns pacientes com Hiperfenilalaninemias
melhoram com o tratamento da Tetrahidrobiopterina e alguns ndo. Entdo vamos fazer

esse estudo com o objetivo de analisar todos os genes que participam da producdo das
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enzimas que estdo envolvidas na doenga e descobrir quais sdo os problemas que os
pacientes do Brasil que respondem ao tratamento com tetrahidrobiopterina, tanto os que

ndo respondem, possuem em seus genes.

A sua participagdo € voluntdria consistird na coleta de dados de prontudrio, como
por exemplo, idade, tipo de Hiperfenilalaninemia e valores de fenilalanina plasmaética, e

coleta de 5 mL de sangue.

O participante ou responsdvel ndo precisa pagar nenhum tipo de taxa para
participar da pesquisa. Os participantes voluntdrios da pesquisa néo receberdo qualquer
forma de pagamento pela participacio na pesquisa. E garantido o direito de recusar
participar do projeto, além do direito de retirar o consentimento em qualquer momento
sem causar qualquer prejuizo a assisténcia e aos tratamentos que estiverem sendo, ou

vierem a ser, dispensados a vocé e a sua familia no Hospital.

Vocé tem direito a privacidade. Os resultados deste estudo poderdo ser
publicados, mas o seu nome ndo serd revelado e todo esforco serd feito para que a sua
identidade ndo seja revelada. Por meio deste termo, vocé autoriza que os pesquisadores
envolvidos neste estudo pesquisem os seus registros médicos a fim de obter as
informagdes necessdrias para a realizagdo desta pesquisa e a realizagcdo de coleta de

sangue de SmL.

Vocé pode concordar ou ndo com a realizacdo destes exames. Os riscos e
desconfortos causados pela coleta de sangue sdo semelhantes aos riscos envolvidos na
coleta de sangue para exames laboratoriais de rotina (manchas roxas e dor no local da
coleta). O desconforto e os riscos associados a estas avaliagdes serdo minimizados pela

realizagdo da coleta por profissional treinado.

Cabe salientar que esse estudo talvez ndo traga beneficios para voceé, mas pode
contribuir para um melhor entendimento desta doenca e a melhorar, futuramente, o
acompanhamento e tratamento dos pacientes com Hiperfenilalaninemias.

Nao existe um prazo exato ou estipulado para que vocé receba os resultados dos
exames realizados nesta pesquisa, mas estes lhes serdo informados assim que estiverem
disponiveis. Vocé pode optar por ndo saber o resultado dos testes quando estes

estiverem disponiveis (ver acima).
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Salientamos que a identificacdo de uma mutagdo causadora de doencga pode ter
repercussdes para o individuo, bem como para seus familiares. Caso seja necessario, o

participante e os familiares serdo encaminhados ao aconselhamento genético.

Em relacdo ao armazenamento e utilizacdo de algum material que tenha restado
apos a realizacdo dos exames previstos neste estudo, vocé declara que autorizou
(marcar com um X):

() que este material podera ser armazenado e poderd vir a ser utilizado em estudos
futuros, desde que vocé seja consultado, revise e assine o termo de consentimento de
tais estudos futuros.

() que este material ndo poderd ser armazenado e ndo poderd vir a ser utilizado em
estudos futuros. O material coletado deverd ser utilizado somente neste estudo, e o
material que sobrar ndo deverd ser armazenado.

Em relacio aos resultados desse estudo, vocé declara que (marcar com um X):

() quer receber os resultados.

() ndo quer receber os resultados.

Se vocé tiver alguma ddvida em relacdo a pesquisa, deve contatar a Dra. Ida
Vanessa D. Schwartz no Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre através do telefone: (51) 3359-8011. Caso necessario, vocé pode contatar o
Comité de Etica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, através do telefone: (51)
3359- 7640 de segunda-feira a sexta-feira, das 8 horas até as 17 horas, localizado no 2°

andar na sala 2227 do HCPA

Caso vocé decida participar deve assinar este documento em duas vias, sendo que

uma ficara com vocé e a outra via ficara com a pesquisadora responsavel.

Data: /1

Nome do participante:

Assinatura do participante:

Data: / /

Pesquisador Nome:

Pesquisador Assinatura:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE e ESCLARECIDO - PACIENTES

Projeto: CARACTERIZACAO GENETICA E DA ASSOCIACAO GENOTIPO-
FENOTIPO NAS HIPERFENILALANINEMIAS: UM ESTUDO BASEADO NO
SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

Pesquisador responsdvel: Dra. Ida Vanessa D. Schwartz. Servico de Genética
Médica, Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Rua Ramiro Barcelos, 2350. Porto
Alegre-RS. Tel: 51-3359 8011.

Nome do paciente:

Prezado paciente (ou responsavel),

As Hiperfenilalaninemias sdo um grupo de doencas genéticas associadas a
aumento persistente dos niveis do aminoédcido fenilalanina no sangue. Esse grupo de
doencgas pode ser dividido em duas classes, uma delas é causada por alteracdes no gene
chamado PAH, este gene é uma pequena parte do nosso DNA que tem a funcdo de
produzir a enzima fenilalanina hidroxilase. A segunda classe de doencgas dentro das
Hiperfenialaninemias ¢ causada por alteracdes em outros seis genes, SPR, GCHFR,
PCDB, QDPR, GCHI e PTS. Todos estes participam da produ¢do de uma molécula
chamada Tetrahidrobiopterina, que € importante para que a enzima fenilalanina
hidroxilase funcione corretamente. O problema em qualquer um destes genes pode
ocasionar o aumento do aminodcido fenilalanina no sangue.

Os niveis elevados desse aminodcido sdo tdéxicos para o cérebro e podem
ocasionar retardo mental e problemas de comportamento. O diagndstico e o tratamento
precoces previnem estas manifestagdes. O tratamento € feito através do uso de férmulas
metabolicas especiais, de dieta pobre em fenilalanina e também administrando a
Tetrahidrobiopterina para os pacientes.

Estudos recentes demonstraram que alguns pacientes melhoram com o
tratamento com Tetrahidrobiopterina e outros ndo, e que aqueles que apresentam
melhora tém algumas alteracdes bem especificas no DNA. Entdo vamos fazer esse
estudo com o objetivo de analisar todos os genes que participam da produgdo das
moléculas que estdo envolvidas nessa doenca e descobrir quais sdo as alteracdes no
DNA que aqueles pacientes que melhoram com o tratamento de Tetrahidrobiopterina

apresentam.
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Serdo coletados dados de prontudrio, como por exemplo, idade, tipo de
Hiperfenilalaninemia e valores de fenilalanina plasmatica. Também serd necessdria a
coleta de 05 mL de sangue do paciente para que possamos realizar as analises no DNA
para identificar as alteragdes. Vocé pode concordar ou ndo com a realizagdo destes
exames. Os riscos e desconfortos causados pela coleta de sangue sdo semelhantes aos
riscos envolvidos na coleta de sangue para exames laboratoriais de rotina (manchas
roxas e dor no local da coleta). O desconforto e os riscos associados a estas avaliacdes
serdo minimizados pela realizagc@o da coleta por profissional treinado.

Em relagdo a estas coletas, vocé declara que autorizou a coleta de (marcar com
um X):

1. () 5 mL de sangue para a andlise dos genes envolvidos nas
Hiperfenialaninemias.

2. () eundo autorizei a coleta acima relacionada.

Se vocé permitir, o material coletado que restar apds a realizacdo dos exames
previstos neste estudo, serdo armazenados por cinco anos e poderdo ser utilizados, neste
periodo, em estudos aprovados eticamente pelos 6rgdos ou comissdes responsdveis. Em
relacdo ao armazenamento e utilizacdo de algum material (sangue) que tenha restado

apos a realizacdo dos exames previstos neste estudo, voc€ declara que autorizou:

1. () que este material poderd ser armazenado por cinco anos e poderd vir a ser
utilizado em estudos futuros aprovados eticamente pelos 6rgdos ou comissdes
responsdveis, desde que vocé revise e assine o termo de consentimento de tais
estudos futuros. Apds cinco anos, este material serd obrigatoriamente
descartado.

2. () que este material ndo poderd ser armazenado por cinco anos e ndo poderd
vir a ser utilizado em estudos futuros aprovados eticamente pelos 6rgdos ou
comissdes responsdveis. O material coletado deverd ser utilizado somente neste
estudo, e o material que sobrar ndo deverd ser armazenado, sendo
obrigatoriamente descartado.

3.

DUVIDAS

Se vocé tiver alguma ddvida em relacdo a pesquisa, deve contatar a Dra. Ida
Vanessa D. Schwartz (Fone: (51) 9901 7418 ou 3359 8011), no Servico de Genética

Meédica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Além disso, vocé pode entrar em
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contato com o Comité de Etica em Pesquisado HCPA, que aprovou esse projeto, através

do telefone (51) 3359 7640.
RECUSA OU DESCONTINUACAO NA PARTICIPACAO DO ESTUDO

Sua participagdo no estudo € voluntdria. Se vocé decidir ndo participar do
estudo, isto ndo afetard em nada o seu tratamento no HCPA. A sua participacdo pode
também ser interrompida a qualquer momento por vocé mesmo (a). Em qualquer caso,

vocé ndo serd penalizado (a).
CONFIDENCIALIDADE DAS INFORMAC()ES

As informagdes dessa pesquisa serdo mantidas em sigilo, sendo apenas utilizadas
de forma cientifica, e sem identificacdo do seu nome, em relatos especializados. Caso
alguma informacdo derivada desse estudo for importante a vocé, todo esfor¢o serd

realizado para inform4-lo.

Pelo presente termo, vocé declara que foi informado (a), de forma clara e
detalhada, sobre a presente pesquisa, e que teve suas ddvidas esclarecidas por

. Declara ter sido esclarecido que ndo

receberd nenhuma remuneracdo financeira pela participagdo no estudo e que ndo terd
custos por participar do mesmo. Declara que foi informado da garantia de receber
resposta ou esclarecimento sobre a pesquisa a ser realizada, bem como da liberdade de
ndo participar do estudo e da possibilidade de desistir, em qualquer momento, da
participacdo. Além disso, declara que assinou duas vias deste consentimento, e que uma

ficou em seu poder.

Data: /1

Paciente:

Responsavel legal:

Eu expliquei a os objetivos e

procedimentos necessdrios para esta pesquisa, € entreguei cdpia deste termo de
consentimento para 0 mesmo.

Data: / /

Pesquisador:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N¢ do projeto GPPG ou CAAE: 52087415.3.0000.5327

Titulo do Projeto: Diagnéstico da Doenca da Urina do Xarope do Bordo: Perfil
genético, molecular e a correlagédo entre o gendtipo e o fendtipo de pacientes
brasileiros

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é
compreender melhor os mecanismos genéticos envolvidos na Doenga da Urina
do Xarope do Bordo, analisando todos os genes que participam da produgéo
das enzimas dessa doenga nos pacientes brasileiros. Esta pesquisa esta sendo
realizada pelo Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em
sua participagéo séo os seguintes: coleta de 5 mL de sangue e coleta de dados
do prontuario.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na
pesquisa sdo semelhantes aos riscos envolvidos na coleta de sangue para
exames laboratoriais de rotina (manchas roxas e dor no local da coleta). O
desconforto e os riscos associados a estas avaliagdes serdo minimizados pela
realizagao da coleta por profissional treinado.

Esse estudo pode nao trazer beneficios diretos a vocé, porém, poderd
contribuir para um melhor entendimento da doenca e a melhorar o
acompanhamento e tratamento de pacientes com Doenga da Urina do Xarope
do Bordo, beneficiando futuros pacientes.

Sua participagdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, nao é
obrigatéria. Caso vocé decida nédo participar, ou ainda, desistir de participar e
retirar seu consentimento, ndo haverd nenhum prejuizo ao atendimento que
vocé recebe ou possa vir a receber na instituicéo.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacéo na
pesquisa e vocé ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua
participagdo na pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem
nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem
a identificagdo dos participantes, ou seja, 0 seu nome ndo aparecerd na
publicacao dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel Dra. Ida Vanessa Doederlein Schwartz, pelo telefone (51)
33598011 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 22 andar do HCPA,
sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e
outra para os pesquisadores.

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 1 de 2
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)

Pagina 2 de 2
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N¢ do projeto GPPG ou CAAE: 52087415.3.0000.5327
Titulo do Projeto: Diagndstico da Doenga da Urina do Xarope do Bordo: Perfil
genético, molecular e a correlag@o entre o gendtipo e o fendtipo de pacientes brasileiros.

Pesquisador responsdavel: Dra. Ida Vanessa D. Schwartz. Servico de Genética
Médica, Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Rua Ramiro Barcelos, 2350. Porto
Alegre-RS. Tel: 51-3359 8011.

Nome do participante:

Prezado participante ou responsavel

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é
compreender melhor quais sdo as alteracdes nos genes que causam a Doenga da Urina
do Xarope do Bordo, e como elas causam a doenca nos pacientes brasileiros. Esta
pesquisa estd sendo realizada pelo Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA).

A Doenga da Urina do Xarope do Bordo € uma doenga genética, isso significa
que ¢ causada por defeitos presentes nos genes em nossas células. Os genes sdo
pequenas regides no nosso DNA que tem fungdes especificas para o bom
funcionamento das nossas células e por isso sdo muito importantes para a nossa saude.
Os pacientes com Doenca da Urina do Xarope do Bordo apresentam esses defeitos em
genes que afetam a atividade das enzimas.

Ainda ndo entendemos muito bem como essas enzimas funcionam, nem sabemos
como os defeitos que os pacientes apresentam nos genes causam a doenga. Nos dltimos
anos muitos desses defeitos foram encontrados e estudos com essas informacdes
ajudaram a melhorar o nosso entendimento sobre a doenc¢a, mas precisamos continuar
procurando por esses defeitos para conseguirmos entender totalmente o funcionamento
das enzimas.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, vocé terd que doar 5 mL de sangue
venoso (equivalente a um pequeno tubo) para andlise do DNA e coleta de informacdes
do seu prontudrio. O DNA terd a sua sequéncia analisada para identificar as mutacdes

que causam a doenca.

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 1 de 4

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)

89



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participa¢@o na pesquisa sdo
semelhantes aos riscos envolvidos na coleta de sangue para exames laboratoriais de
rotina (manchas roxas e dor no local da coleta). O desconforto e os riscos associados a
estas avalia¢des serdo minimizados pela realizacdio da coleta por profissional treinado.

Esse estudo pode ndo trazer beneficios diretos a vocé, mas, poderd contribuir
para um melhor entendimento da doenc¢a e melhorar o diagndstico, o acompanhamento
e tratamento de pacientes com a Doenca da Urina do Xarope do Bordo, beneficiando
futuros pacientes.

O resultado dos exames serd informado a voc€ apds o término completo da
pesquisa (previsdo de 2 anos). Cabe salientar que a identificacdo dos defeitos do DNA
presentes em um dos genes que ocasionam estas doencas pode ser importante para o
aconselhamento genético da sua familia e para o diagndstico pré-natal, e caso
necessdrio, esse aconselhamento serd realizado pela pesquisadora responsdvel sem
qualquer custo para vocg.

Sua participacdo na pesquisa € totalmente voluntdria, ou seja, ndo é obrigatdria.
Caso vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu
consentimento, ndo haverd nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa
vir a receber na instituic¢o.

Os procedimentos envolvidos neste estudo serdo efetuados no momento de
consulta de rotina no Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, ndo sendo necessdrios quaisquer deslocamentos extras do participante.

Caso ocorra algum problema ou dano, resultante de sua participagdo na pesquisa,
vocé receberd todo o atendimento necessario, pelo tempo necessario, de forma integral e
gratuita.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente.
Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos

participantes, ou seja, o seu nome ndo aparecerd na publica¢do dos resultados.

AUTORIZACOES
Vocé autorizou:
A coleta de 5 mL de sangue para a procura de defeitos nos genes causadores da

Doenca da Urina do Xarope do Bordo.
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() Sim

() Nao

Se vocé permitir, o material coletado que restar apés a realizagdo dos exames
previstos neste estudo, serdo armazenados e poderdo ser utilizados, em estudos
aprovados eticamente pelos Orgdos ou comissdes responsdveis. Em relagdo ao
armazenamento e utilizacio do DNA que tenha restado apés a realizagdo dos exames
previstos neste estudo, vocé declara que autorizou:

() que este material poderd ser armazenado e poderd vir a ser utilizado em
estudos futuros aprovados eticamente pelos 6rgdos ou comissdes responsdveis, desde
que vocé revise e assine o termo de consentimento de tais estudos futuros.

() que este material ndo poderd ser armazenado e ndo podera vir a ser utilizado
em estudos futuros aprovados eticamente pelos 6rgdos ou comissdes responsaveis. O
material coletado devera ser utilizado somente neste estudo, e o material que sobrar ndo

deverd ser armazenado, sendo obrigatoriamente descartado.

Caso vocé tenha dividas, poderd entrar em contato com o pesquisador
responsdvel Dra. Ida Vanessa Doederlein Schwartz, pelo telefone (51) 3359-8011 ou
com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
pelo telefone (51) 3359-7640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta,
das 8h as 17h.

RECUSA OU DESCONTINUACAO NA PARTICIPACAO DO ESTUDO

Sua participagdo no estudo é voluntdria. Se vocé decidir ndo participar do
estudo, isto ndo afetard em nada o seu tratamento no HCPA. A sua participacdo pode
também ser interrompida a qualquer momento por vocé mesmo (a). Em qualquer caso,
vocé ndo serd penalizado (a).
CONFIDENCIALIDADE DAS INFORMACOES

As informacdes dessa pesquisa serdo mantidas em sigilo, sendo apenas utilizadas
de forma cientifica, e sem identificacdo do seu nome, em relatos especializados. Caso
alguma informacgdo derivada desse estudo for importante a vocé, todo esforco serd
realizado para informa-lo.

Pelo presente termo, vocé declara que foi informado (a), de forma clara e

detalhada, sobre a presente pesquisa, e que teve suas ddvidas esclarecidas por

. Declara ter sido esclarecido que ndo

receberd nenhuma remuneragdo financeira pela participacdo no estudo e que nio terd
Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 3 de 4
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

custos por participar do mesmo. Declara que foi informado da garantia de receber
resposta ou esclarecimento sobre a pesquisa a ser realizada, bem como da liberdade de
ndo participar do estudo e da possibilidade de desistir, em qualquer momento, da
participacdo. Além disso, declara que assinou duas vias deste consentimento, e que uma
ficou em seu poder.

Data: _ / [/

Paciente:

Responsdvel legal:

Eu expliquei a os objetivos e

procedimentos necessdrios para esta pesquisa, e entreguei copia deste termo de
consentimento para 0 mesmo.
Data: / /

Pesquisador:

Local e Data:
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Evaluation of plasma biomarkers of inflammation in patients with maple
syrup urine disease
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Abstract

Maple syrup urine disease (MSUD) is an autosomal recessive inherited disorder that affects branched-chain amino acid (BCAA)
catabolism and is associated with acute and chronic brain dysfunction. Recent studies have shown that inflammation may be involved
in the neuropathology of MSUD. However, these studies have mainly focused on single or small subsets of proteins or molecules. Here
we performed a case-control study, including 12 treated-MSUD patients, in order to investigate the plasmatic biomarkers of inflam-
mation, to help to establish a possible relationship between these biomarkers and the disease. Our results showed that MSUD patients in
treatment with restricted protein diets have high levels of pro-inflammatory cytokines [IFN-y, TNF-«, IL-1{3 and IL-6] and cell
adhesion molecules [SICAM-1 and sVCAM-1] compared to the control group. However, no significant alterations were found in
the levels of IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, IL-8, and IL-10 between healthy controls and MSUD patients. Moreover, we found a positive
correlation between number of metabolic crisis and IL-1f levels and SICAM-1 in MSUD patients. In conclusion, our findings in
plasma of patients with MSUD suggest that inflammation may play an important role in the pathogenesis of MSUD, although this
process is not directly associated with BCAA blood levels. Overall, data reported here are consistent with the working hypothesis that
inflammation may be involved in the pathophysiological mechanism underlying the brain damage observed in MSUD patients.

Communicated by: Eva Morava
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Diagnéstico genético diferencial de hlperfenllalaninemias e da doenca da
urina do xarope do bordo: abordagem utilizando painel de genes na

plataforma lon Torrent
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Introdugao

Hiperfenilalaninemias genéticas (HPA) podem ser causadas por
vanantes patogénicas no gene fenilalanina hidroxilase (PKU,
gene PAH) ou em genes codificadores de seu cofator
tetrahidrobiopterina (deficiéncia de BH,, genes PTS, GCH1,
GCHFR, QDPR, PCBD1 e SPR). A doenca da urina do xarope
do bordo (DXB) é devida a diminuicdo da desidrogenase dos
alfa-cetodcidos de cadeia ramificada, codificada pelos genes
BCKDHA, BCKDHB e DBT. Ambas as doengas possuem
tratamento e o diagnéstico evita a progressdo de desfechos
neurolégicos. O sequenciamento na plataforma lon Torrent com
painéis de genes permite analisar mdltiplos genes de forma agil,
colaborando para o diagnéstico precoce.

Objetivos

Realizar o diagndstico genético de HPA por PKU ou deficiéncia
de BH, e DXB através da plataforma lon Torrent.

Métodos
Amostragem e genes analisados (n=24 pacientes nio-relacionados)

= 15 pacientes Somento as
PKU + Genes PAH * 4 com gendtipo prévio | mutagies
+ § com gendtipo parclal [ ™=
" SEmea
QDFR, ) © = 3pacientes
PCBD1 e SPR
« Genes « 6 paclentes Soments as.
DXB BCKDHA, * 1 com gendtipo prévio —*regites
: BCKDHB e « 2 com pais codificantes
DBT consanguineos
Metodologia

Resultados

Foi possivel obter o gendtipo de 19 pacientes (n=24). Os
resultados do NGS estdo descritos na tabela 1. No total, foram
encontradas 24 variantes (PKU=14; def. de BH,=5; e DXB=5) e 5
variantes novas (PKU=1; def. de BH,=2; e DXB=2). A predicdo de
patogenicidade das novas variantes esta descrita na tabela 2.

Con:angun
nidade
NA&O

qms'muumn

PAH
c[1315+1G>A[1222C>T) PAH
c[1162G>A|{473G>A) PAH
¢[1222C>T)|{722G>A) PAH
c[1042C>G)[1315+1G>A) PAH
cf1 PAH
c[1169A>G]{1066-11G>A] PAH
c[1222C>T|{754C>T) PAH
c[1222C>T|{1168A>G) PAH
c[754C> PAH
c[131541G>AL473G>A) PAH
c[814G>T][712A>C) PAH
c[1241A>G;1042C>G)(;)

[1042C>G) PAH
¢ [1055deiGATIG>AY)

PAH  PKU Nao

PTS Def. de BH, Nao

PTS Def. de BH, Nao

PTS Def. de BH, Nao

BCKDHE DXB Sim

BCKDHB DXB Nao
[79_80insCTGGCGCGGGAG] Dx8 Sm
c[498G>C];[595_396delAG] BCKDHB DXB Nao
<77 ? Dx8 Nao
c[?][?] ? Dx8 Nao

Variantes em negrito sdo novas,

Icidade das novas

Tabela 2. Predicdo de p
Genétipo

¢.524C>G PAH

Sil

PolyPhan-2: 1.000 (Probably damaging)
c134A>T PTS PROVEAN: -7.25 (Deletenious)

SIFT: 0.000 (Damaging)

0.990 (Probably damaging)

c.403A>G PTS PROVEAN: -4.75 (Deletenous)

SIFT: 0.002

PolyPhen-2: 1.000 (Probably damaging)
€.392G>T -7.84 (Deletencus)

SIFT: 0.000 (Damaging)
.79 80MSCTGGCGCGG MutationTaster: predita como causadora
GG BCKDHB de deenca Mutagio -ﬂl't:r codon de

parada prematuro na posg8o 57.

Discussao e Conclusoes

O método de NGS mostra-se rapido e eficaz para o diagnéstico de doengas com mais de um gene ou de varias doengas simultaneamente.

O diagndstico foi concluido para 19 pacientes. Para os demais, limitagbes da técnica serdio avaliadas. Resultados serdo validados por
sequenciamento de Sanger nos pacientes sem diagnéstico genético prévio.

CEPI/CEUA
CEPMCPA: 20150556
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CAPES, CNPq, FAPERGS, FIPE/MCPA, NaGeMP, Rede DXB

e

;. GENETICA

c;enhﬁc; o

95



moyrme— R
i ur%oc ===
Sl

;- GENETICA %

D e el e HOSPITAL DF
D ' CLINICAS

PORIO ALLGRE A5

BRAIN

Diagnostico genético de hiperfenilalaninemias e da doenga da urina do xarope do bordo através do uso de

painel de genes por sequenciamento de nova geragdo
Rafael Hencke Tresbach??, Fernanda Sperb-Ludwig™?, Tassia Tonon®, ida Vanessa Doerderlei Schwartz»334

!~ Programa de Pés em e Blologia Mol UFRGS; -1 BRAIN, CPE, HCPA; '~ Programa de Pés.Graduag3o em Clénclas Médicas, UFRGS; *~ Servigo de Genética Médica,
HOPA,
INTRODUCAO Tabela 1. Gendtipos dos pacientes avallados por NGS.
. Doenga Consanguinidade
Hiperfenilal: \as gené podem ser causadas por varlagdes nas vias ZEOC 10386
da fer hidroxilase (gene PAH), responsivel pela conversio da ; "l Tl ) s BHdef.  Nlo
fenilak em ti Itando na condi¢do chamada fenilcetondna (PKU) ou C[853C>T);[ 853C>T) BCKDHE DXB Sim
na via do seu cofator (genes PTS, GCHI, GCHFR, PCBD1, QOPR e SPR), a 3 <L) ? ? Nio
pterina, levando a um quadro de deficiéncia de B, (BH, det) L c[498G>C|;[595_396delAG] BCKDHE DX8 N3o
D:etos nestas vias levam ao d i de 3 q L C[1162G>A);[473G>A) PAH PKU N3o
nio tratados,
A doenca da urina do xarope do bordo (DXB) é uma condiglo climca onde hd » ngg‘:z:]:l D" :: :ﬁ ::
defeitos na via do complexo da desid dos a-cetodcidos de cadeia €[131541G>A];{1222C7)
ramificada (genes BCKDHA, BCKDHS e DBT). Nessa condigio, os padentes & (2267 [12226T] PAH PKU No
apresentam um odor caracteristico que lembra o xarope do bordo na urina, bem L4 c[122207);[722G>A) PAH PKU Néo
como, logicos, devido ao do plasmatico dos acid 10 €[3926>T);[3926>T] BCKDHB DXB N3o
leucina, Isoleucina e valina. 1 c[84-2A5G);(2) PrS BH, def. NSo
12¢ c[84-2A>G];[?] PrS BH,def Nio
OBJETIVOS 13 c[10020G]{1315+1G5A] PAH  PKU  Nio
19" - PAH Pl N
O presente estudo visa avallar o diagndstico genético de HPA causado por PKU ou C[1169A>G];[11626>A) - o %
deficiéncia de BH, e DXB através de muen“‘me"m“m. ‘"“h (NGS), *Paclentes relacionados. Negrito: varante nova, "pacientes com gendtipo prévio por Sanger
Tabela 2. Predicdo de genicidade da nova enc da, c.[392G>T].
MATERIAIS E METODOS Preditor Escore edigio
Foram incluidos 13 pacientes (PKU n=7; BH, def. n=2 e DX8 n=4) ndo relacionados, :;';::::z 1;0:‘0 0 patognics
sendo desses, 8 (PKU n=7; BH, def. n=0 ¢ DXB n=1) pacientes com diagndstico .
prévio. O DNA fol extraido de amostras de sangue com Easy-DNA gONA SIFT 0,000 Patogénica

Purification Kit (Thermo Fisher) e lado em pl. (Thermo
Fisher), utilizando panel que inclul os seguintes genes: PAH, PTS, GCHI, GCHFR,
PCBDI, QDPR e SPR (HPA) e BCKDHA, BCXDHB e DBT (DXB). Variantes foram
Illmdu com o Enlis R h (Enlis). A andlise de

f a fol lizada de forma cegada em relagdo ao diagnostico

1l Acfirid

No caso da hiperf la de BH,, foram encontradas
variantes apenas no gene PTS, que normalmente é responsavel por 60% dos casos
da doenga. A alteragBo c[84-2A>G) estd em sitio de splicing, acarretando em
ampla alteragdo esuuluval (figura 1).

bleguimico e genético prévio. Dados sobre prevaléncia populacional de variantes
foram obtidos dos bancos de dados ExAC Browser e ABraOM.

Predicio de patogenicidade fol realizada utilizando as plataformas PolyPhen-2,
PROVEAN:SIFTA qué da p! vagem foi obtida do banco de dados
NCBL O software GenScan fol uutudo para a prediclo de estrutura génica a partir
do mRNA

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ltados estio ap dos na tabela 1. Foram Identificadas quinze

variantes, sendo uma nova.

A variante nova fol avaliada através de preditores de patogenicidade, os quals
seu cardter o (tabela 2).

"

No 9, 6t prévio obtido pelo método de Sanger
c [1222(>T],(1222C>T] fol discordante em relac3o ao gendtipo encontrado com o
NGS ¢.[1222C5T);[722G>A]. Esse paciente possul uma PKU leve, o que, de acordo
com © banco de dados BioPKU, condiz com o genétipo encontrado pelo NGS e isso
¢ fortalecido pelo paciente ndo ser filho de pats consanguinecs. O gendtipo prévio
é condizente com uma PKU classica.
Nos demais pacientes (4, 7, 8 e 13) o NGS confirmou o diagndstico prévio por
método de Sanger.
Os pacientes com alelos n3o enc d I ser dados caso a caso.
Esses paclentes estio enquadrados na limitagdo da técnica de NGS, que é de 2%
Uma das razdes para tal ocorréncla, é a possibilidade de varlantes nas regides dos
primers do NGS, o que resulta em ndo amplificacdo dessas regibes. A andlise
genética serd concluida através do sequenciamento de Sanger.
No banco de dados ExAC, 2 Unica variante descrita entre as encontradas no
balho é a ¢.[8537>C), cuja frequéncia é 0,0008%. Os pacientes sem

No caso das hiperferslak las, foram das duas varlantes
frequentes: ¢. [131541G>A) (EXAC: 0,03%; ABraOM: 0,08%) eclllzzc>Y] (ExAC:
0,06%; ABraOM: 0,08%). Ambas as mutacdes estdo relacionadas com o fenétipo
de fenilcetondria classica, na forma grave da doenga.

n—ﬂ..'.-{,; +..|_ _..__

Flgura 1. Prediclo da estrutura génica, a partir do mRNA, do gene PTS. Acima, a
forma selvagem (W) e abaixo, a predicdo da alteracdo estrutural do mRNA em
consequéncia da alteracdo c [84-2A>G).

dtagndsum prévio terdo seus resultados validados pelo método de Sanger.

Os paclentes com alelos ndo enc dos serdo llados por outras
me

CONCLUSOES

Neste iho, fol possivel ar nos genes causadores de HPA e

DXB em pacientes brasileiros através de um Unico painel de genes por NGS. A
técnica auxibou na conclusdo de diagndsticos genéticos que foram inconclusivos
pelo método de Sanger. Este diagndéstico permite a andlise de doencas
multigénicas em menor tempo, 0 correto @ prevengio
dos sintomas neuroldglcos.

APOIO: CNPq, CAPES, FIPE/HCPA e FAPERGS.
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Next-generation sequencing as an approach to the diagnosis of genetic hyperphenylalaninemia and maple syrup
urine disease in Brazilian patients
Rafael Hencke Tresbach'2, Fernanda Sperb-Ludwig'2, Tassia Tonon??, ida Vanessa Doerderiein Schwaru 234

1~ Post-Graduation Program in Genetics and Maolecular Biology, UFRGS: # - BRAIN L

y (Basic R h and A s in Ned

1ces), CPE, HCPA; 3 - Post-

Graduation Program in Medicine: Medical Sciences, UFRGS; 4 ~ Medical Genetics Servu:e NCPA

INTRODUCTION

G ic hyperp lani (HPA) = a caused by pathogenic variants

in the coding gene d phenylatanine hydroxylase, which leads 1o a disease called
phenylketonuria (PKU) or in genes of the cofactor of this eazyme, the

tetrahydrobiopterin, that resulls in a disease called BH4 deficiency.

Maple syrup urine disease (MSUD) is a disease caused by mutaions in genes of

the pathway of branched-chain alpha-keto ackls dehydrogenase complex

All these conditions lead lo severe ymp . and early dagr = very

important to prevent or avoid the prog'esyon of these symptoms. For this reason,

next-generation sequencing (NGS) might be a better approach to make the genetic

diagnosis of these patients in a shorter period of time.

OBJECTIVE

This study aims to access genetic diagnosis of HPA and MSUD using next-generation
sequencing (NGS)

METHODOL:

Genes analyzed and Samgle (=24 non-related patiants)

+ 15 patients
* PAH gene * 4 with previous genctype m
+ 5with partial genctype mtasons

« GCHI, GCMHFR, PTS
QOFR, PCBDY and SPR * 3 patients.
genes

+ 6 patients. Sarger -
« BCKDHA, BCKDME ana *+ 1 with previous ganotype ——= Viole
DBT genes + 2 patients with consarguineces  coding
parerts region

NGS seguencing

NGS using a
e panel in
Torrent PGM

ion Reporter

CONCLUSION

NGS may be a fast and eflactive method for diagnosis of diseases with more than one gene
and more than one deease in one round

Some issues found on tis technigue application can be avoided using Sanger sequencing
to find the variants. NGS panel

Ths method allows the diagnosis of genetic diseases in a short pariod of Sme, Ieadmg to
early freatment and minmizing the effects of n qi which are

RESULTS AND DISCUSSION

Of 24 patents, we obtaned $e complele gemotype of 19 patierts. NGS resulls are
described n Table 1. We found in tolal 24 variants (PKU=14; BH, def.=5, and MSUD=5)
and 5 novel variants (PKU=1; BM, def.=2; and MSUD=2).

Table 1. Patients avalsated genotype by NGS

Patient Genotype Gene Disease

1 € [1222C5Ty1222C5T) M PKU

2 € [1315+1G>AHTS4C>T) PAH PKU

3 € [1315+1G>A3[1222C>T) PAH PKU

4 < [1162G>AJ§473G>A) PAH PKU

s € [1222C>T}[722G>A] PAH PKU

[ € [1042C>G[1315+1G2A) PAM PKU

L4 C[1100A>0] 11162077 PAM PKY

s & [1169A>G]{1055.11G>A) PAM PKU

s ©[1222C>THTS4C>T) PaM PKU

10 o[1222C>TH1183A>G) PAH PKU

11 o[7T54C>TLS24C>G) PAH PKU

12 e[1315+1GoAY[4TIGA] PAH PKU

” €[M140PT) 7 12AC) AN PRY

14 a[1241A5G;1042C>G)){1042C>G) PAM PKU

s ©.[10550eIG ATIG>A) [ 1055ciG] PAH PKU

16 c[260C>TH403A>G) PTS BH4 dal.
17 c[134ATLRITCST) PTS BH4 del.
13 ©[84-2A>G][7) PTS BH4 det.
"w < [A6IC>TEMSICHT) AckoHe MSUD
0 ¢[39265T){392G>T] HBCKDME  MSUD

©[79_30nsCTGGCGCGGGG)

b [79_B0insCTGGCGCGGGG] BCKDHE MSUD
22 c[493G>C){585_39540AG] BCKDHE ~ MSUD
z <[7k(7) 7 MSUD
24 oMM ? MSUD

patiant with consanguinecus parents. Variants in bold are novel.

In PKU, mest frequent allsles found were c¢.1222C>T (6/30) and ¢ 131541G>A (430). In
patients 14 and 15, NGS techrique detecied three alleles. These variants are described as
pathogenic and we wil validste this resull in patients and pasents trough Samger
sequendng.

In pationts wih BM, defidency. we found variants only in PTS gene.

Despite the fact of MSUD have tiree genes imvolved with the dsease, in the patents
analyzed unil now, we found varants only m BCKDMB gene. In two patients with
af MSUD, no p wariants were found.

thenovemams mhmnmlechmdpmomrwm:um

Table 2. Pamogenicity prediction of the new varnasts.

Geno Predic
PolyPhen-2: 1.000 (Probably
PROVEAN: .8.75 (Daleterious)
SIFT. 0.001 (Damaging)
PolyFhen-2: 1.000 (Frobably damaging)
PROVEAN: -7.26 (Daleterious)
SIFT 0000 (Damaging)
Polyehen.2: 0.990 (Prabably damaging)
PROVEAN: -4.75 (Daleterious)
SIFT. 0.002 (Damaging)
PolyPhen-2: 1.000 (Frabably damaging)
©392G>T BCKDHE  PROVEAN: -7.84 (Daleterious)

SIFT 0000 (Damaging)

uu—m- pradicted a5 disease causing.
79 mutation modfies splice she and

- a M 10D coden is believed 1o occur in

positicn 57

aging)
€524C>G PAH

Cc1MA>T PTS

SUPPORT: CNPq, CAPES, FAPERGS, FIPEMCPA, NaGeMP. PPGBM/UFRGS, Rede DXB.
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Phenylketonuria and tetrahydrobiopterin deficiencies: genetic diagnosis based on
next-generation sequencing

Rafael Hencke Tresbach'#, Fernanda Sperb-Ludwig', Tassia Tonon??, Ida Vanessa Doerderlein Schwartz'234
1 Post-Graduation Program in Genetics and Molecular Biology, UFRGS; 2 BRAIN Laboratory (Basic Research and Advanced Investigations in
Neurosciences), CPE, HCPA, 3 Post-Graduation Program in Medicine: Medical Sciences, UFRGS: 4 Medical Genetics Service, HCPA.
E-mail: hencke.tresbach@ufrgs.br

BACKGROUND

Genetic hyperphenylalaninemia (HPA) :s caused by phenylketonuria (PKU),
a condition due to Sons in pheny hydroxyl (FAngm).orby
defects in the synthess/recycling of the cof: P (BHa

deficency: GCH1, GCHFR, PTS, QDPR, PCBD1 and SPRgenos] or by
DNAJC12-associated hyperphenylalaninomia (DNAJC12 gene).

OBJECTIVE

To validate the genetic diagnosis for PKU and BH4 deficiencies by next-
generation sequencing (NGS).

METHODS

n=18 non-related patients

L LITERRRE | LiL ik atre

. & &
BH, deficiency patients
F T (n=3)

§ § No previcus genotype.

## Partial genotype.

#4 Previous genotype

Table 1. Genotype of PKU and BH, patients evaluated by NGS.

cl1222C>T){1222C>T)

1

2 c[1315+1G>AL{754C>T) PKU
3 c[1315+1G>A){1222C>T) PKU
4 ¢ [1162G>A]{473G>A] PKU
5 ©[1222C>T):(722G>A) PKU
6 € [1042C>GJ[1315+1G>A) PKU
7 ¢ [169A>G] {11 PKU
8 ¢ [1169A>G){1066-11G>A] PKU
9 c[1222C>T)[754C>T)

10 € [1222C>T);[1169A>G)

1 ©[754C>T)[524C>G)

12 c[131541G>A)[473G>A]

13 C[814G>T)[712A>C)

14 €[1241A>G;1042C>G)(;{1042C>G)
15 €[1055de|G;473G>A)(;)[1055delG)
16 ©[260C>T];[403A>G]

17 c[134A>T)[317C>T)

g'ﬂ
=
c

FasETITRIRRESIINNLY
2222

18 c[84-2A>G)(7) BH. def
1 2 3 a A L]
w8
1 - 4 L] 3
paters 16 —{——— - —

c.[84-2A>G)

Figure 1. Prediction of the PTS gene structure. Above, the wild type and below,
the splice site vanant found in the patient 18, Boxes represents exons, * - alered
exon,

Table 2. Predicion of the novel varants found in Brazikan patients.

Prediction

RESULTS

Fifteen patients had their genotype conduded (PKU=13; BH: def.=2). In all
patients, we found twenty variants, three of them are novel (PKU=1; BH4
def.=2). All patients genotypes are presented in table 1.

In PKU patients, four had previous genotype and these, only three have their
genotype matched.

In the patient 18, prediction of splice site mutation in GENSCAN resulted in
alterations in exons 2 and 3 of wild type PTS, with 5 exons. as showed in
figure 1.

Of the novel as Intable 2.

al are p! as pathog;

n-2: 1.000
©.524C>G POAH  PROVEAN: -8.75 (Deleterious)
SIFT. 0.001 (Damaging)
PolyPhen-2: 1.000 (Probably damaging)
CA34A>T PTS PROVEAN: -7.25 (Deleterious)
SIFT: 0.000 (Damaging)
0.990
c.403A>G PTS PROVEAN: -4.75 (Deleterious)
SIFT. 0.002 (Damaging)
DISCUSSION
The NGS is a fast and effecti d to In this work, we are
able to el the g ype of 15/18 p.
Patient 5 have discordant NGS and p genotype. We beli that the
NGS genotype is correct due to g ype-ph yp iation and this
patient present a mild PKU form.

About the patient 18, we will perform analysis in cONA to confirm the result
of prediction. Only one allele was found in this patient. We will sequence the
cading region and the cDNA of the PTS gene to identify the second allele.

CONCLUSION

NGS is a fast and effs thod to elucidate di with ¢
clinical and biochemical symptoms.

All the results will be validated by Sanger seq ing. Further lysis will
be performed in patients without the two alleles ldmd

SUPPORT: CAPES, CNPq, FAPERGS and FIPE/HCPA.
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Genetic Hyperphenylalaninemia and Maple Syrup Urine
Disease in Brazilian patients: development of diagnosis
using gene panels and next-generation sequencing

Rafael Hencke Tresbach, MSc
Fernanda Sperb-Ludwig, PhD
Tassia Tonon, PhD
Ida Vanessa Doederlein Schwartz, MD, PhD

Buenos Aires, 15 de Mayo de 2019

Por cuanto el trabajo

GENETIC HYPERPHENYLALANINEMIA AND MAPLE SYRUP URINE
DISEASE IN BRAZILIAN PATIENTS: DEVELOPMENT OF DIAGNOSIS
USING GENE PANELS AND NEXT-GENERATION SEQUENCING
Tresbach RH, Sperb-Ludwig F, Tonon T, Schwartz IVD - Brasil

Ha sido presentado en la modalidad COMUNICACION ORAL
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Diagndstico genético da Doenca da Urina do Xarope do Bordo através de sequenciamento
massivo paralelo

Rafael Hencke Tresbach':2, Mariana Lopes dos Santos?3, Tassia Tonon2#, Carolina Fischinger Moura de Souza®, Fernanda Sperb-Ludwig'?,
Ida Vanessa Doederlein Schwartz!245
1 - Programa de Pés-Graduag&o em Genética e Biologia Molecular, UFRGS; 2 - Laboratério BRAIN, CPE, HCPA; 3 - Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre (UFCSPA); 4 — Programa de Pés-Graduag&o em Ciéncias Médicas,
UFRGS; 5 - Servigo de Genética Médica, HCPA.

Introdugao

A Doenga da Urina do Xarope do Bordo (DXB) caracteriza-se pela
atividade reduzida do complexo enzimatico da desidrogenase dos alfa-
cetoacidos de cadeia ramificada (figura 1), codificado pelos genes
BCKDHA, BCKDHB e DBT. O diagnéstico precoce é importante para a
condugdo terapéutica e prevengdo de sintomas neurolégicos
irreversiveis, uma vez que esta doenga néo esta incluida no Programa
Nacional de Triagem Neonatal. O sequenciamento massivo paralelo
(MPS) na plataforma lon Torrent com painéis de genes permite analisar
mlltiplos genes de forma &gil, colaborando para o diagndstico
molecular precoce.

(. W]

costoghtmas ] 1 T

=&
- .
&0 .

lsovleri-Con | sobutir-CoA
ametibutiCon
Figura 1. Via metabdlica do complexo enzimatico da desidrogenase dos alfa-cetoacidos
de cadeia ramificada. Os aminoacidos leucina, isoleucina e valina sofrem transaminacao

pela amino transferase de cadela ifi e 0s respectivos a- idos (KIC, KMV e
KIV) sofrem i i pelo BCKAD. KIC: acido a-
cetoisocaprdico; KIV: acldo Q- cetolsovalenco, KMV: acido a-ceto-B-metilvalérico; Glu:
BCKAD: d dos a- acidos de cadeia ifi daptado de:
Blackburn, et al (2017).
Objetivos

Realizar o diagndstico molecular da DXB por sequenciamento massivo
paralelo (MPS).

Métodos

Foram incluidos 13 pacientes ndo relacionados com diagnéstico
bioquimico de DXB. Um paciente tinha diagnéstico molecular e 3 sédo
filhos de pais consanguineos. A metodologia estd representada na
figura 2.

* BCKDHA
* BCKDHB
« DBT

« Enlis
« lonReporter

« 250X
« Exons

« Bordas éxon-
intron

Filtragem de
variantes

Softwares de
predicdo

Sequenciamento

de Sanger Critérios ACMG

Variantes novas

Figura 2. Representacdo da metodologia adotada no estudo. MPS: sequenciamento
massivo paralelo; ACMG: American College of Medical Genetics and Genomics.

Resultados

O gendtipo foi concluido em 11 pacientes (n=13) e os resultados do
MPS estédo descritos na tabela 1. Foram encontradas 22 variantes, 15
de ocorréncia unica (BCKDHA=2; BCKDHB=9; DBT=4) e 7 variantes

p.[Tyr413His]
p.[lle160Phe],

novas: p.[His247Leufs*83] e
p.[Pro27Leufs*60], p.[Gly131Val],
p.[Leu326Pro] (BCKDHB).

(BCKDHA),
p.[Asn176Lys] e

A predicdo de patogenicidade das novas variantes estd descrita na
tabela 2. Os pacientes 4 e 11 ndo tiveram o diagnéstico concluido, um
deles teve apenas um dos alelos encontrado e o outro ndo apresentou
cobertura dos éxons 2, 3 e 4 para o gene BCKDHA no MPS e pelo
método de Sanger.

Tabela 1. Pacientes avaliados pela técnica de NGS e seus gendtipos.

c.[7T40_741insT];[74¢ nsT]
p.(His247Leufs*83); (H|5247Leufs‘33)
¢.[1237T>C];[1237T>C]
p.(Tyra13His);(Tyr413His)

¢.[79_80insCTGGCGC ];[79_80insCTGGCGCGGGG]

p.(Pr027-fs) (Pro27=fs) BCKDHB ND
4 ©.[109_484del];[109_484del] BCKDHB ~ Nao
€.[392G>T];[392G>T]

BCKDHA

BCKDHA ND

5 p.(Gly131Val);(Gly131Val) BCKDHB  Nao
o b.(i0160P e lle1607he) BOKDHB  Sim
7 o Lye106Ae): Proz00Ten BOKDHB o
s b (ham1T6Lya)iLou26Pr0) BOKDHB  ND
o b (Aigz5Teny (g6 Ten BOKDHB S
0 b (Gin2 27} Ginz 2Hen) 0BT ND
1 b (Gluz24Teny Gz Ten CEA
; e N
13 ¢.[1209+5G>C][1209+5G>C] DBT  Sim

Em negrito: mutagdes novas; * - paciente com genctipo prévio; ND — n&o disponivel.

Tabela 2. Predi¢éo de patogenicidade das novas variantes.

Genétipo Gene ‘ Predicao Ci os ACMG

€.[1237T>C] BCKDHa POPhen-2: pathogenic PM2, PP3, PP4
MutationTaster: pathogenic
PolyPhen-2: pathogenic

GIERESY B MutationTaster: pathogenic (I8, (RS (P2
PolyPhen-2: pathogenic

c.[4T8A>T] BCKDHB MutationTaster: pathogenic PM2, PM6, PP4, PP3
PolyPhen-2: pathogenic PS1, PM2, PM5, PM6,

G ECKRLE MutationTaster: pathogenic PP3, PP4

C[977T>C] BCKDHB POWPhen-2: pathogenic oy oye pp3 ppg

MutationTaster: pathogenic

Discusséo e Conclusado

A paciente 7 foi previamente analisada através do sequenciamento
automatizado de Sanger por Scaini, et al (2018) e o genétipo prévio
coincide com o genétipo encontrado pelo MPS. Na paciente 11, ha a
possibilidade de allele dropout (auséncia de amplificagdo pela
presenca de polimorfismos nas regides dos primers) e por isso os
éxons 5, 6 e 7 do gene DBT serdo reavaliados pelo método de
Sanger. A paciente 4 sugere uma provavel delegdo de parte do gene,
ja descrita em Quental, et al (2008) e e o mRNA sera avaliado para
conclusao do genétipo. Regides ndo cobertas dos genes BCKDHB e
DBT (>2% e >4% dos genes, respectivamente) também poderéo ser
avaliadas em casos nao concluidos.

O MPS foi eficiente e mostrou-se uma ferramenta de diagnéstico
rapida e precisa para elucidar as variantes causadoras de DXB.

Im@MP GENETICA
s Avalicao de ecrciogasde
Soude e Gendtica Crica
Promocao
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De: Kirsten Ahring <kirsten.ahring@regionh.dk>
Date: ter., 21 de set. de 2021 as 15:06

Subject: ESPKU abstract

To: ischwartz@hcpa.edu.br <ischwartz@hcpa.edu.br>

Dear Ida Schwartz,

On behalf of the Scientific Advisory Committee, I am pleased to inform you that the abstract with the title:

“ Genetic Hyperphenylalaninemias: Experience with differential diagnosis through massive parallel sequencing -

The programme will allow 10 minutes in total per speaker, 6 minutes for the oral presentation and 4 minutes for

The meeting is likely to be by zoom and we will send you further details 7 days before the meeting takes place.
Please confirm your acceptance to me by responding to this e-mail.

Thank you in advance and looking forward to hearing from you.

Sincerely yours,

Kirsten Kizr Ahring

Secretary of the Scientific Advisory Committee

ESPKU
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Saude em Genética Clinica

Genetic Hyperphenylalaninemias: Experience with
differential diagnosis through massive parallel
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17 ANEXOS

17.1 Anexo A — Carta de aprovagao do projeto 2015-0556 pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
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HOSPITAL DE CLINICAS DE
PORTO ALEGRE - HCPA/  “C8ranlt -
UFRGS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagao genética e da associagdo genétipo-fenétipo nas Hiperfenilalaninemias:
um estudo baseado no Sequenciamento de Nova Geragéao

Pesquisador: Ida Vanessa Doederlein Schwartz

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 52087415.3.0000.5327

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.813.419

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de Doutorado vinculado ao Programa de Pds-Graduagé@o em Genética e Biologia
Molecular da UFRGS. Este projeto faz parte da linha de pesquisa sobre caracterizagdo de aspectos
relacionados a doencas monogénicas raras que podem ser translacionados para a compreensao e
tratamento das doencas multifatoriais, e toma como modelo as Hiperfenilalaninemias, grupo de doencas
genéticas caracterizadas pela ocorréncia de defeitos na hidroxilagéo da fenilalanina. O minimo requerido
pelo nosso organismo para metabolizagdo normal da fenilalanina, processo que ocorre no figado e nos rins,
€ a enzima fenilalanina hidroxilase (EC 1.14.16.1), o substrato L-fenilalanina, oxigénio e o isémero 6R do
cofator tetrahidrobiopterina (BH4). Por se tratar de uma doenga com tratamentos dietéticos e
medicamentosos disponiveis, que sdo dependentes do correto diagnéstico para escolha da conduta clinica,
o incremento dos métodos diagnésticos dessas doengas e o entendimento dos processos que
desencadeiam as complicagdes associadas podem colaborar tanto para a melhoria da assisténcia desses
pacientes, quanto para gerar hipéteses aplicaveis ao tratamento de doengas mais prevalentes. O produto
inovador a ser desenvolvido no projeto ora apresentado € um chip

que permite o diagndstico genético preciso e de forma mais rapida dessas condigoes.
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Continuagéo do Parecer: 1.813.419

Objetivo da Pesquisa:

Objetivos gerais

1) Desenvolver a construgdo de um painel de genes de forma a padronizar e a disponibilizar o diagnéstico
genético para pacientes brasileiros com Hiperfenilalaninemias por sequenciamento de nova gerago;

2) Caracterizar o perfil genético de uma amostra de pacientes brasileiros com Hiperfenilalaninemias, por
meio da determinagdo das mutagbes patogénicas e polimorfismos dos genes causadores da doenga;

3) Associar as alteragdes moleculares ao fenétipo observado nestes pacientes, principalmente em relagéo
ao desfecho responsividade ao BH4.

Objetivos especificos

1) Caracterizar as variantes presentes nos genes PAH, PTS, GCH1, QDPR, PCBD, GCHFR, SPR e LAT1
causadores das Hiperfenilalaninemias em pacientes brasileiros;

2) Relacionar os achados genéticos ao fenétipo observado nos pacientes;

3) Caracterizar a existéncia de alteragdes genéticas modificadoras de fenétipo para as Hiperfenilalaninemias
a partir do estudo de irméos afetados pela doenga;

4) Associar os achados genéticos quanto a responsividade dos pacientes ao BH4.

5) Demonstrar a patogenicidade das novas variantes com sentido trocado porventura encontradas por meio
da pesquisa em 100 alelos controles normais e andlise in silico.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos causados pela coleta de sangue séo semelhantes aos riscos envolvidos na coleta de sangue para
exames laboratoriais de rotina (manchas roxas e dor no local da coleta). Os riscos associados a estas
avaliagdes serdo minimizados pela realizagdo da coleta por profissional treinado.

Beneficios:

Os dados a serem obtidos neste projeto, e o seu tratamento tedrico e estatistico por parte da equipe
proponente, caracterizada por seu aspecto interdisciplinar, certamente terdo impacto cientifico, e sobre o
acompanhamento e tratamento de pacientes com HPA e sobre o SUS. Os resultados esperados encontram-
se abaixo relacionados:

1)Geragéo de dados inéditos sobre correlagdes genétipo-fenétipo e sobre a relagao genétipo-responsividade
ao BH4;
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Continuagéo do Parecer: 1.813.419

2)Aumento da compreensdo dos mecanismos que provocam os diferentes fenétipos, de forma a permitir o
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos e/ou para contribuir para o uso racional da terapia existente;
3)Conhecimento a cerca do perfil molecular dos pacientes brasileiros, através da identificagao e
caracterizagdo de variantes, que permitird a determinagéo das frequéncias génicas para os diferentes tipos
de HPA;

4)Desenvolvimento de teste robusto, rapico, completo e mais custo beneficio do que as técnicas utilizadas
no presente momento para o diagnéstico genético das HPA;

5)Divulgacgao dos resultados preliminares em congressos da area de genética e medicina, nacionais e
internacionais;

6)Elaboragao de artigos cientificos, a serem publicados em periédicos de circulagéo internacional (artigo 1
—Desenvolvimento do diagnéstico molecular de Hiperfenilalaninemias através de sequenciamento de nova
geracdo; artigo 2 —Perfil molecular dos pacientes brasileiros com Hiperfenilalaninemias e a correlagdes
genotipo-fenétipo de alteragdes patogénicas e ndo patogénicas e responsividade ao BH4; artigo 3 — revisao
a cerca dos aspectos genéticos e metabdlicos das Hiperfenilalaninemias).

Comentarios e Consideracées sobre a Pesquisa:

A relevancia do estudo esta bem fundamentada em proposta inovadora e relevante.

A amostra serd composta por pacientes provenientes do ambulatério do SGM-HCPA, e seus pais. Além
disso, serdo convidados pacientes de outros centros de referéncia do Brasil, por meio de mensagem
eletronica a ser divulgada em lista de emails destinada aos profissionais de sadde brasileiros que trabalham
na area da genética clinica e da triagem neonatal.

A amostragem serd por conveniéncia. Segundo o Ministério da Saude do Brasil (comunicagao pessoal),
existem aproximadamente 2000 pacientes com HPA-PAH (80 acompanhados no SGM-HCPA) no pais e 30
pacientes com deficiéncia de BH4 (5 acompanhados no SGM-HCPA). Estima-se a inclusdo de
aproximadamente 100 pacientes com diagnéstico HPA-PAH (pelo menos 30 com genétipo ja determinado e
pelo menos 30 com teste de responsividade ao BH4 realizado) e de 15 pacientes com diagnéstico de
deficiencia de BH4.

O nimero de pacientes previsto ja inclui possiveis perdas relacionadas ao critério de exclusdo e nao
concordancia em participar do estudo. Serd coletado sangue dos pais para confirmagao do estado in cis ou
trans das variantes encontradas nos pacientes.
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Continuagéo do Parecer: 1.813.419

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Apresenta TCLE.

Recomendacoées:

Nada a recomendar.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:
As pendéncias emitidas para o projeto no parecer 1.388.846 foram adequadamente respondidas pelos
pesquisadores, conforme carta de respostas adicionada em 25/10/2016. Nao apresenta novas pendéncias.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Lembramos que a presente aprovacéo (versao projeto e TCLE de 25/10/2016 e demais documentos que
atendem as solicitacdes do CEP) refere-se apenas aos aspectos éticos e metodoldgicos do projeto. Para
que possa ser realizado o mesmo deve estar cadastrado no sistema WebGPPG em razdo das questdes
logisticas e financeiras.

O projeto somente podera ser iniciado apés aprovagao final da Comissédo Cientifica, através do Sistema
WebGPPG.

Qualquer alteracdo nestes documentos devera ser encaminhada para avaliagédo do CEP. Informamos que
obrigatoriamente a versdo do TCLE a ser utilizada devera corresponder na integra a versdo vigente
aprovada.

A comunicagao de eventos adversos classificados como sérios e inesperados, ocorridos com pacientes
incluidos no centro HCPA, assim como os desvios de protocolo quando envolver diretamente estes
pacientes, devera ser realizada através do Sistema GEO (Gestao Estratégica Operacional) disponivel na
intranet do HCPA.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagcao
Informagées Bésicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 25/10/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 633070.pdf 11:03:25
Outros Resposta_ao_parecer_pronto.docx 25/10/2016 |Nataniel Floriano Aceito

11:02:15 | Ludwig
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mo

Projeto Detalhado / |Projeto_detalhado_HPA_pos_parecer.d | 25/10/2016 [Nataniel Floriano Aceito

Brochura ocx 11:01:40 [Ludwig

Investigador

Outros Termo_de_consentimento_LIVRE_e_ES| 25/10/2016 |Nataniel Floriano Aceito

CLARECIDO responsaveis.docx 11:00:29 | Ludwig

TCLE / Termos de |Termo_de_consentimento_LIVRE_e ES| 25/10/2016 |Nataniel Floriano Aceito

Assentimento / CLARECIDO_novo_adultos.docx 10:58:26 | Ludwig

Justificativa de

Auséncia

Outros delegacao_funcao_2.pdf 26/11/2015 [Nataniel Floriano Aceito
16:31:56 Ludwig

Outros delegacoes_de_funcao.pdf 26/11/2015 [Nataniel Floriano Aceito
16:31:22 | Ludwig

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 26/11/2015 |Nataniel Floriano Aceito
15:03:56 | Ludwig

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao
PORTO ALEGRE, 09 de Novembro de 2016
Assinado por:
Marcia Mocellin Raymundo
(Coordenador)
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17.2 Anexo B - Carta de aprovagao do projeto 2018-0533 pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre

111



UFRGS - HOSPITAL DE
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Diagnostico da Doenca da Urina do Xarope do Bordo: Perfil genético, molecular e a
correlagdo entre o genoétipo e o fenétipo de pacientes brasileiros

Pesquisador: Ida Vanessa Doederlein Schwartz

Area Tematica:

Versdo: 5

CAAE: 99923318.5.0000.5327

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.175.683

Apresentacao do Projeto:

Este projeto faz parte da linha de pesquisa sobre caracterizagdo de aspectos relacionados a doengas
monogénicas raras que podem ser translacionados para a compreenséo e tratamento das doengas
multifatoriais, e toma como modelo a Doenga da Urina do Xarope do Bordo, caracterizada pela existéncia de
defeitos no complexo enzimético dos alfa-cetoacidos de cadeia ramificada, os quais s&o responsaveis pela
conversdo da leucina, isoleucina e valina no organismo. Por se tratar de uma doenga com tratamentos
dietéticos e medicamentosos disponiveis, que sdo dependentes do correto diagnéstico para escolha da
conduta clinica, o incremento dos métodos diagnosticos dessas doengas e o entendimento dos processos
que desencadeiam as complicagdes associadas podem colaborar tanto para a melhoria da assisténcia
desses pacientes, quanto para gerar hipéteses aplicaveis ao tratamento de doengas mais prevalentes.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

A1) Desenvolver um painel de genes de forma a padronizar e disponibilizar o diagnéstico genético para
pacientes brasileiros com DXB por sequenciamento de nova geragao;

A2) Caracterizar o perfil populacional de uma amostra de pacientes brasileiros com DXB;

A3) Caracterizar o perfil genético de uma amostra de pacientes brasileiros com DXB, por meio da
determinagdo das mutagdes patogénicas e polimorfismos dos genes causadores da doenga;
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A4) Correlacionar as alteragdes moleculares ao fenétipo observado nos pacientes com DXB.

Objetivo Secundario:

B1) Através de analise molecular dos genes BCKDHA, BCKDHB e DBT, que estdo envolvidos na DXB por
sequenciamento de nova geragao, desenvolver um método diagnéstico preciso e rapido;

B2) Determinar as frequéncias genotipicas da DXB para pacientes brasileiros;

B3) Caracterizaras mutagdes e polimorfismos presentes nos genes causadores de DXB em pacientes
brasileiros;

B4) Relacionar os achados genéticos aos fenétipos observados nos pacientes;

B5) Caracterizar a existéncia de alteragdes genéticas modificadoras de fenétipo para a DXB.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos causados pela coleta de sangue sdo semelhantes aos riscos envolvidos na coleta de
sangue para exames laboratoriais de rotina (manchas roxas e dor no local da coleta). Os riscos associados
a estas avaliagdes serdo minimizados pela realizagdo da coleta por profissional treinado. Beneficios: Os
dados a serem obtidos neste projeto, e o seu tratamento tedrico e estatistico por parte da equipe
proponente, caracterizada por seu aspecto interdisciplinar, certamente terdo impacto cientifico, e sobre o
acompanhamento e tratamento de pacientes com HPA e sobre o SUS. Os resultados esperados
encontramse abaixo relacionados: 1) Geracédo de dados inéditos sobre correlagdes genodtipo-fenétipo dos
pacientes com a Doenga da Urina do Xarope do Bordo; 2) Aumento da compreensao dos mecanismos que
provocam os diferentes fenétipos, de forma a permitir o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos e/ou
para contribuir para o uso racional da terapia existente; 3) Conhecimento a cerca do perfil molecular dos
pacientes brasileiros, através da identificagdo e caracterizagdo de variantes, que permitira a determinacéo
das frequéncias génicas para os diferentes tipos de DXB; 4) Desenvolvimento de teste robusto, rapido,
completo e com melhor custo-beneficio do que as técnicas utilizadas no presente momento para o
diagnéstico genético da DXB; 5) Divulgagao dos resultados preliminares em congressos da area de genética
e medicina, nacionais e internacionais;

6) Elaboragéo de artigos cientificos, a serem publicados em periddicos de circulagdo internacional (artigo 1 —
revisdo sobre os aspectos genéticos da Doenga da Urina do Xarope do Bordo; artigo 2 — Perfil molecular e
correlagao genétipo-fendtipo dos pacientes brasileiros com Doenga da Urina do Xarope do Bordo).

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Projeto de pesquisa de andlise de dados clinico, bioquimicos e genéticos de casos com diagnéstico de
Doenca da urina do Xarope de Bordo.
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Sera realizada anéalise dos 3 genes envolvidos na patologia (BCKDHA, BCKDHB e DBT) por NGS e
confirmagdo por Sanger. Serao recrutados 50 paciente do SGM do HCPA.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Apresenta TCLE para menores e maiores de idade.

Recomendacdes:
Nada a recomendar.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
As pendéncias emitidas para o projeto no parecer 3.123.743 foram respondidas pelos pesquisadores,
conforme carta de respostas adicionada em 19/02/2019. N&o apresenta novas pendéncias.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Aprovado apés recomendagdes da CONEP.

Projeto e TCLEs versdes adicionadas em 19/02/2019.

Parecer liberado Ad-Referendum anterior & data prevista de relatoria, apés pesquisadores atenderem
recomendagdes da CONEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 19/02/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1229789.pdf 13:35:06
Qutros carta_resposta_ CONEP_2.docx 19/02/2019 |Rafael Hencke Aceito

13:26:30 | Tresbach
Projeto Detalhado / |PROJETO_NGS_DXB_2.docx 19/02/2019 |Rafael Hencke Aceito
Brochura 13:26:14 | Tresbach
Investigador
Declaragéo de declara_infra_2018.pdf 19/02/2019 |Rafael Hencke Aceito
Instituigao e 13:25:58 |Tresbach
Infraestrutura
Cronograma cronograma.docx 19/02/2019 |Rafael Hencke Aceito
13:25:51 | Tresbach
TCLE/Termos de | TCLE_responsaveis_5.doc 19/02/2019 |Rafael Hencke Aceito
Assentimento / 13:25:31 | Tresbach
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE_adultos_5.doc 19/02/2019 |Rafael Hencke Aceito
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Plataforma

Assentimento / TCLE_adultos_5.doc 13:25:24 | Tresbach Aceito

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folha_de_rosto_2.pdf 19/02/2019 |Rafael Hencke Aceito
13:25:11 | Tresbach

Qutros carta_resposta_CEP_2.docx 23/01/2019 |Rafael Hencke Aceito
14:43:59 | Tresbach

Qutros carta_resposta_CEP.docx 05/11/2018 | Rafael Hencke Aceito
09:54:12 | Tresbach

Orgamento orcamento.docx 01/10/2018 |Rafael Hencke Aceito
15:35:19 | Tresbach

Declaragao de delegacao_funcoes.pdf 01/10/2018 |Rafael Hencke Aceito

Pesquisadores 15:19:37 | Tresbach

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Nao

Endereco:

PORTO ALEGRE, 27 de Fevereiro de 2019

Bairro: Santa Cecilia

UF: RS
Telefone:

Municipio:

(51)3359-7640

Assinado por:

Marcia Mocellin Raymundo

Rua Ramiro Barcelos 2.350 sala 2229

PORTO ALEGRE
Fax:

(51)3359-7640

(Coordenador(a))

CEP: 90.035-903

E-mail:

cep@hcpa.edu.br
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