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"Eu vou ser veterinário, porque eu sou da 
família da natureza." 

(Criança com fenilcetonúria diagnosticada precocemente) 

"O conhecimento leva à humildade" (Asbjõm Fõlling) 

De fato, a realização deste estudo proporcionou inúmeras novidades 
e reflexões sobre a HPA por deficiência de PAH. Uma relação de 
cumplicidade foi criada entre o pesquisador e o pesquisado, que em 
muitas vezes se manifestou em curiosidade e solidariedade, 
angústia e compaixão. Saber aceitar ao "não, o DNA é meu" é 
compreender que o conhecimento convive com a oposição de 
pensamentos. A informação contida no DNA dos pacientes revelou 
uma pequena parte oculta das alterações moleculares no gene da 
PAH. Ainda falta muito para esta história acabar. 
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RESUMO 

A Hiperfenilalaninemia (HPA) decorrente da deficiência da fenilalanina 

hidroxilase (PAH) é um distúrbio metabólico herdado de modo autossômico recessivo. O 

gene da PAH localiza-se na região q22-q24. 1 do cromossomo 12 e abrange 90 kb de 

DNA dividido em 13 exons, os quais codificam um mRNA de aproximadamente 2,4 kb. 

Até o momento, 412 diferentes alterações foram identificadas no /ocus da PAH. A grande 

heterogeneidade molecular observada neste gene pode estar ligada à variabilidade do 

fenótipo nos pacientes com HPA por deficiência de PAH. 

O presente estudo teve como objetivos principais determinar a freqüência das 

mutações e estabelecer uma correlação entre os dados bioquímicas e clínicos com as 

alterações moleculares encontradas nos pacientes com HPA por deficiência de PAH no 

Sul do Brasil. A amostra foi composta por 30 pacientes não relacionados que se 

encontram em tratamento no Serviço de Genética Médica do Hospital d~ Clínicas de 

Porto Alegre (HCPA). Este estudo foi aprovado pela Comissão Científica e pela Comissão 

de Pesquisa e Ética em Saúde do HCPA, estando adequado ética e metodologicamente, 

de acordo com as Normas de Pesquisa em Saúde (resolução 01/88 do Conselho Nacional 

de Saúde). 

O protocolo aplicado compreendeu a extração de DNA e posterior amplificação 

por PCR de 13 fragmentos do gene da PAH. Os produtos de PCR foram analisados pela 

técnica de polimorfismos conformacionais de cadeia simples (SSCP). As amostras que 

apresentaram padrões de mobilidade eletroforética alterados foram submetidas à análise 

por digestão com endonucleases de restrição específicas e/ou seqüenciamento. Os 

pacientes foram classificados em subgrupos (PKU leve, PKU moderada e PKU clássica), 

de acordo com a tolerância à Phe quando em dieta controlada. 

A técnica de SSCP permitiu a identificação de 25 pacientes (83,3%) com 

alterações nos fragmentos analisados do gene da PAH. Neste estudo, foram encontradas 

24 alterações diferentes, sendo identificados 26 genótipos distintos associados à HPA por 

deficiência de PAH. A análise com endonucleases de restrição possibilitou a detecção de 

8 mutações (165T, R252W, R261Q, R261X, IVS10nt-11g>a, V388M, R408W e 

IVS12nt1g>a). O seqüenciamento direto permitiu a detecção de 16 alterações, sendo 10 

mutações associadas à doença (L 15/S16fsdeiCT, IVS2nt5g>c, F55fsdeiT, IVS2nt-13t>g, 

N133/Q134fsdeiATCA, R158Q, R270K, P281L, IVS7nt1g>a e R408Q), 4 polimorfismos 
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(IVS2nt19t>c, V245V, Y414Y e IVS12nt-35c>t) e duas alterações novas no gene da PAH: 

1378g>t e IVS 12nt-15t>c. As técnicas empregadas neste estudo permitiram a 

identificação de pelo menos um alelo mutante em todos os pacientes analisados e o 

genótipo foi determinado em 23 dos 30 pacientes. 

A freqüência de mutações identificadas neste estudo foi de 87,3% (48/55) e as 

mais freqüentes foram a 165T (18,2%), a R261X (9,1%), a R408W (9,1%), a IVS2nt5g>c 

(7,3%), a R261Q (7,3%) e a V388M (7,3%). As mutações raras apresentaram freqüências 

variando entre 1 ,8% e 5,5%. A presença de polimorfismos foi observada em 46,6% dos 

pacientes com HPA por deficiência de PAH, sendo os polimorfismos IVS2nt19t>c, V245V 

e IVS12nt-35c>t os mais freqüentes. O espectro de mutações encontrado em nossos 

pacientes é diferente do observado em pacientes de outros países da América Latina, 

confirmando a heterogeneidade molecular desta doença. 

Não foi estabelecido uma correlação entre os valores de atividade residual 

prevista (ARP) para a fenilalanina hidroxilase com os parâmetros clínicos e bioquímicas, 

tanto em pacientes com diagnóstico precoce como tardio. Mas foi, no entanto, observada 

uma correlação entre os valores de ARP e os níveis de Tyr durante o tratamento em 

pacientes com diagnóstico precoce, indicando que os mesmos podem exercer um papel 

importante no controle da dieta e na determinação do fenótipo dos pacientes. 

A análise de regressão linear simples mostrou uma forte relação entre a 

tolerância à Phe da dieta e os níveis de Phe pré e durante o tratamento, permitindo a 

classificação fenotípica dos pacientes com diagnóstico precoce. Esta análise mostrou 

também uma associação significativa entre a tolerância à Phe da dieta e os níveis de Phe 

durante o tratamento, permitindo também a determinação do fenótipo na maioria dos 

pacientes com diagnóstico tardio. Estes resultados ressaltam a importância do diagnóstico 

precoce e de um adequado controle dietético em pacientes com HPA por deficiência de 

PAH. 

Os níveis de Phe e Tyr não foram capazes de determinar a gravidade de 

mutações em heterozigotos para HPA por deficiência de PAH, tanto na situação de jejum 

como após a sobrecarga de aspartame. Nas duas situações testadas, as relações 

Phe/Tyr e Phe2/Tyr foram consideradas os melhores parâmetros para discriminar 

indivíduos heterozigotos e controles. 

Este estudo se constitui numa contribuição original ao conhecimento das bases 

moleculares da HPA por deficiência de PAH no Sul do Brasil, trazendo informações 

relevantes para o melhor entendimento da relação genótipo-fenótipo neste distúrbio. 
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ABSTRACT 

Hyperphenylalaninemia (HPA) due to phenylalanine hydroxylase (PAH) 

deficiency is a disorder inherited as an autosomal recessive trait. The locus of the PAH 

gene is located on chromosome 12, region q22-q24.1, and spans 90 kb of genomic DNA 

divided into 13 exons, which is transcribed into a mRNA of 2.4 kb. To date, 412 different 

alterations were identified in the PAH gene. The wide variation of phenotype observed 

among patients with PAH deficiency might be dueto high molecular heterogeneity. 

The aims of the present study were to determine the frequency of mutations 

and to establish a correlation between biochemical, clinicai and molecular data from 

patients with HPA dueto PAH deficiency from South Brazil. The sample was composed by 

30 unrelated patients under treatment in the Medicai Genetics Service of Clinicai Hospital 

of Porto Alegre (HCPA). This study was approved by the Scientific Committee and 

Research and Ethical in Health Committee, being ethically and methodologically suitable, 

and according to Principies of Research in Health (resolution 01/88 of Health National 

Counsel). 

The protocol applied consisted of PCR amplification of 13 fragments of PAH 

gene following DNA extraction. The PCR products were analysed by strand single 

conformational polymorphisms (SSCP) analysis. The fragments showing abnormal 

patterns of electrophoretic mobility were submitted to restriction endonucleases and/or 

direct sequencing analyses. The patients were classified in subgroups (mild PKU, 

moderate PKU and classical PKU), according to Phe tolerance when controlled diet. 

The SSCP technique allowed the identification of 25 patients (83.3%) with 

alterations in fragments analysed of the PAH gene. In this study, 24 different alterations 

were detected, being identified 26 distinet genotypes associated to HPA due to PAH 

deficiency. Restriction endonuclease analysis permitted the detection of 8 mutations (165T, 

R252W, R261Q, R261X, IVS10nt-11g>a, V388M, R408W and IVS12nt1g>a). Sequencing 

analysis allowed the detection of 16 alterations, being 1 O disease associated mutations 

(L 15/S16fsdeiCT, IVS2nt5g>c, F55fsdeiT, IVS2nt-13t>g, N133/Q134fsdeiATCA, R158Q, 

R270K, P281 L, IVS7nt1 g>a, R408Q), 4 polymorphisms (IVS2nt19t>c, V245V, Y 414Y and 

IVS12nt-35c>t) and 2 novel alterations in PAH gene: 1378g>t and IVS12nt-15t>c. The 

methods applied in this study allowed the identification of at least one mutant allele in ali 

patients studied and genotype was established in 23 out of 30 patients. 



XXIV 

The frequency of mutations identified in this study was 87.3% (48/55) and most 

frequent mutations were 165T (18.2%), R261X (9.1 %), R408W (9.1 %), IVS2nt5g>c (7.3%), 

R261 Q (7.3%) and V388M (7.3%). Rare mutations showed frequencies ranging from 5.5% 

and 1.8%. Polymorphisms were seen in 46.6% of patients with HPA due to PAH 

deficiency, and most frequent were IVS2nt19t>c, V245V and IVS12nt-35c>t. 

The spectrum of mutations observed in our patients is different from the 

observed in patients from other Latin American countries, confirming the molecular 

heterogeneity of this disease. 

A correlation between values of predicted residual PAH activity (PRA) and 

clinicai and biochemical parameters was not established, in patients with both early or late 

diagnostic. However, a correlation between the values of PRA and Tyr leveis during 

treatment in patients with early diagnostic was observed, showing that Tyr leveis can 

perform an important function in diet contrai and in patients phenotype determination. 

The simple linear regression analysis showed a strong correlation between Phe 

tolerance and Phe leveis before and during treatment, allowing a phenotypic classification 

of patients with early diagnostic. On the other hand, this analysis showed only a significant 

correlation between Phe tolerance and Phe leveis during treatment, allowing phenotype 

determination at majority of the patients with late diagnostic. This data demonstrated the 

importance of an early diagnostic and suitable dietary contrai in patients with HPA dueto 

PAH deficiency. 

Plasma Phe and Tyr concentrations did not predict severity of mutations in 

obligate heterozygotes for HPA due to PAH deficiency, both in fasting state and after 

aspartame loading test. In these two situations, Phe/Tyr and Phe2/Tyr ratios were 

considered good parameters to discriminate contrais from heterozygotes. 

This study is an original contribu.tion to the understanding of molecular bases of 

the HPA due to PAH deficiency in South Brazil, providing important informations for a 

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

Os caminhos da genética bioquímica humana ganharam um impulso 

considerável no início do século XX com a criação do conceito de Erros Inatos do 

Metabolismo (EIM), proposto pelo médico inglês Archibald Garrod. Os EIM são um grupo 

de distúrbios hereditários envolvendo processos de síntese, degradação, transporte e 

armazenamento de moléculas no organismo. A partir de estudos em pacientes com 

alcaptonúria, Garrod observou que os indivíduos com esta doença excretavam grandes 

quantidades de ácido homogentísico na urina, maiores que as observadas em indivíduos 

normais. Verificou, também, que a alcaptonúria tinha uma distribuição familiar e que, 

freqüentemente, um ou mais irmãos eram também afetados, enquanto os pais e os 

demais parentes eram aparentemente normais. Baseado na observação de uma maior 

freqüência de casamentos consangüíneos entre os pais destes pacientes e nas 

descobertas de Mendel, Garrod sugeriu que esta doença fosse herdada de modo 

autossômico recessivo (Scriver et ai., 1995a). 

As doenças relatadas por Garrod, e um número progressivo de EIM descritos 

subseqüentemente, se devem a mutações genéticas que afetam, quase sempre, uma 

enzima- chave para um passo metabólico específico. A maioria dos EIM são transmitidos 

nas famílias de modo autossômico recessivo, havendo um menor número de situações 

recessivas ligadas ao cromossomo X e raros casos de EIM herdados de modo dominante. 

Apesar de individualmente raros, os EIM são relativamente freqüentes em seu 

conjunto, estimando-se que ocorrem 1 em cada 1000 recém-nascidos e vêm se tornando 

proporcionalmente mais comuns em indivíduos enfermos, na medida em que as doenças 

infecciosas e nutricionais vão sendo controladas. 

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

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

Erros Inatos do Metabolismo 
Aminoácidos 

Ácidos Orgânicos 
Carbohidratos 

Lipídios 
Glicosaminoglicanos 

Glicoproteínas 
Purinas e Pirimidinas 
Enzimas Eritrócitárias 

Metais 
Lipoproteínas 

Hormônios 
(Adaptado de Giugliani, 1988). 

1.2 - AMINOÁCIDOS 

Exemplo 
Fenilcetonúria 

Acidúria Metilmalônica 
Galactosemia 

Doença de Tay-Sachs 
Síndrome de Hurter 

Fucosidose 
Doença de Lesch-Nyhan 

Deficiência de Glicose-6-fosfato Desidrogenase 
Doença de Wilson 

Hipercolesterolemia Familiar 
H i e lasia Adrenal Con ênita 

Embora mais de 300 aminoácidos diferentes tenham sido identificados na 

natureza, somente 20 são comumente encontrados nas proteínas dos mamíferos, sendo 

os únicos aminoácidos codificados pelo DNA. Cada aminoácido possui um grupo 

carboxila, um grupo amino (exceto a prolina, que contém um grupo imino) e uma cadeia 

lateral distinta, ligados a um átomo de carbono. Os aminoácidos contêm nitrogênio além 

dos átomos de carbono, hidrogênio e oxigênio, também encontrados nos lipídios e 

glicídios. Este nitrogênio não pode ser armazenado e os aminoácidos em excesso às 

necessidades biossintéticas da célula são imediatamente degradados (Montgomery et a/., 

1996). 

A primeira fase do catabolismo envolve a remoção dos grupos a-amino por 

reações de transaminação e desaminação oxidativa, formando amônia e os a-cetoácidos 

correspondentes. Uma porção da amônia livre é excretada na urina, mas a maior parte é 

usada na síntese de uréia, que é, quantitativamente, a via mais importante para a 

eliminação de nitrogênio do corpo humano (Montgomery et ai., 1996). 

Na segunda etapa do catabolismo dos aminoácidos, os esqueletos de carbono 

dos a-cetoácidos são convertidos em intermediários de rotas metabólicas produtoras de 

energia. Estes compostos podem ser metabolizados até gás carbônico (C02) e água, 

glicose, ácidos graxos ou corpos cetônicos por rotas específicas do metabolismo. Os 

aminoácidos são também precursores de muitos compostos nitrogenados (porfirinas, 
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neurotransmissores, hormônios, purinas e pirimidinas) que possuem importantes funções 

fisiológicas (Montgomery et ai., 1996). 

As aminoacidopatias humanas geralmente são mais associadas à alterações 

no catabolismo dos aminoácidos que com a sua biossíntese. Quantidades suficientes de 

todos os aminoácidos estão presentes na dieta de crianças bem nutridas, desde que a 

deficiência de um aminoácido não-essencial, causada por um defeito em sua biossíntese, 

não ocorra. Contudo, uma falha no catabolismo dos aminoácidos da dieta pode levar ao 

acúmulo de compostos intermediários ou derivados dos aminoácidos, causando 

toxicidade ao organismo (Montgomery et a!., 1996). 

1.3- DISTÚRBIOS DO METABOLISMO DA FENILALANINA 

1.3.1 - Fenilalanina 

A fenilalanina (Phe) é um aminoácido essencial, constituído de uma cadeia 

lateral apoiar que não faz ligações ou doa prótons, nem participa em pontes de hidrogênio 

ou ligações iônicas. As cadeias laterais deste aminoácido podem ser consideradas 

lipídicas, uma propriedade que promove interações hidrofóbicas responsáveis pela 

estabilidade da estrutura protéica. Levando em consideração esta propriedade, a Phe 

tende a se localizar no interior da cadeia polipeptídica. 

A hidroxilação da Phe leva à formação de tirosina (Tyr) e é a primeira reação 

no catabolismo da Phe. De acordo com a natureza de seus produtos metabólicos finais, a 

Phe é considerada um aminoácido glicocetogênico, pois seu metabolismo leva à 

formação de fumarato e acetoacetato (Montgomery et a!., 1996). 

O conteúdo de Phe no sangue e em outros tecidos está em constante equilíbrio 

homeostático. Os níveis normais de Phe representam o estado estável (steady state) e 

um desvio deste valor representa um novo estado de equilíbrio, que pode ou não ter 

conseqüências para a saúde. Os níveis normais de Phe não são significativamente 

diferentes nas distintas faixas etárias. Os valores normais de Phe apresentam uma 

estreita variação de 30,0 a 180,0 !!moi/L em recém-nascidos e indivíduos adultos. As 

hiperfenilalaninemias (HPA) são caracterizadas por níveis de Phe mais elevados que a 

distribuição normal. O sexo parece interferir nas concentrações de Phe somente na 
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adolescência, onde o homem apresenta níveis mais elevados do que a mulher (Scriver et 

ai., 1995a). 

1.3.2 - Sistema de Hidroxilação da Fenilalanina 

Até a descoberta da conversão de Phe à Tyr nas amostras de fígado de 

indivíduos normais, pouco se conhecia sobre a enzima ou enzimas responsáveis por esta 

reação. Mas, no começo da década de 70, foram identificados muitos fatores bioquímicas 

que influenciavam a hidroxilação da Phe no fígado. Estes achados contribuíram para 

determinar que a fenilalanina hidroxilase (PAH, fenilalanina 4-monoxigenase, EC 

1 .14. 16. 1) é a enzima responsável por esse passo metabólico. Estudos posteriores 

revelaram que o sistema de hidroxilação hepático da Phe consiste de quatro 

componentes essenciais: a PAH, a dihidropteridina redutase (DHPR), o cofator 6(R)-L

eritro-tetrahidrobiopterina (BH4) e a pterina-4u-carbinolamina desidratase (PCD). 

A molécula de BH4 participa de outras reações metabólicas como cofator 

natural, como por exemplo, nas reações catalisadas pela tirosina hidroxilase (TH, tirosina 

3-monoxigenase, EC 1.14.16.2) e triptofano hidroxilase (TPH, triptofano 5-monoxigenase, 

EC 1.14.16.4), enzimas importantes na biossíntese dos neurotransmissores dopamina e 

serotonina. Desta forma, um defeito na biossíntese ou regeneração do cofator leva à 

hiperfenilalaninemia associada à deficiência de dopamina e serotonina. 

A PAH é uma enzima de função mista: a oxidação de Phe se dá quando um 

átomo de oxigênio é incorporado à Tyr e um segundo átomo é reduzido à água. O cofator 

BH4 atua como doador de elétrons na reação catalisada pela PAH. O BH4 é oxidado à 

forma correspondente de dihidrobiopterina (BH2 ) em cada ciclo da reação pela ação da 

enzima PCD. Desta forma, níveis apropriados do cofator são mantidos in vivo através da 

redução da dihidro a tetrahidrobiopterina pela ação da enzima dihidropteridina redutase 

(DHPR). A figura 1.1 mostra a rota metabólica da fenilalanina e a participação do cofator 

BH4 nas hidroxilases dos aminoácidos aromáticos (Scriver et a/., 1995a; Blau e 

Blaskoviks, 1996). 
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1.1 - PAH 

Ácido 
fenilpirúvico 

Melanina 
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Ácido feniláctico 

Ácido 
fenilacético Fenilacetilglutamina 

Ácido 2-hidroxifenilacético 

Fumarato e acetoacetato 

Tiramina / 

(B) CÉREBRO Triptofano 

BH4---; 

i DHPR TPH 

BH2 

5-hidróxitriptofano 

Serotonina 

Figura 1.1: Rota metabólica da fenilalanina - (A) Fígado: 1.1: Reação de hidroxilação da 
fenilalanina (reação principal) catalisada pela PAH (fenilalanina-4-hidroxilase). A enzima pterina-
4a-carbinolamina desidratase (PCD) converte a forma tetrahidrobiopterina-4a-carbinolamina em 
BH2, o qual é reduzido a tetrahidrobiopterina (BH4) pela ação da enzima dihidropteridina redutase 
(DHPR); 1.2 e 1.3: reações de transaminação e descarboxilação, respectivamente (reações 
bioquímicas menos utilizadas); (8) Cérebro: Participação do cofator BH4 nas enzimas tirosina-3-
hidroxilase e triptofano-5-hidroxilase (adaptado de Blau e Blaskoviks, 1996). 
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1.3.3 - Estrutura da fenilalanina hidroxilase humana 

A PAH é uma enzima que contém átomos de ferro em sua estrutura e catalisa 

a hidroxílação de L-fenilalanina para L-tirosina na presença do cofator BH4 e da molécula 

de oxigênio (Kappock e Caradonna, 1996). A PAH humana recombinante pode se 

apresentar nas formas de homotetrâmeros e homodímeros em uma solução com 

equilíbrio dependente do pH (Hufton et ai., 1995). A fosforilação reversível e a ativação do 

substrato são diretamente responsáveis pela regulação da atividade da PAH. A massa 

molecular de uma subunidade é de aproximadamente 50 kDa. 

A PAH, de modo semelhante às enzimas TH e TPH, consiste de três domínios: 

o domínio regulatório amino terminal, de 12 a 19 kDa envolvido no controle da atividade 

enzimática (resíduos de 1 a 142); o domínio catalítico, de 38 kDa, mais conservado, 

envolvido na especificidade e hidroxilação do substrado e na ligação ao cofator (resíduos 

143 a 410); e o domínio de tetramerização de 5 kDa, o qual é caracterizado pela presença 

de uma longa hélice que promove a oligomerização (agregação das cadeias 

polipeptídicas ou subunidades) (resíduos 411 a 452) (Erlandsen et a!., 1997; Fusetti et a!., 

1998; Erlandsen e Stevens, 1999; Kobe et ai., 1999). 

O átomo de ferro do sítio ativo está localizado em uma região coberta e 

acessível a solventes (entre as a-hélices 14 e as 13-fitas 8) do domínio catalítico. O ferro 

catalítico está ligado a dois resíduos de histidina (His285 e His290), um resíduo de ácido 

glutâmico (Giu330) e três moléculas de água. Conectado a parte interior do sítio ativo se 

encontra um túnel (cujas paredes são formadas pelos resíduos 378 a 381 ), que pode ser 

a passagem por onde o substrato se liga ao sítio ativo. A maioria dos 34 aminoácidos que 

compõem a região do sítio ativo são resíduos hidrofóbicos, exceto 3 Glu com carga, 2 His 

supostamente carregadas e uma Tyr não carregada (Erlandsen e Stevens, 1999). 

Os estudos sobre sistema de expressão da PAH humana e do rato 

demonstraram que estas enzimas compartilham propriedades em comum. As duas PAH 

são enzimas oligoméricas, compostas de subunidades protéicas idênticas e que podem 

existir principalmente na forma de tetrâmeros, trímeros e dímeros. A grande homologia 

encontrada na seqüência de aminoácidos (92,0%) é outro aspecto evidenciado pela 

similaridade entre as duas PAH. No entanto, existem algumas diferenças significativas 

entre as enzimas, particularmente relacionadas à estrutura e aos mecanismos de 

regulação (Waters et a!., 1998a). 
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1.3.4- Hiperfenilalaninemias (HPA) 

As HPA podem ser classificadas como: HPA por deficiência do cofator BH4 

(Biau e Blaskovics, 1996) e HPA por deficiência de PAH (Scriver et a!., 1995a). 

Mutações no gene da PAH, quando em homozigose ou dupla heterozigose, 

resultam em deficiência de PAH que por sua vez causa hiperfenilalaninemia (HPA). A 

HPA esta relacionada a uma variedade de fenótipos clínicos, incluindo o retardo mental, 

se a doença não for tratada precocemente. A maioria das HPA é devida a mutações no 

gene da PAH, e somente 1,0% é devido a genes que codificam enzimas envolvidas na 

biossíntese ou regeneração do cofator BH4 (Scriver et a/., 1995a). 

1.3.4.1 - HPA por deficiência do cofator BH4 

As HPA por deficiência do cofator BH4 ocorrem devido à deficiência das 

enzimas envolvidas na síntese (guanosina trifosfato ciclohidrolase I [GTPCH] e 6-piruvoil

tetrahidropterina sintetase [PTPS]) ou na regeneração ( dihidropteridina redutase [DHPR] e 

pterina-4a.-carbinolamina desidratase [PCD]) do cofator BH4. Ao contrário da HPA por 

deficiência de PAH, os sintomas clínicos resultantes das alterações bioquímicas no 

metabolismo do cofator BH4 não são evitados apenas com uma dieta restrita em Phe. O 

principal objetivo do tratamento destas formas de HPA é a normalização dos níveis de 

Phe, através da suplementação do cofator e da restauração da neurotransmissão 

monoaminérgica pela administração de precursores da dopamina (L-Dopa) e serotonina 

(5-hidroxitriptofano, 5HT) (Scriver et a/., 1995a). Até o momento, mais de 90 mutações 

foram descritas e associadas às alterações no metabolismo do cofator BH4 

(http://W'WW. unizh. ch/-blau/bh4. html). 

1.3.4.2 - HPA por deficiência de PAH 

A fenilcetonúria (PKU) foi o primeiro EIM associado à deficiência mental. A 

grande quantidade de conhecimentos acumulados (clínicos, genéticos, bioquímicas, 

moleculares) desde 1934, tornou a PKU um modelo de estudo para as doenças genéticas 

humanas. Desde a sua descoberta, pelo bioquímica e médico norueguês Asbj0rn F0lling, 

a PKU é provavelmente o EIM que tem sido mais extensivamente estudado. Os 

acontecimentos a seguir indicam os principais meios para o conhecimento da PKU: 
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• A descoberta da PKU (F011ing, 1934); 

• Determinação do mecanismo de herança (Penrose, 1935); 

• Identificação das características bioquímicas (Jervis, 1947; Jervis, 1953); 

• Tratamento com dieta restrita em Phe (Bickel et a!., 1953); 

• Detalhamento das características clínicas (Paine, 1957); 

• Estudos de freqüência da doença ( Carter e Woolf, 1961; Cohen et a/., 1961 ); 

• Implantação de programas de triagem neonatal (Guthrie e Susi, 1963); 

• Estabelecimento de métodos simples para a quantificação dos aminoácidos Phe e Tyr 

(McCaman e Robins, 1962; Philips, 1967); 

• Reconhecimento dos riscos teratogênicos da Phe: PKU materna (Kerr et a!., 1968; 

Huntley e Stevenson, 1969); 

• Análise de ligação do gene da PAH (Berg e Saugstad, 197 4; Kamaryt et a!., 1978; 

Knapp et a!., 1982); 

• Diagnóstico pré-natal (Matalon et a/., 1977; Lidsky et a!., 1985a); 

• Detecção de heterozigotos (Paul et a/., 1978); 

• Estudos de correlação do genótipo com o fenótipo (Guttler, 1980); 

• Caracterização e mapeamento do gene da PAH (Woo et a/., 1983; Lidsky et a!., 1984; 

Woo et a!., 1984; Dilella et a!., 1986); 

• Primeiro protocolo experimental visando ao uso da terapia gênica no tratamento 

(Ledley et a!., 1985); 

• Associações com marcadores genéticos (Guttler e Woo, 1986); 

• Identificação das mutações por reação em cadeia da polimerase (Dilella et a!., 1988); 

• Análise de expressão dos alelos mutantes da PAH (Okano et a!., 1991); 

• Criação de um banco de dados contendo todas as alterações encontradas no gene da 

PAH (Hoang et a!., 1996); 

• Criação de um animal geneticamente modificado que imita o fenótipo bioquímica e 

clínico (McDonald e Charlton, 1997); 

• Determinação da estrutura da enzima e dos sítios funcionais (Erlandsen et a!., 1997; 

Fusetti et a!., 1998; Erlandsen e Stevens, 1999; Kobe et a/., 1999); 

• Protocolo para o uso da fenilalanina amônia liase como uma nova ferramenta para o 

tratamento (Sarkissian et a/., 1999). 

Este estudo representa mais uma contribuição para o universo de pesquisas 

em PKU. Considerando a participação de achados clínicos, bioquímicas e moleculares, 
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este grupo de HPA compreende a fenilcetonúria (PKU) clássica e formas variantes de 

deficiência de PAH (PKU moderada, PKU leve, HPA não-PKU). O estudo da HPA 

transitória e da PKU materna não faz parte dos objetivos deste trabalho e será abordado 

apenas de uma forma resumida a seguir. 

A HPA transitória pode estar associada a um atraso na maturação da PAH ou a 

um distúrbio transitório no metabolismo da biopterina, associado à deficiência de PCD 

(Eisenmith e Woo, 1995). 

A ocorrência de retardo mental na prole de mães com PKU é um exemplo de 

uma doença genética dependente do genótipo da mãe. A PKU materna é decorrente do 

efeito teratogênico da Phe. As mulheres fenilcetonúricas, que foram tratadas e não 

apresentam retardo mental e mesmo aquelas com HPA não-PKU, correm o risco de gerar 

crianças com retardo mental, microcefalia, atraso no crescimento intra-uterino, 

malformações congênitas cardíacas e de outros órgãos em menor escala. O controle 

dietético rigoroso dos níveis de Phe materna parece reduzir e evitar o dano, mas deve ser 

introduzido antes da concepção e continuar durante toda a gestação (Rouse et a/., 1997). 

a) A Descoberta: 

A PKU foi inicialmente denominada por F0lling, em 1934, de "imbecil!itas 

phenylpyrouvica" (oligofrenia fenilpirúvica), devido ao fato de ter sido encontrado um 

excesso de ácido fenilpirúvico na urina de pacientes com retardo mental. A presença de 

sintomas semelhantes em irmãos da mesma prole, levou F01ling a postular que este 

distúrbio no metabolismo da Phe era herdado de um modo autossômico recessivo. No 

ano seguinte à sua descoberta, Penrose confirmou a hipótese de F0lling, constatando que 

se tratava realmente de uma doença genética autossômica recessiva. O termo 

fenilcetonúria foi introduzido por Penrose:e Quastel posteriormente (Einsensmith e Woo, 

1995). 

b) Terapia Dietética e Triagem Neonatal: 

Uma década após a descoberta da PKU, Woolf e Vulliamy, considerando os 

inúmeros estudos relacionados às características genéticas, bioquímicas e clínicas, à 

freqüência da PKU e ao sucesso no uso do manejo dietético para o tratamento da 

galactosemia, sugeriram que os níveis de Phe e de seus metabólitos podiam ser 

reduzidos pelo uso de uma dieta pobre em Phe (Woolf e Vulliamy, 1951 ). Dois anos mais 

tarde, Bickel, baseado nesta hipótese, verificou, após o estabelecimento da terapia 
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dietética, reduções significativas dos níveis de Phe no soro e de ácido fenilpirúvico na 

urina de fenilcetonúricos jovens (Bickel, 1996). 

A partir destes achados, muitos trabalhos sugeriram que as graves 

manifestações clínicas e bioquímicas em fenilcetonúricos poderiam ser significativamente 

reduzidas, desde que os pacientes fossem diagnosticados ainda no período neonatal e 

tratados precocemente com a referida dieta. Esta observação provocou um grande 

interesse no desenvolvimento e implementação de programas de triagem neonatal para a 

PKU. 

O primeiro programa, iniciado em 1957 na Califórnia (EUA) e, logo depois na 

Grã Bretanha, foi baseado no uso do teste do cloreto férrico para detectar fenilpiruvato na 

urina. No entanto, as elevadas concentrações plasmáticas de Phe precedem, em várias 

semanas, o aumento da excreção urinária de fenilpiruvato, contribuindo, desta forma, para 

a obtenção de resultados falso-negativos (Guthrie, 1996; Levy, 1999). 

Em 1963, a descoberta por Guthrie de um método semiquantitativo para a 

determinação dos níveis séricos de Phe em recém nascidos, representou um avanço 

crítico para o tratamento da PKU e para a implantação dos programas de triagem 

neonatal. Cerca de 150 milhões de crianças participaram destes programas e 

aproximadamente 10000 foram detectadas como pacientes com PKU ou formas variantes 

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

c) Aspectos Clínicos e Bioquímicas: 

Devido à natureza complexa do sistema de hidroxilação da Phe em humanos, 

alterações em diferentes componentes protéicos podem prejudicar esse processo, 

ocasionando, desta forma, uma elevação dos níveis teciduais desse aminoácido. Os 

pacientes com PKU são normais ao nascirT)ento. Após a ingestão de leite e, em torno do 

sexto dia após o nascimento, a concentração plasmática de Phe excede 1200,0 11moi!L e 

os metabólitos urinários são excretados, tornando a urina com um odor murino 

característico (provavelmente devido à presença de fenilcetonas) (Scriver et a!., 1995a). 

Quando a criança não é diagnosticada e tratada precocemente, ela irá 

desenvolver retardo do desenvolvimento psicomotor, tremores, convulsões, 

hipopigmentação (devido à deficiência de melanina), hiperatividade, microcefalia, 

eczemas cutâneos, agressividade. A alteração da função mental é grave e os pacientes 

não tratados possuem quociente de inteligência (QI) inferior a 50 e problemas 

neurológicos que levam à necessidade de institucionalização. Estes pacientes podem 
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ainda apresentar eletroencefalograma (EEG) anormal, crescimento pós-natal alterado 

(principalmente com redução do tamanho do crânio) e redução na contagem dos 

espermatozóides e volume seminal nos homens afetados. O diagnóstico e o tratamento 

precoces evitam o aparecimento destas complicações (Eisensmith e Woo, 1995; Scriver 

et a/., 1995a). 

Em indivíduos normais, a concentração plasmática de Phe varia de 30,0 a 

180,0 11moi/L (0,5- 3,0 mg/dl). Os pacientes com PKU apresentam valores de Phe de 

1000,0 a 1200,0 11moi/L (16,0 a 20,0 mg/dl), com aumento de excreção urinária do 

aminoácido e de seus metabólitos (fenilpiruvato, fenilactato, fenilacetato e seus 

conjugados fenilacetilglutamina e dihidroxifenilacetato, e feniletilamina, entre outros). 

Vários relatos demonstram que os valores plasmáticos de Phe não se correlacionam com 

as concentrações de seus metabólitos na urina e não há, até o momento, nenhuma 

correlação entre os elevados níveis urinários dos metabólitos da Phe e danos causados 

no cérebro de pacientes com PKU (Scriver et a!., 1995a). 

A patogênese da PKU pode ser explicada a partir de três pontos de vista: ( 1) 

deficiência de tirosina; (2) efeito dos elevados níveis de Phe nos mecanismos de 

transporte e distribuição de metabólitos; (3) efeitos em rotas alternativas. Apesar do 

mecanismo de deficiência neurológica não estar totalmente estabelecido, provavelmente 

o acúmulo de Phe seja o principal agente neurotóxico responsável pela PKU. 

A Phe pode inibir o transporte e, portanto, a disponibilidade de outros 

aminoácidos para o cérebro, durante um período crítico de seu desenvolvimento e 

maturação. No entanto, nenhum fato isolado consegue explicar completamente os danos 

cerebrais destes pacientes, levando a acreditar que trata-se de uma situação multifatorial. 

A importância de um evento sobre o outro provavelmente varia entre os pacientes (ou 

famílias), devendo o fenótipo PKU possuir muitos determinantes (Scriver et a/., 1995a) 

Vários estudos têm usado imagens de ressonância magnética (MRI) para 

comprovar a existência de alterações no processo de mielinização do cérebro, as quais 

podem estar associadas com os níveis elevados de Phe encontrados em pacientes 

inadequadamente tratados ou que interromperam o tratamento (Bick et a!., 1991; 

Thompson et a!., 1991 ). Como esperado, a maioria dos fenilcetonúricos tratados também 

apresenta MRI do cérebro anormal. Porém, desde que de início recente, as alterações 

podem ser revertidas com uma implantação adequada do tratamento. Estas alterações 

podem causar um turnover aumentado da mielina no estado hiperfenilalaninêmico. Em 

relação ao desenvolvimento cognitivo e à função cerebral, estas mudanças na função e 
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estrutura da mielina podem alterar mecanismos de conexão neuronal e diminuir a 

conexão sináptica permanente em pacientes com PKU (Scriver et a/., 1995a). 

Leuzzi e colaboradores demonstraram que as alterações da substância branca 

observadas na MRI de pacientes com PKU provavelmente resultaram das exposições 

recentes aos elevados níveis de Phe. A atrofia cerebral encontrada em pacientes com 

diagnóstico tardio pode ser um resultado da exposição crônica aos elevados aumentos de 

Phe (Leuzzi et a/., 1995). 

Em outro estudo, Hommes relatou alterações nos receptores de 

neurotransmissores em modelos animais para PKU. No entanto, não está claro se estes 

efeitos são totalmente responsáveis pelo dano mental (Hommes, 1994). 

d) Diagnóstico Laboratorial e Diagnóstico Pré-natal: 

O diagnóstico para a PKU é usualmente realizado por teste de triagem 

neonatal. Os valores normais das concentrações plasmáticas de Phe são menores que 

150,0 ~moi/L em neonatos e menores que 120,0 ~moi/L em crianças e adultos. Valores 

acima de 1200,0 ~moi/L são encontrados em casos de PKU clássica, sendo mais 

elevados que os encontrados nas demais formas de HPA por deficiência de PAH (Scriver 

et ai., 1995a). 

Não há dificuldades significativas para a implantação do teste de triagem 

neonatal para a detecção da PKU e a concentração de Phe de uma amostra de sangue 

pode ser analisada basicamente por três procedimentos: ( 1) teste de Guthrie, um método 

semi-quantitativo baseado em um ensaio microbiológico, de baixo custo e aplicado em 

grande escala, mas pode apresentar resultados falsos negativos devido à presença de 

drogas ou substâncias endógenas; (2) cromatografia, um teste semi-quantitativo usado 

em muitos laboratórios pelo baixo custo e pela possibilidade de permitir a detecção de 

outras aminoacidopatias; (3) fluorimetria, o método quantitativo mais preciso para 

determinar os níveis plasmáticos de Phe (Scriver et a/., 1995a). 

Com o advento de novas técnicas automatizadas outros métodos foram 

implantados como por exemplo: Quantase@ Phe (baseado na ação da enzima fenilalanina 

desidrogenase sobre a Phe, produzindo fenilpiruvato e amônia; usado em alguns 

laboratórios para triagem neonatal), análise espectrofotométrica (baseada na 

quantificação do ácido trans-ciânico obtido a partir da Phe pela ação da enzima 

fenilalanina amônia liase (PAL); não é adaptado para a triagem neonatal), cromatografia 
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líquida de alta performance (muito específica, mas necessita de aparelhagem sofisticada; 

usado somente para o monitoramento dos níveis de Phe nos pacientes sob dieta) (Taylor 

et ai., 1993; Wang et ai., 1997). 

Os estudos moleculares de identificação e caracterização do gene da PAH em 

pacientes com PKU, proporcionaram informações valiosas que podem ser usadas no 

diagnóstico pré-natal e na detecção de heterozigotos para a deficiência de PAH, além de 

sua importância e utilidade na determinação do prognóstico da doença. A seqüência do 

cDNA da PAH contém um grande número de polimorfismos. Estes alelos podem ser 

combinados para formar marcadores genéticos (denominados de haplótipos polimórficos) 

no locus da PAH. A segregação codominante destes haplótipos, associada ao alelo 

mutante, é bastante informativa para o diagnóstico pré-natal e a detecção de 

heterozigotos. Os amniócitos e vilosidades coriônicas são as amostras possíveis de 

utilização para a análise de DNA. Os métodos moleculares mais comumente usados na 

análise de polimorfismos de fragmentos de restrição (RFLP) e detecção de mutações são 

baseados na reação em cadeia da polimerase (PCR) (Eisensmith e Woo, 1995; Scriver et 

ai., 1995a). A importância para o diagnóstico pré-natal e outras aplicações dos haplótipos 

polimórficos serão mais detalhadamente discutidas na seção 1.4. 

O diagnóstico pré-natal para a PKU apresenta diferentes significados 

dependendo do contexto social e cultural da população. Do ponto de vista bioético, vários 

aspectos são considerados. Um deles se traduz no custo dos produtos da dieta, que pode 

representar um forte impacto na situação econômica das famílias. As diferentes 

freqüências da PKU entre grupos étnicos distintos também repercutem na realização do 

diagnóstico pré-natal. Nos Estados Unidos e em muitos países da Europa, o diagnóstico 

pré-natal e a interrupção da gravidez são raramente escolhidos pelas famílias com alto 

risco, mas na Turquia, onde a freqüência da PKU é mais elevada, ele pode ter um maior 

significado e uma melhor aceitação (Levy, 1998). 

A detecção de heterozigotos por métodos moleculares é um ponto conflitante 

que merece também ser abordado. A implantação de uma variedade de métodos para a 

detecção de heterozigotos tem sido proposta como um meio de reduzir a incidência de 

PKU. Estes métodos de triagem devem ser confiáveis e capazes de detectar uma 

percentagem significativa de mutações no gene da PAH. À medida que mutações 

adicionais são identificadas, a eficiência desses métodos na triagem para heterozigotos 

deve aumentar (Eisensmith e Woo, 1995). 
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1.4- ASPECTOS MOLECULARES DO GENE DA PAH 

1.4.1 -Caracterização do Gene da PAH 

a) Localização gênica: 

Os estudos de ligação usando marcadores protéicos não conseguiram 

identificar o Jocus da PAH em humanos. Inicialmente, uma ligação moderada com o locus 

PGM1 da fosfoglucomutase e os loci AMY-1 e AMY-2 da amilase sugeriu que o locus da 

PAH estaria localizada no cromossomo 1 (Berk e Saugstad, 1974; Kamaryt et a/., 1978). 

Contudo, investigações posteriores baseadas em métodos para a identificação de 

heterozigotos em famílias PKU não comprovaram esta hipótese (Paul et a/., 1979a). 

A localização cromossomal do gene da PAH foi determinada por Southern blot 

usando DNA genômico isolado de células híbridas, as quais continham diferentes 

combinações de cromossomos humanos e de roedores. Técnicas específicas, usando 

cDNA da PAH do clone phPAH247 como sonda de hibridização, determinaram que o 

locus da PAH se encontrava no cromossoo 12. Finalmente, através do mapeamento de 

deleções deste cromossomo e hibridização in situ de preparações em metáfases obtidas 

de células linfoblastóides de cariótipo normal, o gene da PAH foi localizado na região 

12q22-q24.1 do cromossomo 12 (Lidsky et a/., 1984). 

b) DNA Complementar (cDNA): 

A purificação da PAH de fígado de rato e a produção de anticorpos 

monoclonais contribuíram consideravelmente para a clonagem do cDNA da PAH humana 

(Woo et ai., 1974). O cDNA foi obtido a partir do mRNA da PAH purificada de fígado de 

rato por imunoprecipitação de polissomas :(Robson et ai., 1982). Em outro experimento, 

Woo e colaboradores (1983) descreveram o isolamento de um clone recombinante 

apresentando o cDNA da PAH humana (Woo et a/., 1983). Este clone foi caracterizado 

através de tradução do híbrido selecionado para produzir a proteína PAH. A comparação 

entre a seqüência de aminoácidos prevista do cDNA e a seqüência de aminoácidos 

parcial obtida da enzima confirmou estes achados (Robson et ai., 1984). O clone do cDNA 

do rato serviu, então, como uma sonda de hibridização específica para identificar e isolar 

vários clones de cDNA da PAH humana, a partir de bibliotecas de cDNA do fígado 

humano (Kwok et a/., 1985). Estes achados permitiram a determinação da estrutura 

primária da PAH (Lidsky et ai., 1985b), a caracterização do mRNA maduro da proteína 
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PAH (Dilella et ai., 1985), a delineação da organização estrutural do gene da PAH 

(Dilella et a/., 1986) e o estabelecimento de um sistema de haplótipos por RFLP (Woo, 

1988). 

A extremidade 5' da seqüência do cDNA da PAH inclui uma região promotora 

que apresenta (Konecki et ai., 1992): 

• Cinco sítios de início de transcrição (Cap), localizados a cerca de 154 pb do primeiro 

códon de iniciação (+1, +40, +58, +60 e +96); 

• quatro domínios ricos em GC, localizados nas posições 14-23, 178-185, 237-244 e 

312-318 da seqüência genômica; 

• uma caixa CCAA T na posição 65-69; 

• dois sítios de elementos parcialmente responsivos à glicocorticóides (GRE), 

localizados nas posições 37-42 e 75-80; 

• duas caixas CACCC nas posições 140-144 e 214-218; 

• dois sítios da proteína ativadora 2 (AP-2) e um elemento parcialmente responsivo ao 

AMP cíclico (CRE), localizados nas posições 86-92, 174-181 e 293-296, 

respectivamente; 

• códon de início de transcrição ATG, na posição 223 do cDNA. 

A região codificante apresenta 1356 nucleotídeos, o que corresponde a uma 

proteína homopolimérica madura (50 kDa) de 452 aminoácidos. 

A extremidade 3' do gene da PAH compreende (Kwok et a!., 1985): 

• Uma seqüência codificadora de 41 pb (localizada no exon 13); 

• códon de terminação T AA, localizado na posição 1359; 

• cerca de 848 pares de bases de seqüência não traduzida; 

• sítio de poliadenilação TA (precedido de 13 bases pelo sinal de poliadenilação 

AATAAA); 

• a seqüência CACTG (a 9 pb do sítio de poliadenilação) que pode desempenhar função 

no processamento do RNA e na poliadenilação. 

c) Organização estrutural do gene: 

O gene da PAH engloba 90 kb de DNA genômico divididos em 13 exons que 

são transcritos em um mRNA maduro de aproximadamente 2,4 kb. Os exons apresentam 

de 41 a 197 pb e os íntrons de 1 a 23,5 kb (Kwok et ai., 1985). Os dinucleotídeos gt e ag 

estão presentes em todas as junções íntron-exon. Os 17 nucleotídeos finais da 
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extremidade 3' de cada íntron (região rica em pirimidinas) contêm somente um 

dinucleotídeo AG. Por outro lado, 8 dos 12 sítios de junção presentes no gene da PAH, 

apresentam um segundo dinucleotídeo gt na seqüência consensual. Três tipos de junções 

íntron-exon podem ser observadas no gene da PAH: a tipo O (entre os códons) ocorre 6 

vezes e as tipos I e 11 (interrompendo os códons após o primeiro e o segundo 

dinucleotídeo, respectivamente) ocorrem 3 vezes cada uma. Estas observações estão de 

acordo com as junções íntron-exon de outros genes de células eucarióticas (Dilella et a/., 

1986). 

O /ocus da PAH é rico em marcadores polimórficos que podem ser usados para 

caracterizar cromossomos normais e mutantes. A estrutura do gene da PAH pode ser 

resumida na tabela 1.2 e na figura 1.2. 

A comparação da estrutura primária das proteínas PAH de diferentes espécies 

(Morales et a/., 1990) e da PAH com outras hidroxilases de mamíferos (Grenet et a/., 

1987) demonstraram uma alta homologia nas regiões codificadoras que estão localizadas 

entre os exons 4 e 11 da proteína PAH. O ápice desta homologia se concentra entre as 

regiões dos exons 7 e 9. Esta região central é uma seqüência importante para as funções 

que estas proteínas compartilham, como a ligação do oxigênio e do cofator e a conversão 

catalítica do substrato (Jennings et a!., 1991 ). 

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

Exon Tamanho (pb) lntron Tamanho (kb) 
1 118 1 4,5 
2 108 2 16,5 
3 184 3 23,5 
4 89 4 13,5 
5 68 5 12,0 
6 197 6 2,5 
7 136 7 1,0 
8 70 8 3,5 
9 57 9 1,5 
10 96 10 1,2 
11 134 11 3,2 
12 116 12 1,2 
13 41 - -

(Adaptado de Kwok et a/., 1985 e D1Lella et a/., 1986). 
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a) Gene da PAH 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

I I I I I I li I I I I I 

o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 

Quilobases (kb) 

b) Proteína PAH 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

~----------------~ '-------------------------------------~ LJ 
A 8 c 

Figura 1.2: Gene e Proteína da PAH. a) Representação esquemática do gene da PAH indicando 
a distribuição dos exons e introns. Os exons são representados por caixas. b) Estrutura da 
proteína com seus domínios (A: domínio regulatório; 8: domínio catalítico; C: domínio de 
tetramerização) (Adaptado de Kwok et a/., 1985 e Erlandsen e Stevens, 1999). 

d) Regulação do gene da PAH: 

O gene da PAH pode ser regulado por mecanismos de controle da transcrição 

e pós-tradução, os quais estão localizados na região promotora do gene da PAH. A região 

flanqueadora 5' contém 5 sítios Cap que são usados na expressão gênica. A presença 

destes sítios é uma característica dos genes constitutivos (Scriver, 1995b). 

O gene da PAH não apresenta caixa T ATA, mas contém pequenas seqüências 

correspondente a vários elementos de controle (cis-acting elements) que podem atuar na 

expressão do gene da PAH. Estes elementos incluem os domínios ricos em GC (uma 

outra característica dos genes constitutivos) e o segmento CCAAT que é um alvo dos 

fatores regulatórios para a eficiência da transcrição (Scriver, 1995b). 

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

efeito dos glicocorticóides na hidroxilação e homeostasia da Phe pode ser mediado 
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através da interação cooperativa de proteínas ligadas aos sítios GRE e CACCC. A 

presença de sítios de ligação para as proteínas AP-2 e um CRE parcial ressalta a grande 

complexidade encontrada nos mecanismos de regulação do gene da PAH (Konecki et a!., 

1992). 

Estudos in vivo, baseados na fusão dos genes da PAH e da enzima bacteriana 

cloranfenicol acetil transferase (CAT) em camudongos transgênicos, demonstraram que a 

região flanqueadora 5' contém elementos promotores funcionais que podem conferir a 

expressão específica do gene da PAH para o tecido e estágio de desenvolvimento (Wang 

et ai., 1992). 

e) Homologia entre hidroxilases dependentes do cofator BH4: 

A PAH faz parte de uma classe de enzimas dependentes do cofator BH4: as 

hidroxilases dos L-aminoácidos aromáticos. Também estão incluídas nesta classe a TH e 

TPH. A PAH compartilha muitas propriedades bioquímicas e físicas com estas enzimas, 

sugerindo que as mesmas surgiram a partir de um ancestral comum e podem constituir 

uma família de proteínas associadas estruturalmente. As enzimas PAH, TH e TPH 

catalisam reações de hidroxilação para a formação de Tyr, serotonina e catecolamina, 

respectivamente, usando o mesmo átomo de ferro e diferindo apenas na sua 

especificidade ao substrato. As três hidroxilases são organizadas em 3 domínios muito 

semelhantes: domínio regulatório, domínio catalítico e domínio de tetramerização (Fusetti 

et a!., 1998). Versões truncadas (sem a parte da região amino terminal da proteína) da 

PAH e TH de murinos podem ainda executar a reação de hidroxilação, mas com uma 

aparente perda da especificidade do substrato. A PAH encontrada em Chromobacterium 

vio/aceum é menor que a P.AH da Drosophila e de mamíferos (-36 kDa versus 52 kDa) e 

parece necessitar da região homóloga d.a extremidade amino terminal das proteínas 

destas outras espécies (Onishi et a!., 1991 ). 

A seqüência de nucleotídeos bastante conservada entre os cDNA destas 

proteínas (PAH, TH e TPH) (Grennet et a!., 1987) e a grande homologia na seqüência dos 

aminoácidos das três hidroxilases (Morales et a/., 1990) são observadas tanto em 

espécies distintas como na mesma espécie. Vários anticorpos foram produzidos para 

reconhecer estas proteínas (Jennings e Cotton, 1990; Jennings et a/., 1991 ). As junções 

íntron-exon são também bastante conservadas nos três genes. No entanto, algumas 

diferenças podem ser observadas na estrutura das hidroxilases PAH, TH e TPH. O gene 

da PAH humana engloba 90 kb, enquanto o gene da TH engloba 80 kb e a TPH 
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apresenta um tamanho intermediário. Quatro espécies de mRNA da TH foram 

encontrados em humanos e em outras espécies de primatas, mas não foram identificados 

em um grande número de outros organismos. Desta forma, a ocorrência de múltiplos 

mRNA da TH é provavelmente especifica de primatas. Por outro lado, muitos mRNA da 

PAH e da TPH foram observados em espécies não-primatas, os quais não são 

provavelmente produzidos pelos humanos e outros primatas (Eisensmith e Woo, 1995; 

Scriver et a/., 1995a). 

f) Haplótipos no locus da PAH: 

A seqüência do cDNA da PAH apresenta um grande número de polimorfismos 

reconhecidos e ainda podem ser encontrados muitos outros nos íntrons. Estes 

polimorfismos são marcadores genéticos, denominados de haplótipos, que apresentam 

pequenas variações normais na seqüência de nucleotídeos distribuídas em posições 

diferentes do gene. Alguns polimorfismos ocorrem em sítios de clivagem das enzimas de 

restrição, o que facilita a sua identificação. Entre estes, estão os sistemas bialélicos RFLP 

(polimorfismo no tamanho do fragmento de restrição) que são denominados pela enzima 

de restrição correspondente (Bg/11, Pvulla e Pvullb na extremidade 5' e EcoRI, Mspla, 

Msplla, Xmnl, Hindlll, EcoRV e Sphl na extremidade 3' do gene) (Woo et a!., 1983; Lidsky 

et a!., 1985c). 

Os haplótipos por RFLP têm se expandido para incorporar vários outros 

polimorfismos multialélicos: o sistema Hindlll de número variável de repetições em 

tandem (VNTR), que diferem quanto ao número de repetições e estão localizado na 

extremidade 3' do gene da PAH (Goltsov et a!., 1992); o sistema de pequenas repetições 

em tandem (STR), localizados no exon 3 do gene da PAH (Goltsov et a!., 1993a). O 

sistema de polimorfismo de um só nucleotídeo (SNP) é denominado de mutação 

silenciosa e não é considerado um alelo RFLP (http://WvVW.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; 

Nowacki et a/., 1998). 

As substituições de nucleotídeos responsáveis pelos RFLP não prejudicam 

qualquer função vital e não apresentam efeito no fenótipo. Entretanto, em alguns casos, 

os sítios de restrição polimórficos ocorrem na região codificadora do gene, e mutações 

nestes sítios podem modificar o modelo dos fragmentos polimórficos ou constantes. Este 

achado foi observado nas mutações L311 P (lichter-Konecki et a/., 1988), G272X, dell364 

(Svensson et a!., 1990) e S273F (Melle et a!., 1991 ). 
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Uma relação entre desequilíbrio de ligação e distâncias de mapas físicos deste 

sítios polimórficos não identificou nenhuma região propensa à recombinação no gene da 

PAH humana. Considerando que os RFLP são fortemente ligados ao gene da PAH, eles 

podem ser usados para analisar a transmissão de cromossomos normais ou mutantes em 

famílias PKU. As freqüências destes polimorfismos têm sido estabelecidas em 

cromossomos normais e mutantes em muitas populações. Nas populações européias, as 

freqüências podem ser muito significativas, onde 86,0% das famílias PKU são 

heterozigotas para um sítio RFLP ou mais. Contudo, as freqüências entre orientais são 

menores, indicando que apenas 32,0% das famílias são heterozigotas para um sítio ou 

mais, sendo os RFLP menos informativos para o diagnóstico pré-natal ou para a detecção 

de heterozigotos em populações asiáticas (Scriver et a/., 1995a). 

Os haplótipos surgem da combinação do padrão RFLP, STR e VNTR. A 

interação entre estes marcadores genéticos pode representar uma ferramenta importante 

para o diagnóstico pré-natal. Somente o sistema STR é 80,0 a 85,0% informativo em 

populações caucasóides. As combinações STR + VNTR são 90,0% informativas e STR + 

VNTR + Xmni!Mspl ("mini-haplótipo") são 90,0 a 95,0% informativas em populações 

caucasóides (Eisensmith et ai., 1994). 

Os haplótipos do gene da PAH são denominados por números arábicos e cerca 

de 87 já foram descritos (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki, 1998). A 

distribuição de haplótipos e associações entre mutações e haplótipos variam muito entre 

os grupos étnicos. Alguns exemplos podem ser observados a partir de estudos em várias 

populações: os haplótipos 1 e 2 são comumente associados à mutação R408W no 

noroeste e leste europeu, respectivamente; o haplótipo 3 com a mutação IVS12nt1g>a no 

norte da Europa; o haplótipo 6 com a mutação IVS10nt-11g>a na Turquia, sudeste 

europeu e na região do Mediterrâneo; o haplótipo 7 é comumente associado à mutação 

G272X na Noruega; o haplótipo 9 com a mutação 165T no noroeste europeu e na 

península ibérica. 

Em populações específicas, podem ser observados a existência de haplótipos 

associados com mais de uma mutação e de mutações que estão associadas com mais de 

um haplótipo. Por exemplo, o haplótipo 1 está também associado à mutação R261 Q na 

Alemanha, Suíça e Portugal. A mutação V388M está associada ao haplótipo 1 na 

Espanha e Portugal e ao haplótipo 4 em populações chilenas e japonesas. Além de 

ocorrer nos haplótipos 1 e 2, a mutação R408W está associada ao haplótipo 5 na 

população polonesa, em menor freqüência ao haplótipo 34 na população portuguesa e 
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aos haplótipos 41 e 44 na população chinesa, indicando uma possível recorrência da 

mutação R408W nestas populações. Outra provável mutação recorrente é a E280K, a 

qual pode ser encontrada em associação com 4 diferentes haplótipos de populações 

européias e nos haplótipos 1 e 2 em Quebec (Byck et a!., 1997). A tabela 1.3 mostra um 

resumo destas associações entre mutações e haplótipos em diferentes grupos étnicos. 

A distribuição das mutações causadoras de PKU no gene da PAH não é 

uniforme, sendo que 5,0% de todos os códons abrigam 13,0% das mutações 

(http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et a/., 1998). Byck e colaboradores, 

usando o programa MUTPRED (o qual prediz o perfil de mutabilidade), demonstraram que 

a maioria dos códons da PAH contendo um dinucleotídeo CpG (citosina-fosfato-guanina) 

apresentava uma mutação em particular ou várias mutações diferentes associadas a um 

ou mais haplótipos. Todas as mutações analisadas estavam associadas com a deficiência 

de PAH. Descreveram também que mutação recorrente, baseada na hipermutabilidade do 

codón CpG 280, era o provável mecanismo de origem para a mutação E280K (Byck et a!., 

1997). 

Apesar das diferenças na distribuição dos haplótipos por RFLP entre 

cromossomos normais e mutantes em diferentes populações, correlações significativas 

entre alguns haplótipos por RFLP e o fenótipo da PKU foram encontradas em populações 

específicas. Estes estudos demonstraram que os pacientes homozigotos ou heterozigotos 

para os alelos mutantes dos haplótipos 2 ou 3 exibiam a forma grave da PKU; enquanto 

que os pacientes com alelos mutantes dos haplótipos 1 ou 4 exibiam uma ampla faixa de 

fenótipos, freqüentemente menos grave (Güttler et a!., 1987; Svensson et a/., 1991 ). 

Os fenótipos discordantes observados na mesma família, onde a PKU clássica 

e outras HPA por deficiência de PAH foram diagnosticadas em mais de um filho, indicam 

que estas alterações metabólicas são manifestações fenotípicas resultantes da presença 

de várias combinações de diferentes alelos da PAH (Güttler et a/., 1993a; Svensson et a!., 

1993). 

g) Mutações no gene da PAH: 

Antes da determinação da estrutura completa do gene da PAH, se pensava 

que a PKU era causada por uma deleção completa do gene da PAH. Entretanto, a análise 

de DNA genômico por digestão com enzimas de restrição e posterior hibridização com a 

sonda hPAH247 (cDNA da PAH do rato), comprovou que a PKU não é causada por 

deleção total do gene da PAH (Woo et a!., 1983). 



Tabela 1.3: Algumas associações entre mutações e haplótipos em diferentes grupos étnicos. 

População Mutação Haplótipos Bglll Pvull(a) Pvull(b) EcoRI Mspl Xmnl VNTR (Hindlll) EcoRV STR Referências 
Alemã 1 - + - - + - 8 - I 

Portuguesa R261Q 1 - + - - + - 8 - r 
Suíça 1 - + - - + - 8 - I 

Inglesa 1 - + - - + - 8 - q 
Irlandesa (norte) 1 - + - - + - 8 - m 

Alemanha 2 - + - - + - 3 + j 
Dinamarca 2 - + - - + - 3 + j 

Estônia R408W 2 - + - - + - 3 + 2.3: 240 n 
Polonesa 5 + - + + + - 7 + d 

Portuguesa 34 + - - + + - - ·e 
Chinesa 41 - + - + + - 3 + g 
Chinesa 44 + - - + - + 3 + c 

Canadense 1 - + - - + - 8 - 1.8 : 238 o 
Canadense 2 - + - - + - 3 + 2.3: 246 o 
Francesa E280K 4 - + - + - + 3 + a 
Francesa 16 - + - + - - 3 + o 
Francesa 38 + - + - + - 12 - b 
Espanhola 1 - + - - + - 7 - 1.7: 242 i, p 
Portuguesa 

V388M 
1 - + - - + - 7 - r 

Chilena 4 - + - + - + 3 + i 
Japonesa 4 - + - + - + 3 + i 

Alemã 3 - + - + - + 8 - I 
Dinamarquesa IVS12nt1g>a 3 - + - + - + 8 - I 

Sueca 3 - + - + - + 8 - I 
Espanhola 6 + - + + + - 7 - 1.7: 246 p 

Italiana 
IVS10nt-11g>a 

6 + - + + + - 7 - f 
Portuguesa 6 + - + + + - 7 - r 

Turca 6 + - + + + - 7 - f 
Norueguesa G272X 7 + - - + - + - h 
Espanhola 9 + + - + + - 8 + 9.8: 246 p 
Irlandesa 165T 9 + + - + + - 8 + 9.8: 246 m 

Portuguesa 9 + + - + + - 8 + r 

a) Lyonnet et ai., 1988; b) Abadie et a/., 1989; c) Tsai et a/., 1990; d) Zygulska et a/., 1991; e) Caillaud et a/., 1992; f) Goltsov et a/., 1992; g) Lin et a/., 
1992; h) Apold et a/., 1993; i) Desviat et ai., 1995; j) Eisensmith et a/., 1995; I) Eisensmith e Woo, 1995; m) Zschocke et a/., 1995; n) Lillevãli et a/., 1996; o) 
Byck et a/., 1997; p) Pérez et a/., 1997; q) Tyfield et a/., 1997; r) Rivera et a/., 1998. 

:::l 

ã 
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A grande heterogeneidade genética observada nos genótipos associados à 

HPA por deficiência de PAH pode ser explicada a partir de 3 evidências: (1) fenótipos 

CRIM (cross-reacting immunologic material - quantidade de proteína detectável ou 

material imunologicamente relacionado à determinada proteína) positivos e negativos 

podem ser detectados no fígado de pacientes com PKU; (2) quantidades adequadas de 

mRNA da PAH podem ser detectadas no fígado de alguns pacientes, mas não em outros; 

(3) existe um amplo espectro de fenótipos clínicos observados em pacientes com 

deficiência de PAH. Baseado nestes achados, vários autores propuseram que a variação 

fenotípica presente nas deficiências de PAH refletem uma heterogeneidade implícita a 

nível molecular (Scriver et a/., 1995a). 

Diversos trabalhos abordam também uma possível participação desta 

heterogeneidade em heterozigotos para HPA por deficiência de PAH (Svensson et a/., 

1994; Treacy et a/., 1997; Guldberg et ai., 1998a; Spada et ai., 1998). 

Um banco de dados envolvendo vários pesquisadores foi criado para registrar 

variações alélicas no /ocus do gene da PAH. Os autores registraram cerca de 412 

alterações e as relacionaram com centenas de diferentes associações (haplótipo, região 

geográfica e população), junto com outras informações adicionais (Hoang et ai., 1996; 

Nowacki et a/., 1997; Nowacki et a/., 1998). Este banco de dados é constantemente 

atualizado (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/). 

A tabela 1.4 mostra a distribuição das alterações na seqüência gênica da PAH 

(http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/) e a tabela 1.5 ilustra algumas das mutações mais 

freqüentes no gene da PAH em populações específicas. 

Tabela 1.4: Distribuição das alter:ações na seqüência gênica da PAH 

Tipo de alteração Número absoluto Freqüência 
Mutações de ponto de sentido trocado 255 61,9% 

Deleções 56 13,6% 
Mutações de sítios de junção 47 11,4% 

Mutações silenciosas 27 6,6% 
Mutações de ponto sem sentido 22 5,3% 

Inserções 5 1,2% 
Total 412 100,0% 

(Adaptado de http:/lwww.bhzzard.cc.mcglll.ca/pahdb/ e Nowack1 et a/., 1998). 
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Tabela 1.5: Freqüência de mutações no gene da PAH em diferentes populações 

Mutação População Freqüência relativa(%) Referência 
Estoniana 84,0 Lillevalli et a!., 1996 
Bielo russa 75,0 Goltsov et a/., 1993b 

Lituana 69,2 Eisensmith et ai., 1995 
Polonesa 62,3 Eisensmith et a/., 1995 

R408W Russa 61 ,O Eisensmith et a/., 1992 
Ucraniana 59,8 Eisensmith et ai., 1995 

Checa 54,9 Kozák et a/., 1997 
Húngara 48,6 Eisensmith et a/., 1992 
Búlgara 44,1 Kalaydjieva et ai., 1993 

Irlandesa 42,5 Eisensmith et a/., 1995 
Turca 39,0 I Eisenmith et a/., 1992 

Egípcia 30,8 Effat et a/., 1999 
Judaica 24,3 Kleiman et a/., 1994 

Italiana (Sudeste) 23,2 G uzzetta et a/., 1997 
IVS10nt-11g>a Brasileira (São Paulo) 17,4 Acosta et a/., 2000 

Búlgara 14,7 Kalaydjieva et ai., 1993 
Chilena 13,0 Pérez et a/., 1999 

Portuguesa 10,8 Rivera et a/., 1998 
Espanhola 9,8 Desviat et a/., 1999 

Irlandesa (Norte) 20,0 Zschocke et a/., 1995 
Australiana (Vitória) 18,1 Ramus et a!., 1995 

165T Escocesa (Oeste) 15,0 Tyfield et a/., 1997 
Inglesa 9,6 Tyfield et a/., 1997 

Espanhola 6,7 Desviat et a/., 1999 
Portuguesa 5,4 Rivera et a/., 1998 

Suíça 32,0 Eisensmith et a!., 1992 
Italiana (Sudeste) 22,2 Guzzetta et ai., 1997 

Canadense (Quebec) 18,9 Carter et a/., 1998 
R261Q Holandesa 12,2 Eisensmith e Woo, 1995 

Brasileira (São Paulo) 12,2 Acosta et a/., 2000 
Egípcia 11,5 Effat et a/., 1999 

Portuguesa 10,4 Rivera et a/., 1998 
Dinamarquesa 37,3 Guldberg et a/., 1993a 

Inglesa 22,8 Tyfield et a/., 1997 
Holandesa 21,4 Eisensmith e Woo, 1995 

IVS12nt1g>a Norueguesa 19,0 Eisenmith et a!., 1992 
Canadense (Quebec) 17,1 Carter et a/., 1998 

Sueca 15,7 Eisensmith et a/., 1992 
Australiana (Vitória) 15,7 Ramus et a/., 1995 

Alemã 14,4 Horts et a/., 1993 
Holandesa 13,3 Eisensmith e Woo, 1995 

Belga 8,3 François et a/., 1994 
R158Q Húngara 7,1 Eisensmith et a/., 1992 

Alemã 5,9 Horst et a!., 1993 
Italiana 5,6 Dianzanieta/., 1995a 
Chilena 13,0 Péres et a/., 1999 

V388M Brasileira (São Paulo) 9,1 Acosta et a/., 2000 
Portuguesa 8,6 Rivera et a/., 1998 
Espanhola 6,2 Desviat et a/., 1999 
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Entre as populações da Ásia, duas mutações merecem destaque: a mutação 

R243Q, com uma freqüência de 24,0% no norte da China (Gu et a/., 1992) e a mutação 

R413P, com uma freqüência de 30,5% na população japonesa (Okano et a/., 1998). Duas 

grandes deleções (uma entre os exons 9 e 13 e outra entre os exons 1 e 5) observadas 

em pacientes indianos podem indicar uma alta freqüência de deleções na Índia (Guldberg 

et ai., 1997a). 

Aproximadamente, 18,0% de todas as alterações conhecidas se localizam no 

exon 7 e cerca de 76,0% ocorrem nas regiões codificadoras entre os exon 5 e 12 

(http://blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb; Nowacki et a/., 1998). Apesar deste número elevado de 

mutações no exon 7, levando em consideração o tamanho relativo do exon e a 

composição de sua seqüência, o mesmo não representa uma região propensa para a 

ocorrência de mutações no gene da PAH (Dworniczak et a/., 1992). Ao contrário, o grande 

número de mutações indica a natureza crítica desta região, a qual é indispensável para a 

função da enzima. Esta análise complementa os estudos usando anticorpos monoclonais 

para demonstrar que o domínio de ligação do cofator esta localizado na região codificada 

pelo exon 7 (Jennings et a/., 1991 ). 

A maioria das mutações no gene da PAH ocorrem em aminoácidos 

conservados entre diferentes proteínas e espécies. Este fato representa uma 

conseqüência do elevado número de mutações em regiões de alta homologia entre a PAH 

e outras hidroxilases. Por exemplo, enquanto somente 38,0% (172/452) dos resíduos de 

aminoácidos da PAH humana são conservados na TPH de coelhos e na TH, mais da 

metade das mutações de sentido trocado ocorre nestes resíduos. A freqüência 

desproporcional de mutações nestes resíduos conservados reforça a idéia que eles são 

importantes para a função da enzima (Eisensmith e Woo, 1995). 

A introdução de métodos para. a detecção no gene da PAH baseados na 

técnica de PCR (Dilella et ai., 1988), tais como a análise de polimorfismos 

conformacionais de cadeia simples - SSCP (Orita et a/., 1989; Labrune et a/., 1991 ), 

clivagem química (Dianzani et ai., 1991) e análise por eletroforese em gel com gradiente 

desnaturante- DGGE (Guldberg et a/., 1993a), proporcionaram um grande progresso para 

a detecção de mutações no gene da PAH. 

A introdução de novas técnicas e equipamentos tem contribuído para o 

seqüenciamento de toda região codificadora e grande parte das regiões intrônicas do 

gene da PAH. Os métodos empregados contribuíram para a identificação de 94,0 a 99,6% 

de todas as mutações no gene da PAH (Guldberg et a/., 1993a; Eiken et a/., 1996a). Por 
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outro lado, não foi possível determinar o genótipo de um pequeno número de pacientes 

com PKU. Estas mutações podem se encontrar nas regiões não codificantes do gene: 

sítios promotores, Cap ou poliadenilação, sítios de junção crípticos. Presume-se, então, 

que estas mutações sejam raras nas populações, devido à dificuldade de detectá-las 

(Eisensmith e Woo, 1995). 

1.5 . CORRELAÇÃO GENÓTIPO-FENÓTIPO: 

As HPA por deficiência de PAH são acompanhadas de uma ampla 

heterogeneidade fenotípica, variando desde as formas extremamente graves (PKU 

clássica), que apresentam retardo mental profundo quando na ausência da terapia 

dietética adequada, até às formas moderadas, leves e HPA não-PKU, sendo esta última 

geralmente benigna, permitindo um desenvolvimento intelectual normal sem necessidade 

de dieta. Esta heterogeneidade fenotípica constitui o reflexo da heterogeneidade 

molecular observada nos pacientes com deficiência de PAH. 

A definição da metodologia e dos parâmetros aplicados para distinguir os 

diferentes fenótipos observados é essencial para o estabelecimento do diagnóstico 

diferencial entre as HPA por deficiência de PAH. Atualmente, duas propostas podem ser 

utilizadas para definir as diferentes formas de PKU: (1) baseada na tolerância à Phe em 

mg/dia, subdividida em PKU e HPA não-PKU (Scriver et a/., 1995a); (2) 4 classes 

baseadas na tolerância à Phe em mg/kg/dia: PKU grave ou clássica, PKU moderada, PKU 

leve e HPA leve (Güttler, 1980; Güttler e Guldberg, 1996). A tolerância à Phe pode ser 

definida como a ingestão diária máxima deste aminoácido que é permitida para manter os 

níveis sangüíneos de Phe entre 180,0 a, 360,0 !lmoi/L. A obtenção do genótipo e a 

determinação da tolerância são os fatores que podem estabelecer um consenso na 

correlação do genótipo com o fenótipo e, assim, facilitar a classificação adequada das 

formas de PKU (Ponzone et a/., 1998; Romano et a/., 1998). 

Estudos de expressão demonstraram que cada mutação no gene da PAH tem 

um efeito quantitativo particular na atividade enzimática (Okano et ai., 1991 ). As mutações 

decorrentes de rearranjos gênicos alteram a seqüência de aminoácidos; mutações nas 

junções íntron-exons causam remoção ou inserção de segmentos de aminoácidos; as 

mutações sem sentido resultam no término prematuro da síntese da proteína. Estas 

alterações comprometem drasticamente a atividade de PAH e são também denominadas 
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de mutações nulas. Os pacientes que apresentam uma mutação nula em um dos 

cromossomos são denominados heterozigotos compostos funcionais. Caso a segunda 

mutação apresente alguma atividade residual, ela determinará o fenótipo bioquímica e, 

portanto, o metabólico. A presença de duas mutações nulas determina o fenótipo de PKU 

clássica (Güttler e Guldberg, 1996). 

Por outro lado, geralmente é impossível prever os efeitos das mutações de 

sentido trocado sobre a atividade da PAH. Estas mutações alteram somente um 

aminoácido na proteína e podem representar polimorfismos inócuos ou mutações 

patogênicas (Güttler e Guldberg, 1996). 

As atividades das proteínas PAH mutantes determinadas in vitro são maiores 

que suas atividades correspondentes in vivo. Na ausência de estudos comparativos entre 

os dois sistemas, a análise de expressão não pode ser usada para avaliar a atividade de 

PAH hepática em pacientes com PKU. Desta forma, os fenótipos de um grande número 

de pacientes são previstos a partir de estudos in vitro da proteína PAH mutante e, 

ocasionalmente, a atividade prevista de PAH não se correlaciona, ou se correlaciona com 

os fenótipos bioquímicas ou clínicos de pacientes tratados e não tratados (Güttler et a/., 

1993b; Ramus et a/., 1993; Verelst et a/., 1993; Ramus et ai., 1999). 

Apesar das limitações, correlações significantes foram demonstradas entre os 

estudos de expressão in vitro e os índices bioquímicas usados para definir o fenótipo da 

HPA por deficiência de PAH (Eisensmith et a/., 1996; De Lucca et ai., 1998; Okano et a/., 

1998; Desviat et a/., 1999; Güttler et a/. 1999). Correlações foram também observadas 

entre a análise de expressão in vitro e o quociente de inteligência (QI) em pacientes entre 

5 e 9 anos de idade, tratados precocemente (Trefz et a/., 1993; Lichter-Konecki, et ai., 

1994; Burgad et a!., 1996). 

As mutações graves são assoctadas à PKU clássica, quando presentes no 

estado homozigoto ou em heterozigotos compostos portadores de outra mutação grave. 

Mutações leves dão origem a proteínas com considerável atividade enzimática residual. 

Os pacientes que apresentam uma mutação leve e uma mutação grave exibem 

usualmente a forma leve de PKU. Pacientes apresentando duas mutações leves podem 

exibir PKU leve ou HPA não-PKU (Svensson et a/., 1993). Deste modo, a 

heterogeneidade fenotípica da HPA por deficiência de PAH pode ser explicada 

principalmente pela grande variabilidade encontrada no /ocus da PAH (Eisensmith e Woo, 

1995; Guldberg et a/., 1998b). 
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Vários estudos têm documentado a ocorrência de diferentes fenótipos de PKU 

em uma mesma família devido à presença de 3 mutações no gene da PAH. Dependendo 

da combinação, cada mutação é responsável por um efeito fenotípico distinto, resultando 

em diferentes graus de HPA. Esta condição é denominada de alelismo (Ledley et ai., 

1986; Guldberg et a/., 1994; Tyfield et a/., 1995). 

As habilidades preditivas da determinação do genótipo, sugerem que a análise 

do mesmo pode ser uma ferramenta valiosa para a determinação do fenótipo em recém

nascidos ou para a análise de haplótipos em famílias com um indivíduo afetado. Tais 

testes permitiriam o refinamento do diagnóstico precoce, otimização de terapia e 

determinação do prognóstico da doença a longo prazo (Eisenmith e Woo, 1995). 

1.6- FREQÜÊNCIA DE HPA POR DEFICIÊNCIA DE PAH 

A incidência das HPA por deficiência de PAH é variável, sendo alta na Turquia, 

cerca de 1 indivíduo afetado em 2600 nascidos vivos (Ozalp et a/., 1986), e baixa no 

Japão, onde ocorre 1 caso em 120000 nascimentos (Aoki e Wada, 1988). A freqüência da 

PKU em populações caucasóides é de aproximadamente 1:10000, com uma freqüência 

de heterozigotos entre 1:50 e 1:70 (Scriver et a/., 1995a). A freqüência da deficiência de 

PAH no Rio Grande do Sul foi previamente estimada em 1:14288 (Jardim et a/., 1992). 

Vários mecanismos têm sido propostos para explicar a incidência relativamente 

alta da PKU em humanos: efeito fundador/deriva genética, vantagem adaptativa de 

heterozigotos, compensação reprodutiva, taxa mutacional elevada e o envolvimento de 

múltiplos loci que conferem fenótipos similares da doença. A hipótese do envolvimento de 

múltiplos loci não é aceita, uma vez que m9is de 95,0% de todos os casos de PKU são o 

resultado da deficiência de PAH causada por mutações somente no locus da PAH. 

Apesar de evidências relatando que alguns genótipos de PKU são o resultado de 

mutações recorrentes, a elevada taxa de mutações no /ocus da PAH pode também não 

ser o mecanismo responsável pela alta freqüência da PKU, pois muitos pacientes de uma 

população específica apresentam um número limitado de alelos mutantes (Eisensmith e 

Woo, 1995). 

A freqüência e a distribuição das mutações no gene da PAH têm sido 

determinadas em vários populações da Europa, Américas, Austrália e Ásia. Porém, 

qualquer tentativa de estabelecer as freqüências das mutações em caucasóides é 
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limitada, devido às variações na distribuição de haplótipos mutantes e na associação 

mutação-haplótipo em diferentes subgrupos étnicos. Contudo, algumas freqüências 

encontradas em populações caucasóides podem ser estimadas por uma mutação 

específica (John etaf., 1989; Eisensmith etaf., 1992; Lillevali etal., 1996). 

1.6.1 - Evidência do efeito fundador/deriva genética: 

O papel do efeito fundador e da deriva genética vem sendo estudado por vários 

grupos, os quais analisam várias mutações no gene da PAH em populações específicas 

(Saugstad, 1975; Zschocke et a!., 1997). 

A maioria (ou todas) das mutações no gene da PAH podem ter ocorrido após a 

divergência das raças. Eisensmith e colaboradores (1992) estudaram as associações de 

haplótipos, freqüências relativas e a distribuição de 5 mutações prevalentes no gene da 

PAH em populações européias: IVS12nt1g>a, R408W, R261Q, R158Q e IVS10nt-11g>a. 

Todas elas estavam associadas com somente 1 dos mais de 70 haplótipos no gene da 

PAH. Estes achados sugerem que cada uma desta mutações surgiu a partir de um único 

evento fundador que ocorreu há centenas ou milhares de anos atrás. A partir das 

diferenças observadas nas freqüências relativas e distribuição destes 5 alelos mutantes 

na Europa, 5 supostos efeitos fundadores podem ser demonstrados em subgrupos 

étnicos específicos (Eisensmith et a!., 1992): 

• A mutação IVS12nt1g>a parece ter ocorrido em um alelo normal do haplótipo 3.8 

(tabela 1.3) em uma população fundadora dinamarquesa; 

• A mutação R408W provavelmente surgiu a partir do haplótipo 2.3 (tabela 1.3) na 

população tcheca, embora a ausência de haplótipos e dados de freqüência das 

regiões mais a leste da Rússia e outras repúblicas da antiga União Soviética tenha 

impossibilitado a localização precisa de uma suposta população fundadora. A 

ausência desta mutação no haplótipo 2.3 em populações chinesas e japonesas, 

sugeriu que o evento fundador foi único em populações caucasóides. Além disso, a 

forte associação entre esta mutação e o haplótipo 2.3, sugere que o efeito fundador 

ocorreu há alguns milhares de anos. 

• A mutação IVS10nt-11g>a tem sido cogitada como de origem turca. No entanto, 

estudos referentes à sua distribuição na população italiana demonstraram que o alelo 

mutante estaria presente inicialmente em regiões que foram colonizadas por 
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populações italianas há cerca de 2000 anos, e não em regiões colonizadas por turcos 

ou outros povos do Oriente Médio. 

• A mutação R261 Q ligada ao haplótipo 1.8 (tabela 1.3) é relativamente freqüente na 

Suíça e na Turquia. 

• Não foi observado efeito fundador associado à mutação R158Q. 

Vários estudos têm indicado que somente 4 (R111X, R261X, V388M e R408W) 

das cerca de 20 mutações responsáveis por mais que 70,0% dos alelos mutantes em 

orientais também estão presentes em populações caucasóides. As alterações R261 X e 

R408W ocorrem em diferentes haplótipos, sugerindo que estas mutações resultaram de 

mutações recorrentes e que a maioria delas (ou todas) pode ter ocorrido após a 

divergência das raças (Eisensmith et a/., 1992). 

A incidência de PKU na Finlândia é muito baixa, provavelmente menor que 

1:100.000. Em um estudo realizado em 4 pacientes, a mutação R408Wfoi encontrada em 

4 alelos e relacionada ao haplótipo 2, enquanto as mutações IVS7nt1 g>a, R261 Q e 

IVS2nt1 g>a estavam presentes em 3 ai elos. Estes achados sugeriram um pronunciado 

efeito fundador negativo como a causa da baixa incidência da PKU na Finlândia. A 

mutação R408W ocorre no noroeste europeu com uma alta freqüência na Irlanda e no 

leste europeu com uma elevada freqüência na Lituânia. Nos dois países, a mutação é 

associada com o haplótipos 1 e 2, respectivamente, levando a sugerir que a mutação 

R408W teve duas origens independentes na Europa: uma Celta e uma Eslava. Desta 

maneira, os alelos mutantes da R408W encontrados nos pacientes finlandeses são de 

origem eslava (Eisensmith eta/., 1992; Guldberg eta/.,1995). 

A Islândia foi colonizada pelos Vikings oriundos da Noruega e das Ilhas 

Britânicas entre os séculos IX e X. Embora seja conhecido que os Vikings acasalavam 

com suas escravas celtas, a contribuição relativa destes povos para a população 

islandesa é incerta. Muitos estudos de genética de populações usando marcadores 

clássicos indicaram uma pequena contribuição genética dos irlandeses (Zschocke et a/., 

1997). Por outro lado, no mínimo 7 mutações no gene da PAH tiveram sua origem fora da 

Islândia. A distribuição quase exclusivamente escandinava destas mutações e a completa 

ausência de mutações comuns de origem irlandesa, provaram a evidência histórica e 

lingüística de uma herança escandinava predominante na população da Islândia 

(Guldberg et a/., 1997b ). 
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1.6.2- Vantagem adaptativa de heterozigotos para PKU: 

A presença de muitas mutações no gene da PAH em diferentes populações 

implica em dizer que o efeito fundador e a deriva genética, isoladamente, não podem ser 

os fatores responsáveis pela incidência elevada de PKU. Alguma forma de vantagem 

adaptativa de heterozigotos pode representar uma possibilidade para explicar esta alta 

incidência. A influência exercida por um /ocus intimamente ligado à PAH pode representar 

uma forma de vantagem. A proximidade do locus do y-interferon em relação à região 

12q24 fornece bases especulativas para esta hipótese, mas não há evidência para este 

efeito. Uma segunda forma de vantagem adaptativa pode advir de efeitos compensatórios 

causados por elevações não significativas dos níveis de Phe em heterozigotos (Gold et 

ai., 1974). Um terceiro mecanismo pode envolver compensação reprodutiva, mediada por 

altas taxas de reprodução entre heterozigotos ou uma elevada taxa de sobrevivência 

entre suas proles. Há algumas evidências a favor (Saugstad, 1977) e contra (Paul et ai., 

1979b) a compensação reprodutiva. 

Outra hipótese é baseada no fato que o aumento sérico dos níveis de Phe 

presentes em mulheres heterozigotas pode proteger a sua prole contra uma elevada taxa 

de natimortos causada pela ocratoxina A, uma micotoxina abortiva encontrada em grãos e 

lentilhas contaminados (Woolf, 1986). Infelizmente, esta explicação não é suficiente para 

apoiar esta hipótese por duas razões. Primeiro, pode ser que esta vantagem tenha 

ocorrido no passado, porém não mais ativa. Segundo, visto que a PKU é menos freqüente 

que outras doenças genéticas para as quais este mecanismo tem sido proposto, os 

efeitos desta vantagem adaptativa podem ser também desprezíveis. Nos dois casos a 

vantagem seletiva pode ter existido em regiões onde ocorreram condições climáticas, 

culturais e dietéticas significativamente diferentes, uma vez que a PKU está presente em 

uma freqüência relativamente alta não somente em populações européias, mas em 

algumas populações do Oriente Médio e da Ásia (Daiger et ai., 1989). 

A análise das possíveis contribuições do efeito fundador, deriva genética e 

vantagem dos heterozigotos para a origem e distribuição das mutações no gene da PAH 

em populações humanas, ainda representa um enigma para a genética de populações de 

PKU. 
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1.7- ESTUDOS DE ESTRUTURA E FUNÇÃO DO GENE DA PAH 

O avanço das técnicas de biologia molecular representou um grande passo 

para um melhor conhecimento das bases moleculares das HPA causadas por deficiência 

de PAH. No entanto, algumas questões relacionadas ao real efeito das mutações sobre a 

estrutura e função da PAH ainda são desconhecidas. Os estudos de correlação entre a 

estrutura gênica e a função protéica como, por exemplo, os experimentos de análise de 

expressão heteróloga de proteínas PAH mutantes, o desenvolvimento de modelos 

animais para a PKU e os recentes estudos de cristalografia e análise computadorizada da 

estrutura tridimensional da PAH podem fornecer importantes informações. 

1.7.1 -Análise de expressão das mutações 

Estudos de expressão revelaram 3 grupos de mutações que codificam uma 

PAH que difere no comportamento cinético e/ou na estabilidade in vivo: (i) mutações que 

afetam a estabilidade e cinética da PAH; (ii) mutações que codificam uma enzima 

estruturalmente estável com propriedades cinéticas alteradas; e (iii) mutações que 

codificam uma enzima com comportamento cinético normal e reduzida estabilidade in vitro 

e in vivo (Erlandsen e Stevens, 1999). 

Como a expressão da PAH humana é limitada ao fígado, a caracterização 

bioquímica das proteínas PAH mutantes necessitaria de amostras de tecido hepático 

obtidas de indivíduos homozigotos. Contudo, estas amostras são difíceis de se obter 

devido a razões éticas e genéticas. A maioria dos pacientes com deficiência de PAH são 

heterozigotos compostos e podem produzir.2 ou mais espécies de proteínas, dependendo 

da estabilidade das subunidades mutantes in vivo. Para superar estas limitações, análises 

de expressão in vitro são necessárias para demonstrar que a alteração genética altera a 

função da proteína (Eisensmith e Woo, 1995). 

A maioria das informações sobre a enzima PAH normal deriva de estudos com 

enzima purificada do fígado de rato, uma vez que oportunidades para estudar a enzima 

humana nativa são raras (Scriver et ai., 1995a). O cDNA da PAH humana (Kwok et a/., 

1985; Konecki et a/., 1992, GenBanK U49897) e o cDNA da Pah de fígado de rato (Dahl e 

Mercer, 1986) apresentam 92,0% de homologia entre as seqüências de aminoácidos, 

sendo o estudo da Pah do rato muito útil na análise da PAH humana. Mutagênese sítio-
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específica e a expressão de Pah recombinante de ratos complementam, portanto, os 

estudos da PAH humana (Waters et a/., 1998a). 

A expressão heteróloga transitória por transfecção de DNA em células renais 

de macaco verde africano (células COS) é o sistema mais utilizado para o estudo 

funcional da proteína PAH mutante. A PAH endógena está ausente ou encontrada em 

níveis muito baixos nestas células (Weinstein et ai., 1993). As células renais embriônicas 

humanas e as células de adenocarcinoma de cólon podem ser hospedeiros alternativos 

(Waters et ai., 1998a). 

A mutação R408W é responsável por atividade não detectável de PAH in vitro 

e níveis baixos de oxidação da Phe in vivo. As mutações A 1 040 e R261 Q codificam 

proteínas PAH que apresentam atividades reduzidas in vítro (26,0% e 30,0%, 

respectivamente) e realizam uma considerável oxidação da Phe in vivo em homozigotos 

para PKU. A mutação E6nt-96A->g apresenta efeito direto no processamento do RNA in 

vivo (EIIingsen et ai., 1997). A mutação G46S reduz drasticamente a atividade de PAH e a 

proteína imunorreativa, afetando os níveis de mRNA, porém não reduz a capacidade 

catalítica da PAH. A proteína resultante é considerada instável, o que implica em síntese 

deficiente, instabilidade intrínseca ou degradação aumentada (Eiken et a/., 1996b). A 

mutação A104D afeta a estabilidade da proteína PAH, mas com menor gravidade que a 

mutação G46S (Waters et a/., 1997). 

A análise de expressão de mutações no gene da PAH identificou poucas 

proteínas mutantes estáveis (D143G, R158Q, P244L, A322G, V388M, R408Q), as quais 

apresentam níveis normais de PAH imunorreativa e atividade diminuída. Isto significa que 

estas mutações podem afetar resíduos importantes para as funções catalíticas ou 

regulatórias. A expressão in vitro da mutação 0143G em 3 sistemas diferentes (células 

renais humanas, E co/i e sistemas tran$cricional-traducionais), resultou em atividade 

residual relativamente alta (52,0, 33,0 e 102,0%, respectivamente) quando comparado 

aos valores da proteína normal (Knappskog et a/., 1996). Analisada em baixas 

concentrações de Phe e do cofator BH4, a atividade residual foi compatível com 

hidroxilação reduzida da Phe, sugerindo que este resíduo (Asp143) executa importante 

papel no direcionamento do substrato ao sítio ativo (Erlandsen e Stevens, 1999). 

Waters e colaboradores ( 1999) testaram a hipótese de que algumas mutações 

de sentido trocado podem acelerar o tumover proteolítico da enzima PAH. Para tanto, foi 

analisado o efeito de 6 mutações (F39L, K421, L48S, 165T, A104D e R157N) sobre as 

taxas de tumover e os fatores envolvidos na degradação proteolítica da PAH selvagem e 
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mutante. Todas as mutações examinadas causaram acelerada degradação proteolítica da 

enzima PAH (Waters et ai., 1999). 

Os sistemas de expressão não podem fornecer informações definitivas sobre 

os efeitos das mutações associadas à PKU e seu significado in vivo. A análise de 

expressão ainda não é capaz de identificar precisamente muitos resíduos de 

aminoácidos, que desempenham funções críticas na catálise ou regulação da atividade da 

PAH (Waters et ai., 1998a). 

Análise de expressão in vitro foi realizada em cerca de 40 mutações de sentido 

trocado (Dilella et ai., 1987; Lichter-Konecki et ai., 1988; Dworniczak et ai., 1991; 

Eisensmith et ai., 1991; Okano et ai., 1991; Wang et a/., 1991; Eisensmith e Woo, 1992; 

John et a/., 1992; Li et ai., 1992; Svensson et a/., 1992; Kleiman et a/., 1993; Weinstein et 

ai., 1993; Desviat et ai., 1995; Dianzani et ai., 1995b; Knappskog et ai., 1995; Pérez et ai., 

1995; Eiken etal., 1996b; Waters etal., 1997; Romano etal. 1998; Waters etal., 1998a,b; 

Waters et ai., 1999), 2 mutações de sítios de junção íntron-exon (Marvit et a/., 1987; Wang 

et ai., 1991; Ellingsen et a/., 1997), 2 mutações sem sentido (Knappskog et a/., 1993; 

Knappskog et a!., 1996) e 2 deleções causando a perda de um único aminoácido (Caillaud 

et ai., 1991; Svensson et ai., 1993). Os resultados destes estudos indicaram que cerca de 

30,0% destas mutações resultam na expressão de proteínas mutantes com significativa 

atividade residual, enquanto a maioria das mutações resultam na expressão de proteínas 
' mutantes com pouca ou nenhuma atividade residual. A tabela 1.6 mostra a atividade 

residual para as mutações de sentido trocado associadas à HPA por deficiência de PAH. 

As mutações de sítios de junção, mutações sem sentido e deleções são responsáveis por 

codificar uma proteína sem atividade (Guldberg et a/., 1998b). 

Tabela 1.6: Atividade Residual Prevista c;la PAH para as mutações de interesse para 
este estudo. 

Mutações Sistema de vetores: Atividade Proteína imunoreativa de mRNAde 
(análise de expressão in vitro) de PAH1 PAH2 PAH3 

165T p91 023 (8)/COS 26 25 -100 
R158Q p91 023 (8)/COS 10 -100 -100 
R252W pCDNA1/COS 0,5 -100 nr 
R261Q pCDNA1/COS 30 30 nr 
P281L _pCDNA 1/COS Nd Nd -100 
V388M pRc/CMV/COS 43 -100 -100 
R408W p91 023 (8)/COS Nd <1 -100 
R408Q pRc/CMV/COS 55 91 93 

IVS12nt1g>a p91 023 (8)/COS Nd Nd -100 
'·""'"'· . Valores expressos como percentagem da PAH normal, COS. linhagem de celulas de nm de macaco, nr. 
não realizado; nd: não detectável (Adaptado de Waters et a/., 1998a) 
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1. 7.2 - Modelos animais para a PKU 

A PKU alcançou um nível excepcional de caracterização através dos estudos 

bioquímicas, clínicos e genético-moleculares. No entanto, aspectos importantes sobre a 

fisiopatologia desta desordem merecem ser melhor abordados. Vários fatores são 

responsáveis por esta dificuldade, como: (1) a limitação do uso de seres humanos em 

experimentos controlados; (2) baixo número de participantes devido à raridade da doença; 

(3) população heterogênea em relação a constituição genética e fatores ambientais 

(dieta). Para superar estas limitações, modelos animais geneticamente modificados para 

apresentar PKU começaram a ser desenvolvidos em laboratório. Duas razões levaram a 

escolha do camundongo para estes estudos: a possibilidade de uma manipulação 

genética extensiva e alto grau de similaridade fisiológica em relação aos humanos 

(McDonald, 1994). 

A escolha da PKU, como o primeiro fenótipo bioquímica selecionado para o 

estudo em modelos animais, foi devido à disponibilidade de testes de triagem 

relativamente simples com baixa taxa de falso positivo; e à grande quantidade de 

informação sobre a doença, levando à descoberta de reagentes moleculares e ensaios 

enzimáticos, através dos quais, os modelos animais foram caracterizados e produzidos 

(McDonald, 1994). 

O gene da Pah do camundongo está localizado no cromossomo 1 O (Ledbetter 

et a/., 1987). O aspecto mais importante para a genética do camundongo foi a descoberta 

do N-etii-N-nitrosouréia (ENU) como um agente mutagênico extremamente potente para a 

linhagem germinai destes animais. A técnica de mutagênese induzida por ENU, análise 

de pedigree e o teste de Guthrie para avaliar os níveis séricos de Phe produziram a 

primeira linhagem de camundongos com HPA herdável, denominada de HPA-1. No 

entanto, o fenótipo foi associado à deficiência de GTPCH I, sendo a mutação encontrada 

no cromossomo 14 do rato (McDonald e Bode, 1988). 

McDonald e colaboradores (1990), usando a técnica de mutagênese induzida 

por ENU, identificaram uma nova linhagem de camundongos mutantes (HPA-5) exibindo 

HPA hereditária, bastante semelhante à forma leve de PKU encontrada em humanos. A 

mutação causadora desta condição foi mapeada no gene da Pah no cromossomo 1 O 

(McDonald et a/., 1990). Através do método de não-complementação genética, foram 

identificadas duas novas linhagens de mutantes: HPA-5.1 e HPA-5.2 (Shedlovsky et a!., 

1993). 
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As mutações encontradas nas linhagens HPA-5, HPA-5.1 e HPA-5.2 foram 

redefinidas como PAHENU-1, PAHENu-2 e PAHENU-3, respectivamente. A mutação PAHENU-1 é 

caracterizada por uma substituição do aminoácido valina por alanina no exon 3 da 

proteína, uma região onde mutações graves são raras em humanos. A mutação PAHENU-2 

é caracterizada por uma substituição de fenilalanina por serina no exon 7 da proteína, 

uma região onde mutações graves são comuns em humanos. As mutações PAHENU-2 e 

PAHENU-3 apresentam fenótipos que se enquadram na descrição de PKU clássica 

(McDonald, 1994; McDonald e Charlton, 1997). 

A mutagênese sítio-específica vem sendo usada como uma ferramenta para 

analisar as relações entre a estrutura e a função da Pah de ratos. Os estudos de análise 

de expressão revelaram o modelo de ação de várias mutações no gene da Pah, 

identificando mecanismos que podem afetar a fosforilação da proteína (Kowlessur et ai., 

1995), assim como as regiões de ligação do átomo de ferro e atividade catalítica desta 

enzima (Gibbs et a/., 1993; Dickson et ai., 1994; Waters et a!., 1998a). 

A boa correlação genótipo-fenótipo observada em murinos representa uma 

abordagem relevante para o conhecimento da relação entre a estrutura e a função da 

proteína e entre a ingestão de Phe da dieta e a patologia da doença (McDonald, 1994 ). 

1.7.3- Estudos de Cristalização e análise da estrutura tridimensional da PAH 

O estudo da estrutura tridimensional da PAH poderá desempenhar um papel 

definitivo na identificação de resíduos de aminoácidos importantes para a enzima e no 

entendimento dos efeitos das mutações na função, estrutura e interações da PAH. 

Achados preliminares de cristalização de RAH purificada a partir de fígado de rato foram 

relatados há alguns anos ( Celikel et a/., 1991 ). Contudo, muitos estudos sobre a estrutura 

da PAH humana e a Pah de ratos são limitados. As possíveis razões para esta limitação 

podem residir na heterogeneidade molecular, baseada em um equilíbrio entre as formas 

tetraméricas e monoméricas da PAH. 

Alguns estudos iniciais de cristalização da PAH humana foram descritos. Uma 

forma truncada da enzima, correspondente ao centro catalítico e constituída 

exclusivamente de dímeros, foi produzida recentemente (Erlandsen et a/., 1997). Uma 

abordagem alternativa para a determinação da estrutura tridimensional da PAH se baseia 

na construção virtual de modelos protéicos tridimensionais através de dedução 
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computadorizada, usando regiões de homologia para as proteínas que apresentam a 

estrutura bem definida (Waters et a!., 1998a). 

A enzima cristalizada apresenta-se como um tetrâmero, com cada monômero 

consistindo de um domínio catalítico e um de tetramerização. O domínio de 

tetramerização é caracterizado pela presença de uma ramificação permutando os 

domínios que interage com os outros monômeros, formando uma estrutura helicoidal 

antiparalela. A estrutura é o primeiro relato de uma PAH tetramérica e revela uma 

arquitetura completa semelhante à da TH funcional. Ao contrário da estrutura tetramérica 

da TH, a PAH apresenta uma assimetria bastante pronunciada no interior do monômero, 

onde os domínios catalíticos e de tetramerização podem adotar duas diferentes 

orientações. A análise de mutações causadoras de PKU demonstrou que algumas das 

mutações mais freqüentes estão localizadas na interface dos domínios catalíticos e de 

tetramerização. A estrutura cristalizada da PAH pode fornecer um importante modelo para 

a análise das bases moleculares da deficiência de PAH (Fusetti et a/., 1998; Waters et ai., 

2000). 

1.8- TRATAMENTO 

A restrição dietética da Phe é o principal tratamento proposto para a PKU. É 

importante que a dieta seja introduzida precocemente (no primeiro ou, no máximo, no 

segundo mês de idade) e seguida por toda a vida (nos casos que necessitam da 

continuidade do tratamento). A base do tratamento é uma alimentação preparada com 

uma mistura de L-aminoácidos ou hidrolisados protéicos livres de Phe, com fornecimento 

de calorias, minerais e vitaminas, para evitar as deficiências nutricionais. Entretanto, uma 

quantidade mínima de Phe é essencial para o desenvolvimento e crescimento normais 

das crianças. Portanto a dieta prevê a ingestão de 250,0 a 500,0 mg de Phe por dia, 

dependendo da forma de PKU. Assim, mantém-se uma concentração plasmática, que não 

é prejudicial para o paciente, em torno de 120,0 a 360,0 1-1moi/L, nos primeiros anos de 

vida, podendo elevar-se até 480,0 1-lmoi/L, após a idade de quatro anos. Após os 12 anos 

de idade a dieta pode ser menos rígida, mas os níveis plasmáticos de Phe devem se 

manter inferiores a 900,0 !lmoi/L. 
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As mulheres com PKU merecem uma especial atenção durante a gravidez, 

quando devem fazer uma dieta rigorosa e controlar as concentrações de Phe (Scriver et 

a/., 1995a). 

A terapia dietética, apesar de evitar o retardo mental, não representa um 

tratamento definitivo para os fenilcetonúricos. Ainda não se sabe o período mais 

apropriado para o término da dieta. Alguns estudos verificaram reduções significativas no 

Ql de crianças afetadas que interromperam o tratamento na primeira década de vida. 

Outros estudos sugerem que o término do tratamento, mesmo após os 1 O anos de idade, 

pode ser responsável por pequenas alterações mentais e comportamentais (Einsensmith 

e Woo, 1995; Scriver et ai., 1995a). 

Os problemas associados à terapia dietética estimularam a realização de 

outros estudos direcionados ao tratamento da PKU, como o transplante de fígado 

ortotópico realizado em uma criança com PKU de 1 O anos, que apresentava 

concomitantemente doença hepática não relacionada em estágio final. O transplante 

corrigiu a alteração molecular, mas não pode ser considerado um bom substituto para a 

dieta por ser um procedimento invasivo e perigoso (Vajro et ai., 1993). 

O uso da terapia gênica somática tem sido considerado um tratamento mais 

adequado (isolado ou associado) para pacientes com PKU. Esta tecnologia se baseia na 

introdução de um gene recombinante normal no fígado ou em outros tecidos de um 

indivíduo afetado, com o objetivo de substituir ou aumentar a função do gene deficiente. 

Esta abordagem necessita de três requisitos: (1) um clone do cDNA de PAH que tenha a 

propriedade de produzir a proteína PAH funcional; (2) um vetor que possa eficientemente 

transferir o cDNA para dentro dos hepatócitos ou outras células-alvo somáticas onde a 

proteína PAH funcione adequadamente; (3) um modelo animal para ser usado na 

determinação das eficácias de diferentes métodos de transferência gênica (Eisensmith e 

Woo, 1996). 

Eisensmith e Woo (1996) revisaram os estudos de terapia gênica para PKU e 

verificaram a eficiência destas condições em camundongos mutantes PAHenu. No entanto, 

os vetores usados não se mostraram suficientemente eficientes para a transferência 

gênica. Os vetores retrovirais se mostraram eficientes in vitro, mas, da mesma maneira 

que os complexos DNA/proteína, apresentaram baixa transdução in vivo. As infusões de 

recombinantes adenovirais contendo cDNA de PAH em camundongos PAHenu2 reduziu os 

níveis de Phe para concentrações normais, mas o efeito foi transitório e, devido a uma 
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resposta imune a estes vetores, não foi reproduzível (Eisensmith e Woo, 1996; Levy, 

1999). 

Os estudos sobre as propriedades da enzima bacteriana fenialanina amônia 

liase (PAL) representam a mais recente tentativa para superar as limitações da terapia 

dietética em pacientes fenilcetonúricos. A PAL, uma enzima que age como uma substituta 

de PAH humana e não necessita de cofator, é responsável pela degradação da Phe em 

amônia e ácido trans-ciânico. A amônia não se acumula em quantidade suficiente para 

sugerir um quadro de hiperamoninemia e o ácido trans-ciânico é um metabólito inofensivo 

que é degradado em ácido benzóico, sendo este último convertido em ácido hipúrico e 

rapidamente excretado. Sarkissian e colaboradores (1999) relataram três aspectos que 

ressaltam a importância da PAL como um agente coadjuvante para o tratamento da PKU 

(Sarkissian et a!. 1999): 

• Criação de um modelo recombinante eficiente para produzir grandes quantidades de 

PAL; 

• Efeito da PAL em camundongos mutantes PAHenu2 com HPA (criados por mutagênese 

induzida por N-etii-N-nitrosouréia); 

• A PAL reduz drasticamente os níveis de Phe (30 a 50%) nestes camundongos, 

obedecendo os princípios farmacológicos (com um claro efeito de resposta à dose 

administrada) e fisiológicos (a PAL protegida da ação de proteases é 

significativamente efetiva para evitar HPA). 

A terapia com PAL pode significar um aumento substancial da tolerância à 

dieta protéica, podendo proporcionar um novo futuro para o tratamento da PKU 

(Sarkissian et a!., 1999). 

1.9- JUSTIFICATIVA 

O grande número de diferentes mutações relacionadas com a deficiência de 

PAH sugere uma doença heterogênea do ponto de vista molecular. A ampla variabilidade 

fenotípica observada nos pacientes está de acordo com esta heterogeneidade. 

Aproveitando a experiência de vários anos com a PKU, tanto na assistência a 

pacientes quanto na pesquisa, a proposta de um protocolo de investigação para identificar 

as mutações presentes em pacientes com HPA por deficiência de PAH no sul do Brasil 

nos parece muito apropriada. A correlação destes achados com os dados clínicos e 
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bioquímicas dos pacientes estudados também poderia contribuir para uma melhor 

compreensão da fisiopatologia da doença. Os dados obtidos poderiam ajudar no manejo 

dos pacientes, permitindo a previsão, a partir do genótipo identificado, do comportamento 

fenotípico e das estratégias terapêuticas mais apropriadas. Além disso, a caracterização 

molecular das mutações no gene da PAH pode ser útil para a detecção de portadores e 

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

1. Identificar as mutações comuns do gene da PAH associadas à PKU em pacientes do 

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

2. Padronizar protocolos laboratoriais para a identificação de heterozigotos através de 

técnicas moleculares; 

3. Identificar e caracterizar mutações raras; 

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

Phe e Tyr, após a sobrecarga de aspartame; 

5. Correlacionar as alterações moleculares aos dados bioquímicas medidos e à evolução 

clínica do pacientes (correlação genótipo-fenótipo). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 - MATERIAL 

3.1.1 -PACIENTES COM HPA POR DEFICIÊNCIA DE PAH 

A deficiência de PAH representa mais de 30,0% das aminoacidopatias 

detectadas no Serviço de Genética Médica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

(SGM/HCPA), na qual já foram diagnosticados cerca de 80 indivíduos com esta doença 

metabólica. Aproximadamente 50 pacientes são acompanhados regularmente no 

ambulatório especializado mantido pelo serviço. 

As famílias dos pacientes em tratamento foram convidadas a participar deste 

estudo através de contato pessoal, por carta (anexo 1) e/ou contato telefônico. Estas 

famílias foram informadas de forma clara e detalhada sobre os objetivos do estudo 

através de uma entrevista, onde foi preenchida a ficha com os dados do paciente (anexo 

2) A colheita de sangue das famílias que concordaram em participar voluntariamente do 

referido estudo foi realizada após a assinatura do termo de consentimento livre e 

esclarecido (anexo 3). 

Das 50 famílias contatadas, 30 participaram efetivamente do estudo. Em 

relação as 20 famílias restantes, 3 desistiram de participar e 4 não compareceram para a 

colheita de sangue, apesar de concordarem inicialmente em participar do estudo. Não foi 

possível estabelecer contato com as demais 13 famílias, devido à freqüência irregular ao 

atendimento e à falta de horário disponível destas famílias para a entrevista, já que muitas 

residem no interior do Rio Grande do Sul ou no estado de Santa Catarina. 

O critério fundamental para a inclusão dos casos na amostra foi o diagnóstico 

bioquímica confirmado de HPA, através da dosagem plasmática de Phe, com exciusão de 

alterações no metabolismo de BH4, detectadas através de testes apropriados. 

A amostra estudada foi composta de 30 pacientes não relacionados entre si, 

sendo 33,0% do sexo feminino e 67,0% do sexo masculino. 

A maioria dos pacientes (24 dos 30) tinha entre 1 e 10 anos (80,0%) na ocasião 

da colheita de sangue e apenas 6 pacientes tinham entre 13 e 18 anos (20,0%). 

A tabela 3.1 mostra algumas características da amostra estudada, incluindo: 

origem étnica, período do diagnóstico, consangüinidade, história de outros casos na 

família e local de nascimento dos pacientes. 
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A origem étnica variou bastante entre os pacientes, sendo a denominação 

"brasileiro" o termo mais referido para definir o grupo étnico. Os pacientes caucasóides 

foram predominantes, representando 95,0%, enquanto que os pacientes negróides 

apresentaram uma freqüência de apenas 5,0%. No grupo de pacientes caucasóides, as 

ascendências portuguesa, alemã, italiana, espanhola e polonesa foram as mais 

mencionadas. Quanto ao período de diagnóstico, 12 pacientes foram diagnosticados 

tardiamente e os outros 18 precocemente (até 60 dias de vida). A taxa de casamentos 

consangüíneos neste estudo foi 23,3%. A presença de mais de um indivíduo afetado foi 

observada em 3 famílias diferentes. A maioria dos pacientes são provenientes do Rio 

Grande do Sul (73,3%) e os restantes (26,7%) do estado de Santa Catarina. 

Os dados clínicos (tratamento, avaliação nutricional e evolução clínica) e 

bioquímicas (dosagem de Phe e Tyr e outras análises bioquímicas julgadas necessárias) 

foram obtidos a partir de um levantamento realizado nas fichas dos pacientes com 

deficiência de PAH que foram diagnosticados no SGM/HCPA. 

3.1.2- HETEROZIGOTOS OBRIGATÓRIOS PARA HPA POR DEFICIÊNCIA DE PAH 

Uma sub-amostra constituída de 12 heterozigotos obrigatórios (7 do sexo 

masculino e 5 do sexo feminino), todos pais de pacientes com deficiência de PAH, foi 

analisada quanto aos níveis de Phe e Tyr antes e após uma sobrecarga de aspartame. 

Para a obtenção de valores de referência, uma amostra de 6 indivíduos sadios foi 

similarmente avaliada (controles). Os indivíduos heterozigotos e controles foram 

convidados a participar deste estudo através de contato pessoal, por carta (anexo 4) e/ou 

contato telefônico. Todos foram informados sobre o objetivo do estudo, concordaram em 

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

3.1.3 -ASPECTOS ÉTICOS 

Este estudo procurou levar em consideração os princípios éticos básicos das 

diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos: 

autonomia, beneficência, não maleficência e justiça. Para tanto, a avaliação ética do 

projeto do presente estudo se baseou em quatro pontos fundamentais: na qualificação da 

equipe de pesquisadores e do próprio projeto; na avaliação da relação risco-benefício; no 

consentimento livre e esclarecido e na avaliação prévia por um Comitê de Ética (HCPA). 



Material e Métodos 47 

Tabela 3.1: Características da amostra estudada 

Origem étnica Outros 
Pacientes Avô/avó Diagnóstico Pais casos Nascimento 

Paterna Materna consangüíneos na família 

1 Brasileiro Português Tardio Sim - se 
Brasileiro Português 

2 Português Brasileiro Tardio - - RS 
Brasileiro Brasileiro 

3 Brasileiro Brasileiro Precoce se - -
Brasileiro Brasileiro 

4 Português Português Tardio - - RS 
Português Polonês 

5 Austríaco Português Precoce Sim - se 
Espanhol Italiano 

6 Italiano Alemão Tardio se - -
Italiano Alemão 

7 Português Alemão Precoce Sim se -
Português Alemão 

8 Português Português Tardio - Sim se 
Português Português 

9 Italiano Italiano Precoce RS - -
Italiano Polonês 

10 Português Português Precoce Sim - RS 
Português Espanhol 

11 Português Italiano Precoce - RS -
Alemão Italiano 

12 Alemão Português Precoce - - RS 
Brasileiro Brasileiro 

13 Alemão Alemão Precoce se - -
Alemão Alemão I 

14 Alemão Brasileiro Tardio RS - -
Inglês Brasileiro 

15 Polonês Alemão Precoce Sim RS -
Alemão Alemão 

16 
I 

Espanhol Austríaco Tardio 
I - RS 

Espanhol Italiano 
-

17 Italiano Sírio Precoce RS - -
Italiano Brasileiro 

18 Alemão Brasileiro Tardio RS - -
Alemão Espanhol 

19 Português Português Precoce - se -
Português Português I 

20 Brasileiro Brasileiro Precoce RS - -
Brasileiro Brasileiro 

21 Africano Alemão Precoce Sim RS -
Africano Alemão 

22 Brasileiro Alemão Preéoce RS - -
Alemão Alemão 

23 Polonês Alemão Tardio Sim RS -
Polonês Alemão 

24 Brasileiro Brasileiro Precoce RS - -Brasileiro Brasileiro 
25 Africano Africano Tardio Sim RS -

Africano Africano 
26 Italiano Italiano Precoce Sim RS -

Italiano Italiano 
27 Brasileiro Brasileiro Tardio RS - -

Brasileiro Brasileiro 
28 Português Italiano Precoce RS - -Alemão Italiano 
29 Português Espanhol Tardio RS - -

Português Espanhol 
30 Português Alemão Precoce RS - -

Português Alemão 



Material e Métodos 48 

Considerando o caráter observacional desta pesquisa, os pacientes e 

familiares não foram expostos a nenhum risco maior, sendo o material biológico (sangue 

periférico) obtido por punção venosa, um procedimento pouco invasivo e realizado 

rotineiramente nestes pacientes para a avaliação dos níveis plasmáticos de Phe 

(parâmetro indicativo da eficácia do tratamento). 

Apesar deste estudo não garantir o benefício direto do paciente, não sendo 

considerado prioridade o alcance de uma cura imediata e a mudança de curso da doença, 

alguns benefícios indiretos podem ser citados como: definir o genótipo do paciente 

(visando a fornecer informações à família quanto à possibilidade de prevenção de novos 

casos, através de diagnóstico molecular específico); estabelecer uma relação genótipo

fenótipo para a deficiência de PAH (informando sobre o prognóstico da doença para cada 

paciente); determinação das freqüências das mutações no gene da PAH (possibilitando 

uma melhor compreensão das regiões mais importantes para o funcionamento normal da 

proteína) e caracterização de mutações novas no gene da PAH. 

3.1.4- COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS 

a) Pacientes e heterozigotos obrigatórios para HPA por deficiência de PAH: uma 

amostra de sangue total (5 a 1 Oml) foi obtida por punção venosa e colhida em frascos de 

vidro de 5ml (tipo vacutainer), contendo 54!-ll de EDT A A amostra foi adequadamente 

identificada (nome do paciente e data de colheita) e armazenada a -20°C até o momento 

da extração de DNA, a qual foi realizada até um período máximo de uma semana após a 

colheita. 

b) Heterozigotos obrigatórios para HPA por deficiência de PAH: Os indivíduos 

estavam de jejum de pelo menos 12 horas antes da administração da sobrecarga oral de 

aspartame (1 OOmg/kg de aspartame dissolvido em 300m I de suco de laranja). Amostras 

de 5ml de sangue foram colhidas com heparina antes e 30 minutos após a administração 

de aspartame e devidamente identificadas. O plasma foi separado até duas horas após a 

colheita e congelado a -20°C para posterior quantificação dos níveis plasmáticos de Phe e 

Tyr. 
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3.1.5 - REAGENTES QUÍMICOS 

A tabela 3.2 mostra uma relação de reagentes químicos que foram utilizados 

na preparação de soluções utilizadas neste estudo, bem como a origem dos mesmos. 

Tabela 3.2: Relação de reagentes químicos utilizados neste estudo 

SUBSTANCIAS PROCEDENCIA 
Acetato de sódio Sigma 

Acido bórico Svnth 
Acido acético glacial Sigma I Pharmacia 

Acido clorídrico Merck 
Acido etilenodiaminotetracético (EDT A) Sigma 

Acido nítrico Svnth 
Acido succínico Merck 

Acido tricloroacético Pharmacia 
Agarose Sigma 

Albumina de soro bovino Sigma 
Azul de bromofenol Sigma 
Brometo de etídio Sigma 

Carbonato de sódio anidro Svnth 
Cloreto de potássio Gibco-BRL 

Cloreto de sódio Gibco-BRL 
Dimetil sulfóxido (DMSO) Sioma 

Ditiotreitol (DTT) Siqma 
Dodecilsulfato de sódio (SDS) Gibco-BRL 

Espermidina Sigma 
Etanol absoluto Merck 
L-fenilalanina Merck 

Fico I Sigma 
Formaldeído 37% Merck I Pharmacia 

Formamida Sigma 
Glicerol Sigma I Pharmacia 

Glutaraldeído Pharmacia 
Hidrocloreto de ouanidina Gibco-BRL 

Hidróxido de sódio Pharmacia 
L-leucii-L-alanina Sigma 

MDE 1M Gel Solution FMC Bioproducts 
Ninhidrina Merck 

Nitrato de prata Sigma 
Nitrito de sódio Merck 

a.-nitroso-(3-naftol Sigma 
Persulfato de amônio Merck 

Solução acrilamida:bisacrilamida 29:1 (40%) Sioma 
Sulfato de cobre Vetec 

N'N'N'-tetrametil-etilenodiamina (TEMED) Sigma 
Tartarato de sódio e potásio Reagen 

Tiosulfato de sódio Pharmacia 
Tirosina Merck 

Triton X-1 00 Sigma 
Trizma-base Sigma 
Trizma-HCI Sigma 

Uréia Sigma 
Xileno cianol Sigma 
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3.1.6- NUCLEOTÍDEOS (dNTPs e ddNTPs) 

Os desoxinucleotídeos trifosfato (dNTPs) utilizados para a amplificação dos 

fragmentos da seqüência gênica e para o seqüenciamento (manual e automático) foram 

adquiridos da Gibco-BRL ou Sigma na concentração de 1 OOmM cada. A solução aquosa 

de [a35S]dATP e os ddNTPs utilizados no seqüenciamento manual foram adquiridos da 

Amersham e Pharmacia, respectivamente. 

2'-desoxiadenosina 5'-trifosfato 

2'-desoxicitidina 5'-trifosfato 

2'-desoxiguanosina 5'-trifosfato 

2'-desoxitimidina 5'-trifosfato 

2'-desoxiadenosina 5'-trifosfato marcada 

2' ,3'-didesoxiadenosina 5'-trifosfato 

2', 3'-didesoxicitidina 5'-trifosfato 

2', 3'-didesoxiguanosina 5'-trifosfato 

2' ,3'-didesoxitimidina 5'-trifosfato 

(dATP) 

(dCTP) 

(dGTP) 

(dTTP) 

([a35S]dATP) 

(ddATP) 

(ddCTP) 

(ddGTP) 

(ddTTP) 

Para o seqüenciamento automático os ddNTPs marcados com o composto 

fluoresceína foram adquiridos da Ou Pont!NEN. 

Fluoresceína-12-2' ,3'-didesoxiadenosina 5'-trifosfato (F-ddATP) 

Fluoresceína-12-2' ,3'-didesoxicitidina 5'-trifosfato (F-ddCTP) 

Fluoresce í na-12 -2', 3'-didesoxiguanosina 5'-trifosfato (F -ddGTP) 

Fluoresceína-12-2',3'-didesoxiuracila 5'-trifosfato (F-ddUTP) 

3.1.7- MARCADORES DE PESO MOLECULAR 

Marcador de DNA de 50pb (1 j..tg/j..tl) 

Marcador de DNA de 1 OOpb (1 j..tg/j..tl) 

Marcador de DNA de 123pb (1 j..tg/j..tl) 

Procedência 

Gibco-BRL 

Gibco-BRL 

Gibco-BRL 

O marcador de peso molecular de 50pb apresenta fragmentos na faixa de 50 a 

800pb em múltiplos de 50pb e um fragmento adicional de 3002pb; o marcador de 1 OOpb 

consiste de fragmentos na faixa de 1 00 a 1500pb em múltiplos de 1 OOpb e uma banda 
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adicional de 2072pb e o marcador de 123pb apresenta fragmentos na faixa de 123 a 

4182pb em múltiplos de 123pb. 

3.1.8 - ENZIMAS 

Proteinase K 

Taq DNA polimerase (1 U/!ll ou 5U/!ll) 

SequenaseR versão 2.0 (13U/!ll) 

SequenaseR versão 2.0 (8U/Jll) 

Enzima de restrição Aval 

Enzima de restrição BsaAI 

Enzima de restrição Ddel 

Enzima de restrição Hinfi 

Enzima de restrição Rsal 

Enzima de restrição Styl 

Enzima de restrição Taql 

Enzima de restrição Xmnl 

3.1.9 - OLIGONUCLEOTÍDEOS INICIADORES (PRIMERS) 

Procedência 

Gibco-BRL 

Promega, Cenbiot®, Biotools 

ou Gibco-BRL 

U. S. Biochemical Co. 

Amersham 

New England Bio Labsinc 

New England Bio Labsinc 

Gibco-BRL 

New England Bio Labsinc 

Gibco-BRL 

Gibco-BRL 

Gibco-BRL 

New England Bio Labsinc 

Os primers utilizados neste estudo foram desenhados a partir da seqüência do 

cDNA do gene da PAH (http://WvVvV.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/sequence/; GenBank 

U49897, http://vvww.ncbi.nlm.nih.gov). A tabela 3.3 demonstra a seqüência destes 

oligonucleotídeos iniciadores. 

3.1.10- EQUIPAMENTOS 

A tabela 3.4 apresenta uma relação dos principais equipamentos utilizados no 

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

Exon Nome do primer Seqüência do primer Tamanho do 
(5'~3') fragmento (pb) 

1 PKU1A GTTAAAACCTTCAGCCCCAC 210 
PKU1B GGATCTCTTTCTCTGGAGGC 

2 PKU2A GTCCATGGAGGTTTAACAGG 237 
PKU2B GAACATGGAAGTTTGCTACG 

3 PKU3A TTAGTTCCTGTGACTGTCTC 271 
PKU38 CATGTGAGTTACTTATGTTGC 

3' PKU3A TTAGTTCCTGTGACTGTCTC 92 
PKU 3C* AACGAGAAGGTCTAGATTC~ 

4 PKU4A GTACTCAGGACGTTGCCTTC 145 
PKU48 CTCATCTACGGGCCATGGAC 

5 PKU5A GCACTGTCATGGCTTTAGAG 266 
PKU58 CATGCTGGTATTTTCCATCC 

6 PKU6A CTGCCTTGAGCACCTATTTTG 270 
PKU68 CCAACTTTCTCAGGGCATTG 

7 PKU7A GAGTGGTGATGAGCTTTGAG 274 
PKU7B ACCAGCCAGCAAATGAACC 

8 PKU8A GAGTCTGGCTTGGCTTAAAC 183 
PKU88 GAGAAATTCAGGTCACAGAC 

9 PKU9A GCCAAGTACTAGGTTGGTTC 179 
PKU98 GGCCATAGCCTATAGCACTC 

10 PKU 10A CCATCATAGAGTGTGCTCTC 250 
PKU 108 CAGGTTGCATATCAAAACGG 

11 PKU 11A TGAGAGAAGGGGCACAAATG 324 
PKU 118 GTAGACATTGAGTCCACTCT 

12 PKU 12A CCACTGAGAACTCTCTTAAG 239 
PKU12B CTTCGATTACTGAGAAACCG 

12' PKU 12A CCACTGAGAACTCTCTTAAG 211 
PKU 12C* CGTAAGGTGTAAATTA~TA 

13 PKU 13A GTCTTTCACTAGGACACTTG 170 
PKU 138 GGATCTCCATCAACAGATTC 

* Os primers PKU 3C e PKU 12C apresentam em sua seqüência nucleotídeos que 
representam sítios de pareamento incorreto em relação à seqüência normal do gene 
(nucleotídeo em azul), os quais foram desenhados para a introdução de sítios de 
reconhecimento para as endonucleases usadas na detecção das mutações 165T e 
IVS 12nt1 g>a, respectivamente. 
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Tabela 3.4: Relação dos equipamentos utilizados neste estudo 

Nome Marca Modelo 
Agitador magnético com aquecimento Thermolyne Cimarec 2 

Agitador de tubos Thermolyne Maxi Mixll 
Balança Micronal B600 

Balança analítica Shimadzu AEG-80SM 
Banho-maria com agitação Techne SB-16 

Bloco de aquecimento Thermolyne DB 17615 
Cuba de eletroforese horizontal Life Technologies Horizon 11.14 

(10 x 14cm) 
Cuba de eletroforese vertical Life T echnologies Model SA 32 

(17 x 32cm) 
Cuba de eletroforese vertical Sigma 

_(_10 x sem) 
Espectrofotômetro Perkin Elmer Lambda Bio 

Espectrofluorômetro Hitachi F2000 
Fonte Gibco-BRL 250 e 4001 

Máquina fotográfica Polaroid MP4 
Microcentrífuga Eppendorf 5415C 

Quantificador de DNA/RNA Pharmacia Biotech 80.2103.98 
Secador de gel a vácuo Bio RAD 583 

Seqüenciador automático Shimadzu DSQ-2000L 
Seqüenciador automático PE Applied Biosystems ABI Prism™ 377-XL 

Sistema de vídeodocumentação e Econoimage Light Alpha lmager 2000 
análise de géis Cabinet 
Termociclador MJ Reseach PTC-1 00 e PTC-150 

Transiluminador Fotodyne 

3.1.11 - SOLUÇÕES 

As seguintes soluções foram preparadas no laboratório usando água 

deionizada e destilada estéril (Mili-0): 

Gel de agarose a 0,8% (p/v); 1,5% (p/v), 2,0% (p/v), 2,5% (p/v); e 3,0% (p/v): 
dissolver 0,8g, 1,5g, 2,0g, 2,5g e 3,0g de agarose em 100ml de TBE 1X, 
respectivamente; 
adicionar 3,0!ll de solução brometo de etídio (1 Omg/ml) 

Gel de MDE a 6% (p/v): 
17,5 ml de MDE 
14ml de TBE SX 
38,5ml de água 
40!-!L de TEMED 
350!ll de APS 1 0% (p/v) 



Gel de poliacrilamida a 6% (p/v): 
18m L de solução de acrilamida: bisacrilamida 29:1 ( 40%) 
24ml de T8E 5X 
78ml de água 
300!-LL de TEMED 
900!-LL de APS 10% (p/v) 

Gel de poliacrilamida a 8% (p/v): 
28ml de solução de acrilamida: bisacrilamida 29:1 (40%) 
105ml de T8E 1X 
200!-LL de TEMED 
1400!-LL de APS 10% (p/v) 

Gel de poliacrilamida a 5%, Glicerol 5% (p/v): 
15m L de solução de acrilamida: bisacrilamida 29:1 ( 40%) 
24ml de T8E 5X 
6ml de glicerol 
75ml de água 
300!-LL de TEMED 
750!-LL de APS 15% (p/v) 

SDS a 10% (p/v): 
dissolver 1 Og de SDS em 1 OOmL de água; 
conservar em temperatura ambiente 

Solução cúprica: 
dissolver O, 8g de carbonato de sódio anidro (A) em 150m L de água; 
dissolver 0,05g de tartarato de sódio e potássio (8) em 150ml de água; 
dissolver 0,03g de sulfato de cobre (C) em 150ml de água; 
misturar os reagentes na ordem 8 +A+ C; 
completar o volume até 500ml com água; 
estável em temperatura ambiente em frasco escuro 

Solução de acetato de amônio 9,6M: 
dissolver 739,2g de acetato de amônio em 1 L de água; 
conservar em temperatura ambiente 

Solução de acetato de sódio 3M pH 7,0: 
dissolver 408,1 g de acetato de sódio em 800ml de água; 
ajustar o pH para 7,0 com NaOH 10N 
conservar em temperatura ambiente 

Solução de ácido acético a 10% (v/v) 
diluir 50ml de ácido acético glacial em 450ml de água; 
conservar em temperatura ambiente 

Solução de ácido etilenodiaminotetracético EDTA 0,5M pH 8,0: 
dissolver 186, 1 g de EDTA em 800ml de água; 
ajustar o pH para 8,0 com NaOH; 
conservar em temperatura ambiente 
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Solução de ácido nítrico a 1% (v/v): 
diluir 5ml de ácido nítrico em 495ml de água; 
conservar em temperatura ambiente 

Solução de ácido nítrico 0,3N: 
diluir 1 ml de ácido nítrico em 1 Oml de água; 
completar o volume até 50ml com água e armazenar a 4°C. 

Solução de albumina de soro bovino (BSA) 1 Omg/ml: 
dissolver 1 Omg de BSA em 1 ml de água; 
armazenar a -20°C. 

Solução de brometo de etídio 10mg/ml: 
dissolver 1 Omg de brometo de etídio em 1 ml de água; 
conservar em temperatura ambiente em frasco escuro 
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Solução de carbonato de sódio anidro 0,28M e formaldeído 0,019% (v/v): 
dissolver 15g de carbonato de sódio anidro em 500ml de água; 
adicionar 250JJ.L de formaldeído 37%; 
preparar esta solução na hora do uso. 

Solução de dNTPs 2,0mM: 
diluir 1 O!J.L de cada dNTP 1 OOmM ( dATP, dCTP, dGTP e dTTP) em 460JJ.L de água; 
armazenar em alíquotas de 1 OOJJ.L a -20°C. 

Solução de etanol a 10% (v/v): 
diluir 50ml de etanol absoluto em 450ml de água; 
conservar em temperatura ambiente 

Solução de etanol a 50% (v/v): 
diluir 250ml de etano! absoluto em 250m L de água; 
conservar em temperatura ambiente. 

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

Solução de L-leucii-L-alanina SmM: 
dissolver 50,5mg de L-leucii-L-alanina em 50ml de água; 
armazenar a -20°C em alíquotas de 2ml 

Solução de marcador de peso molecular de 50pb ou 100pb (200mg/JJ.L): 
25!J.L de marcador (1 !J.gi!J.L) 
25JJ.L de corante (loading buffer) 
75JJ.L de água 

Solução de marcador de peso molecular de 123pb (500mg/JJ.L): 
20JJ.L de marcador (1 !J.gi!J.L) 
8!J.L de corante (loading buffer) 
12!-!L de água 



Solução de Ninhidrina 30mM: 
dissolver 534mg de ninhidrina em 1 OOml de água; 
armazenar a -20°C em alíquotas de 5ml 

Solução de nitrato de prata 0,012M: 
dissolver 1,015g de nitrato de prata em 500ml de água; 
conservar em temperatura ambiente 

Solução de nitrito de sódio a 1% (p/v): 
dissolver 1 OOmg de nitrito de sódio em 1 Oml de água; 
armazenar a 4°C (estável por um mês). 

Solução de a-nitroso-J)-naftol alcoólico a O, 1% (p/v): 
dissolver 50mg de a-nitroso-~-naftol em 50ml de etano! 95%; 
armazenar a 4°C. 

Solução de proteinase K 1 Omg/mL: 
dissolver 200mg de proteinase K em 1 Oml de água; 
armazenar a -20°C. 

Solução de TCA 0,6N: 
dissolver 24,5g de TCA em 250m L de água; 
estável em temperatura ambiente em frasco escuro 

Solução de TCA 0,3N: 
diluir 1 OOml de TCA 0,6 N em igual volume de água; 
estável em temperatura ambiente em frasco escuro 

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

Tampão de corrida com formamida: SSCP 
Formamida a 95% 
EDTA20mM 
azul de bromofenol a 0,05% 
xileno cianol a 0,05% 

Tampão de corrida I (6X): 
azul de bromofenol a 0,25% (p/v) 
ficol a 15% (p/v) 
dissolver em 5ml de água 

Tampão de corrida 11 (GX): 
30mg de xileno cianol a 0,25% (p/v) 
750mg de ficol 400 a 15% (p/v) 
dissolver em 3,75ml de água 

Tampão de corrida 111 (GX): SSCP 
azul de bromofenol a 0,25% (p/v) 
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xileno cianol a 0,25% (p/v) 
ficol a 15% (p/v) 
dissolver em 5ml de água 

Tampão de lise nuclear 1X (Nucleolysis 1X): 
1 OOmM Tris-HCI (pH 8,3) 
4MKCI 
20mM EDT A (pH 8,2) 

Tampão de PCR 10X (C): Biotools 
75mM Tris-HCI (pH 9,0) 
2mM MgCI2 
50mM KCI 
20mM (NH4) 2S04 

Tampão de PCR 1 OX (A): Cenbiot 
1 OOmM Tris-HCI (pH 8,0) 
1,5mM MgCI2 
50mM KCI 

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

Tampão de PCR 10X (B): Promega 
1 OmM Tris-HCI (pH 9,0) 
1,5mM MgCI2 
50mM KCI 

Tampão succinato 0,3M pH 5,8: 
dissolver 3,54g de ácido succínico em 90ml de água; 
ajustar o pH para 5,8 com NaOH 18N; 
completar o volume até 1 OOml com água e armazenar a 4°C. 

TBE 1X: 
100mM trizma base 
90mM ácido bórico 
1mM EDTA 

TBE 5X: 
54g de trizma base 
27,5g de ácido bórico 
20ml de EDTA 0,5M (pH 8,0) 
completar o volume até 1 L com água 

TE 1X: 
10mM Tris-HCI (pH 8,0) 
1 mM EDTA (pH 8,0) 
ajustar o pH com NaOH 
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3.2 - MÉTODOS 

3.2.1 - PROTOCOLO LABORATORIAL 

a) Pacientes com HPA por deficiência de PAH: 

As amostras de sangue de cada indivíduo afetado e de seus pa1s foram 

colhidas para a extração de DNA O DNA extraído foi utilizado para a amplificação de 

fragmentos específicos do gene da PAH, os quais foram utilizados na análise molecular. 

A detecção da mutação V388M foi realizada inicialmente. Esta mutação foi 

descrita em um paciente de origem japonesa (Takahashi et ai., 1992) e apresenta uma 

freqüência elevada na população portuguesa (Leandro et ai., 1993; Rivera et ai., 1998). 

Levando em consideração este aspecto, a investigação da mutação V388M foi a meta 

prioritária na análise molecular de pacientes com deficiência de PAH de nossa amostra. O 

exon 7 e regiões adjacentes foram amplificados com oligonucleotídeos iniciadores 

específicos. Os produtos de PCR foram submetidos à análise por digestão com a 

endonuclease de restrição BsaA 1 . 

Após a detecção da mutação V388M, toda a região codificante do gene da 

PAH foi amplificada por PCR e submetidos à análise de SSCP. Os pacientes que 

apresentaram fragmentos com padrões de migração normais foram analisados somente 

por digestão com endonucleases de restrição. Enquanto que os pacientes que 

apresentaram fragmentos com padrões de migração alterados foram analisados por 

digestão com endonucleases de restrição e/ou seqüenciamento direto. 

A análise por digestão com enzimas de restrição permitiu a detecção de 

mutações específicas, as quais apresentaram freqüências consideráveis em populações 

estudadas previamente. O seqüenciamento direto proporcionou a identificação de 

mutações raras ou novas e/ou polimorfismos. 

O protocolo utilizado nesta parte do estudo está representado 

esquematicamente na figura 3. 1. 
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Sangue venoso em EDT A 

~ 
I Extração de DNA I 

~ .. 
I Amplificação de um fragmento de DNA para a detecção da mutação V388M I 

~ 
I Análise com a endonuclease de restrição (BsaA 1) l 

~ ~ ~. 
Pacientes não portadores Pacientes heterozigotos Pacientes homozigotos 

da mutação V388M para a mutação V388M para a mutação V388M 

~ ~ 
I Amplificação de fragmentos de DNA (toda a região codificante) I 

~ 
l Análise por SSCP 

I 

~ ~ 
Fragmentos com padrão Fragmentos com padrão 

de migração normal de migração alterado 

Detecção de mutações freqüentes específicas 
(análise com enzimas de restrição)* 

~ '~ ~ 
Pacientes não Pacientes heterozigotos Pacientes homozigotos 
portadores das para pelo menos uma das para as mutações 

mutações pesquisadas mutações pesquisadas pesquisadas 

i i 
I Seqüenciamento direto I 

~ 
.,, 

Definição do genótipo 
I Identificação de mutações e/ou polimorfismos I .. *-... do paciente 

Figura 3.1: Protocolo laboratorial inicial empregado no estudo dos pacientes com deficiência de 
PAH. *:Mutações: 165T, R252W, R261Q, R261X, IVS10nt-11g>a, V388M, R408We IVS12nt1g>a. 

I 
I 

I 

I 

I 
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b) Heterozigotos obrigatórios para HPA por deficiência de PAH: 

Esta parte do estudo abrangeu análises bioquímicas e moleculares dos 

indivíduos estudados. Para as análises bioquímicas, duas amostras de sangue dos 

heterozigotos foram colhidas, conforme descrito no item 3.1.4: uma em jejum e outra 30 

minutos após a sobrecarga de aspartame. As dosagens plasmáticas de Phe e Tyr foram 

determinadas para se verificar o efeito da sobrecarga. 

Para as análises moleculares, as amostras de sangue de heterozigotos foram 

colhidas com EDTA para posterior extração de DNA. A partir daí, o protocolo seguido é 

semelhante ao descrito no item "a". O protocolo utilizado nesta parte do estudo está 

representado esquematicamente na figura 3.2. 

Sangue venoso 

Colhido com Colhido com 
heparina EDTA 

,,. , , Extração de 
Amostra colhida 

Amostra colhida após 
DNA 

30 minutos de ingestão 
em jejum de aspartame 

, 
Amplificação de fragmentos 
de DNA específicos para a 
identificação de mutações 

Quantificação de ' 
Phe e Tyr Detecção de mutações com 

endonucleases de restrição 

.... 
Análise estatística para 
avaliação do efeito da 1--

sobrecarga de aspartame 

, , 
Correlação dos dados 

bioquímicas e moleculares 

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

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

1. Adicionar uma alíquota de 200J.!L de plasma a um volume igual de TCA 0,6N e 

centrifugar por 1 O minutos a 2500 rpm para completa desproteinização da amostra; 

2. Retirar uma alíquota de 25J.!L de plasma desproteinizado e adicionar a 400J.!L de uma 

mistura reagente contendo tampão succinato 0,3M pH 5,8; ninhidrina 30mM e L-leucii

L-alanina 5mM; 

3. Incubar os tubos, contendo a amostra e a mistura acima, em banho-maria a 60oC por 2 

horas; 

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

5. Adicionar 2,5ml de reagente cúprico e manter os tubos por 1 O minutos em 

temperatura ambiente; 

6. Fazer a leitura da fluorescência das amostras em espectrofluorômetro Hitachi (modelo 

F2000), usando os comprimentos de onda de 365nm (excitação) e 455nm (emissão); 

7. Calcular as concentrações plasmáticas a partir de uma curva padrão com 

concentrações conhecidas de Phe. 

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

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

1. Adicionar uma alíquota de 200!-lL de plasma a um volume igual de TCA 0,6N e 

centrifugar por 1 O minutos a 2500 rpm para completa desproteinização da amostra 

2. Retirar uma alíquota de 20J..ll de plasma desproteinizado e adicionar a 500!J.L de uma 

mistura reagente composta de ácido nítrico 0,3N; nitrito de sódio 1% e a-nitroso-~

naftol em etano I O, 1 %; 

3. Incubar os tubos, contendo a amostra e a mistura acima, em banho de água fervente 

por 1 O minutos. 

4. Adicionar 3ml de água destilada em cada tubo; 

5. Fazer a leitura da fluorescência das amostras em espectrofluorômetro Hitachi (modelo 

F2000), usando os comprimentos de onda de 436nm (excitação) e 535nm (emissão); 

6. Calcular as concentrações plasmáticas a partir de uma curva padrão com 

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

A extração de DNA genômico foi realizada a partir de uma amostra de sangue 

(5 ou 10ml) colhida em EDTA. Foi utilizado o método de precipitação com sais (salting

out), descrito a seguir. 

1. Transferir o sangue para um tubo plástico cônico estéril de 50ml (tipo Falcon) logo 

após seu descongelamento; 

2. Adicionar água destilada esterilizada gelada até completar 50ml; 

3. Agitar as amostras em agitador de tubos; 

4. Centrifugar a amostra por 20 minutos a 3000 rpm em TA; 

5. Desprezar o sobrenadante; 

6. Adicionar 25m L de triton X-1 00 O, 1% (v/v) ao precipitado; 

7. Homogeneizar o precipitado por alguns segundos até que o mesmo fique 

completamente ressuspenso; 

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

9. Desprezar o sobrenadante; 

1 O. Adicionar, ao precipitado, 3m L de tampão de lise nuclear (Nucleolysis 1 X); 

11. Homogeneizar a solução no agitador de tubos durante aproximadamente 20 

segundos; 

12. Adicionar 120~L da solução de proteinase K 1 Omg/ml e 200~L de solução de SDS 

10% (p/v); 

13. Homogeneizar rapidamente a solução no agitador de tubos; 

14.1ncubar a amostra a 37"C durante um período de 12 a 16 horas; 

15. Adicionar 1 ml de solução de acetato de amônia 9,6M; 

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

17. Deixar a amostra em TA por 1 O a 15 minutos; 

18. Centrifugar a solução durante 20 minutos a 3000 rpm em TA; 

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

20. Adicionar ao sobrenadante 1 Oml de etano I absoluto gelado; 

21. Misturar levemente por inversão para a precipitação do DNA; 

22. Transferir o DNA para um tubo plástico cônico de 1 ,5ml (tipo Eppendorf); 

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

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

-2o·c até o momento de uso. 

3.2.5 - QUANTIFICAÇÃO DE DNA 

1. Diluir 1 ÜJ.ll da solução de DNA em 490J.1I de água Mil i-O (diluição 1 :50) em um tubo 

plástico cônico de 1 ,5ml (tipo Eppendorf); 

2. Fazer a leitura da absorbância (,~)das amostras a 260nm em um quantificador de DNA 

(Pharmacia Biotech); 

3. Calcular a concentração de DNA considerando que uma unidade de absorbância 

eqüivale a 50ng/J.ll de DNA; 

4. Diluir as amostras de DNA para uma concentração final de aproximadamente 

1 OOng/J.ll. 

3.2.6 -PURIFICAÇÃO DO DNA EXTRAÍDO (Ausubel et a!., 1997). 

Algumas amostras de DNA apresentaram dificuldades no processo de 

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

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

1. Adicionar, à solução de DNA, 1/10 do volume inicial de acetato de sódio 3M (pH 7,0); 

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

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

horas; 

4. Centrifugar os tubos por 1 O minutos a 14000 rpm em TA; 

5. Descartar o sobrenadante e lavar o precipitado com 200 11L de solução de etano! 70% 

(v/v); 

6. Centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm em TA; 

7. Descartar o sobrenadante; 

8. Deixar o precipitado secando em TA por aproximadamente 20 minutos; 

9. Diluir o precipitado em um volume de solução de TE igual ao volume inical. 
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3.2.7- AMPLIFICAÇÃO DE FRAGMENTOS DO GENE DA PAH PELA REAÇÃO EM 

CADEIA DA POLIMERASE (PCR) (Newton e Graham, 1994) 

Para a identificação e a caracterização molecular das mutações, regiões do 

gene da PAH que englobam os exons e suas regiões adjacentes foram amplificadas 

através da técnica de PCR A seqüência dos oligonucleotídeos iniciadores e sua 

localização encontram-se representadas na figura 3.3. Os primers foram diluídos com 

água Mili-Q até uma concentração de 1 000 pmoles/11L (solução estoque). A solução de 

uso foi preparada para uma concentração de 1 O pmoles/!lL 

O protocolo de preparo das reações de amplificação por PCR se encontra 

resumido na tabela 3.5. Um tubo branco, com volume de água Mili-Q igual à quantidade 

de DNA encontrada nos tubos testes, foi preparado para cada reação de PCR. As 

condições de amplificação estão na tabela 3.6. 

Tabela 3.5: Protocolo básico para as reações de amplificação por PCR. 

Soluções 1X 
DNTPs 2mM 2,5f.l.L 
Tampão de PCR 10X (com ou sem MgCI2) 2,5f.l.L 
Primer PKU A (10pmol/f.l.L) 1,5 ou 2,0f.LL 
Primer PKU B (10pmol/f.LL) 1,5 ou 2,0f.LL 
25 ou 50mM MgCb (se não estiver incluído no tampão) 2,0 ou 1 ,5f.LL 
Taq polimerase (1 ou 5Uif.LL) 1 ,O ou 0,5; 0,25f.LL 
DNA (100ng/f.l.L) 1 ,O ou 2,0f.LL 
Água Mili-Q estéril q.s.p. 25,0f.LL 

Tabela 3.6: Condições usadas nas reações de amplificação. 

Estágios Número de ciclos Temperatura Tempo (minuto ) 
1° Passo: Desnaturação inicial 1 94°C 5 

Desnaturação 94°C 1 
2° Passo: Anelamento 30 55°C a 66°C 1 

Extensão 72°C 1# 

3° Passo: Extensão final 1 72° c 5 
# O tempo de extensão usado para a amplificação do exon 7 foi de 30 segundos. 
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Fragmento 1 (exon 1 e regiões adjacentes) 

cga 
AAC 
CCT 
CTG 
TTT 
gtt 
aag 

ggt 
CTG 
CAC 
GAA 
GGA 
agg 
act 

ta a 
CCT 
TCC 
AP. C 

CAG 
gga 
gct 

aac 
GTA 
CGG 
CCA 
gtg 
att 
ggt 

ctt 
CCT 
GGA 
GGC 
age 
tgg 
gct 

cag 
GAG 
GCC 
TTG 
cac 
gcc 
te c 

ccc 
GCC 
AGC 
GGC 
ggc 
te c 
tgg 

cac 
CTA 
ATG 
AGG 
age 
aga 
ttt 

gtg 
AAA 
TCC 
AAA 

ctg 
gaa 
cat 

Fragmento 2 (exon 2 e regiões adjacentes) 

atg 
ctt 
aac 
ctg 

GAP. 

TTT 
aat 
gat 

caa 
tgt 
tgt 
tag 

gat 
cca 
gga 
GAA 
GGT 

tta 
tgg 
aaa 
ACA 
GC:c 

act aga aga 
agg ttt aac 
tgt ttt aaa 
AGC TAT ATT 
l\TA TCA CTG 

aag 
agg 
caa 
GA.T\ 

agt 
aat 
atg 
GAC 
TTC 

GAF. GTT GGT GCA TTG GCC A.~T\ GTA 
GAG gtc agt gct aca ate atg ttt 
gt_c ___ g4_t_a ___ gL_c_a ____ a_a_c ____ t_t_c ____ c_a_t __ ~g~t_t _____ ctt 
gca atg aaa aga aca cag gat ctg 

Fragmento 3 (exon 3 e regiões adjacentes) 

ctg 
AGC 
ACT 
CTC 
age 
aga 
aag 

te a 
gaa 
cat 
AP. C 

Te;:;. 
TTG 
gtc 
ttc 
gaa 

ttt 
CAG 
GCG 
TCT 
tgc 
gat 
etc 

tgc 
ttg 
ctt 
TGC 

ttg 
tag 
cag 

gcA 
AGA 
GTC 
GAC 
te a 
ccg 
agt 

ttg 
c ta 
ate 

gat 
tta 
g 

tgg ttc tgc ate 
cac 

ttt 
cct 

ggc 
ccc 
ACC 
GAT 
AGC 

ctg 
cat 
CAC 

cg_t ___ t--'-a~g ___ t--'-t_c ___ c~t2g ___ -c_·2g~a 
~c~t2g~--~t~c_t ____ cct 
AAT 

tct etc gtc tag 
"T\f"T"l~ 
r-" ... ..L - TCT l'.G:; ---------------------

TCT CGT TTA A.T\G ----------
CAT -=-TG 
ATC ATC 
GTC CT~ 

Gg-c aag aat tag 
cac atg tct tat 
---'-----'----"'-

CGT 
TTG 

agg 
a 

AGG 
CG}\ 

aat 

GAG 

GAT 
ttt 

Fragmento 4 (exon 4 e regiões adjacentes) 

TA7 

GAC 
AP.G 
gca aca ta a gta 

tgt 
tgt 
GAG 
GGA 

tct gcc 
te a 
GJ".C 

aat 
gTG 
P..GA 

ct~g ____ t_a_c ____ t_c_a __ ~g~g~a ____ c_g~t--~t~g~c--'-~c~t~t--'-~c-cc 
gtt CCC TGG TTC CCA AGA ACC 

GCC A.T\T CP..G x-:-=-
::::cs SAA CTG GCT GAC CAC cc-=- gtg agt CC2 

tgg ccc gta gat gag att 
~~-----------L-----L----~~ 

ttt tga ca 

Figura 3.3: Seqüências do gene da PAH humana. Os íntrons estão representados em preto e 
em letras minúsculas e os exons estão representados em vermelho e em letras maiúsculas. As 
seqüências correspondentes aos oligonucleotídeos iniciadores encontram-se sublinhadas. 



Fragmento 5 (exon 5 e regiões adjacentes) 

aga 
ata 
tag 
acc 
ctt 
GCA 
TAC 
gag 
ccc 
aga 

gct 
ccc 
age 
tct 
ttc 
AGA 
CGC 
aga 
te a 
gta 

aag 
aag 
ccc 
te c 
te c 
CGG 
CAg 
aaa 
te c 
ate 

ttt 
gga 
cat 
tat 
tag 
AAG 
ta a 
aca 
agt 
ttg 

aac 
agg 
te a 
gaa 
GGT 
CAG 
gtc 
cac 
tga 
cac 

ccg 
aga 
aag 
gcc 
TTT 
TTT 
tgc 
ccc 
gga 
gcc 

aga 
gat 
cat 
ttg 
AAA 
GCT 
ctt 
tag 
tgg 
etc 

ctt 
gca 
te a 
aaa 
GAT 
GAC 
gct 
cct 
aaa 
gct 

tag 
ctg 
ta a 
aat 
CCT 
ATT 
tgt 
gct 
ata 
caa 

ttt 
te a 
agg 
cag 
GTG 
GCC 
tga 
tct 
cca 
gcc 

Fragmento 6 (exon 6 e regiões adjacentes) 

etc 
cct 
tct 
GAG 
ACT 
GAG 
TGT 
GAC 
ggg 

cct 
gcc 
agT 
GAl\ 
CTG 
TAC 
GGC 
GT·T 

te a 

ctg 
ctg 
GGG 
GAA 
AAG 
AAT 
TTC 
TCT 
atg 

c ta 
cct 
CAG 
AAG 
TCC 
CAC 
CAT 
CAI\ 

ccc 

acc 
tga 
ccc 
AAA 
TTG 
ATT 
GP._"A_ 

tga 

ta a 
gca 
ATC 
ACA 
TAT 
TTT 
GAT 
CTG 
gaa 

cct 
cct 
CCT 
TGG 
AAF.. 
CCA 
I\AC 
CA·S 

agt 

gca 
att 

GGC 
ACC 
CTT 
ATT 
.::l,.gt 
tgg 

ttc 
tta 

-' 

ACA 
CP..T 
C'T''"" 
ccc 
aag 
ggg 

tgc 
tgc 
--.::;._-':.....,:_ 

GTG 

te c 
agg 

gca gag gag agg gaa 

Fragmento 7 (exon 7 e regiões adjacentes) 

tat 
etc 
ctt 

TTG 
CAG 
ccc 
cca 
aat 
gct 

gtg 
tga 
ctt 
CC~ 

?AC 
GAA 
ggc 
gag 
agt 

act act cca cta cca aag gtc tcc 
ct~g ___ a_Lg_t ___ g~g_t __ ~g_a_t __ ~g~a~g~ __ c_t_t ____ t_g~a----Lgtt 
ttc ate cca gC".:' ~GC 

GTG 
GGC 
ATC 
CCg 
aca 
gtt 
tgt 

GCT 
CTG 
AGP._ 

GGC 
GCC -=-.. ~c 

GGA 
.::;c; c 
.;;__n,.s ccc 

tga gta ctg tcc tcc age 

, ___ -_ .. _ 

ta c 
atg age gcc ate ttt tcc tgc 
tg~g--~g_t_t ____ c_a~g~ __ t_t~gL_ __ c_t_g~~gLc_-_L ___ gLgL-t 
gta gac tgt ttg etc gta gta 
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tag 
tgg 
ta c 
gtg 
TAC 
TAC 
ggg 
ccc 
gca 
ttc 

tgt 
ctg 

TTC 

aca 
att 

tag 
ttc 

cag 
tgc 
cca 
c ta 

ggt 
ctt 
cag 
tct 

AAC 
gaa 
ttg 
tga 
gtc 

gcc 
tat 

AAG 

te a 
gag 

tgc 
ttt 

ttg 
aag 
cag 
aga 

Figura 3.3 (continuação): Seqüências do gene da PAH humana. Os íntrons estão 
representados em preto e em letras minúsculas e os exons estão representados em vermelho e 
em letras maiúsculas. As seqüências correspondentes aos oligonucleotídeos iniciadores 
encontram-se sublinhadas. 
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Fragmento 8 (exon 8 e regiões adjacentes) 

c att ctt tct gcc cat 
te c te a tgt aga aag act gag tct ggc ttg gct ta a 
acc te c te c cct ccg age tct ctg tgc ttt ctg tct 
ttc agT GAC JI.TC TGC CAT GAG CTG TTG GGA C A 'I' GTG 
ccc TTG TTT TCA GAT CGC AGC TTT G0r '-''-' CAG TTT TCC 
CAG gta agg aat gga ttt ttt age ctt c ta gtt ata 
ggt ctg tga cct gaa ttt etc aaa tga gtt gag ccc 
agg gag ggg te c tca tgc cct ctg caa gag cgg aaa 

Fragmento 9 (exon 9 e regiões adjacentes) 

ata aca cac te a ggg tct atg tgg gct gtt ctg aag 
gca tct ggc cac cca te a cct ttt tat ggc caa gta 
c ta ggt tgg ttc tgt ggt te c aat ta c agg aac aga 
aca ggt tct att ttc ccc caa tta cag c; "A_:-._ ~--~~ IJ:,__-:":~-

CTT GCC TCT CTG GGT GCA CCT r7' rr. ,.........,..,..,.,, TF_:= .. ;TT r-<7'- "'\ 
\..Jrl...:.. \..:)'--~'" ~...::::--.....:-_ 

AAG CTC GCC p,cA gta agt ccc ttc tct ccc tgg gtg 
gat ggt gga gtg c ta tag gct atg gcc etc agg tct 
ttg aaa etc tct act cct gga gca ggt ate tgg gaa 

Fragmento 10 (exon 10 e regiões adjacentes) 

ate cca gtc aag gtg aca cat aaa att aac cat cat 
aga g:tg tg:c tct cag att gac ttt cca ttc cag A~~ 

TAC TGG TTT ACT GTG GF'"G T?T GGG r'--.,--·-
... -'-..:->:~ --- ,_,:-_-_ 

GGA GF.C TCC F. TA AAG GCA TAT GGT GCl GGG r--r:-',.--. 
V .i'-....- c~·c; 

TCJI_ TCC ~TT' SGT Gl\l\ ~TF .. CPJ.G g-ca -cga cct. tr~ ~c cag 
gaa cca agg ata gat tta aaa gtg gtg gg-:: aca gaa 
aac cat tat tgt gct ttc aat att g-:--:-- ~ gaa acc c ta 
ttt gta te c gtt ttg ata tgc aac c-cq qga ar~ 

~L 
,.~~ ........ c ..__ 

tct cca qtq aat t 

Figura 3.3 (continuação): Seqüências do gene da PAH humana. Os íntrons estão 
representados em preto e em letras minúsculas e os exons estão representados em vermelho e 
em letras maiúsculas. As seqüências correspondentes aos oligonucleotídeos iniciadores 
encontram-se sublinhadas. 
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Fragmento 11 (exon 11 e regiões adjacentes) 

gga ctg tgg tgt aga agg aat cgg gtt gag atg aga 
gaa ggg gca caa atg gcc tat ggg atg cag cag gga 
ata ctg ate ctg att ta a cag tga ta a ta a ctt ttc 

act tgg ggc c ta cag TAC TGC TTA TCA GAG AAr •'-" CCA 

AAG CTT CTC ccc CTG GAG CTG GAG AAG ACA GCC ATC 
CAA A.l!-,.T TAC ACT GTC ACG GAG TTC CAG ccc CTG TAT 
TAC GTG GCA GAG AGT TTT AAT GAT GCC AAG GAG "P~"'-..J!.,. 

GTA AGg tga ggt ggt gac aaa ggt gag cca c ta gct 
ctg ggg gcc te c tga ctg gtg cca etc ate tgt ggg 
tgg ttc cag gag agt gga etc caa tgt c ta cag tat 
ttg ta c ata gac agt ttc tct cca tgt tct cac etc 

Fragmento 12 ( exon 12 e regiões adjacentes) 

te c ta a aaa aga agt aaa atg cca ctg aga act etc 
tta aga c ta cct ttc te c aaa tgg tgc ccc ttc act 
caa gcc tgt ggt ttt ggt ctt agG _l!-,.AC r-~ r;-.~ GCT ,-.,_...r 

lei._.. v 

ACA ATA r r r:-· CSG ccc TTC TCA GTT CGC T_".C: G .. :J..C t-....f""TI 
vvl v v r. 

TAC J!.r'.~ - _....._..........., C"AJ::._ AGG ATT GAG GTC TTG GAC ;;...;~_ ~ _:: .. c c C~::.J.G 

CAG C!T "" 7\ (' TTG GCT G.P' .. T TCC 3-~~ 
7'"'\_-.., 

-=-~q-c aag .-....... '""'"l'..: --- - :-.._-_,_ 

ta a ttt aca eet ta e gag gee aet egg ttt etc agt 
aat cga aga etg tet ttc cct ace ate gee ata gg 

Fragmento 13 ( exon 13 e regiões adjacentes) 

gea eee age tca te c aag aag gce eac tta te e eet 
agt ett te a e ta gga cae ttg aag agt t'-t- tgc tta 
tta ta e aag tgg ece att ttg atg gtg tt"C ttc t+-+-'-'-

gta g:::" GGA ~n..TC CT'::-· T::::;c AGT ~-r-

~- C.'J...:'""'_ - ... _- ._--;,__.'._ '-"- "- ....___ .-:.-__-; 

~..F-
;'~i'· - - ~ AGC CAT GGA CAG FiA.T ,.-..r-;-; r: GTC TGT r .... .L:. v ..... c 

CAG CTG TGA .sTC TGT TGA TGG AGA TCC AAC TAT TTC 
TTT CliT C!\G _l!.J!.~J!.,. AAG TCC GAA A.J!.,.G CAF_ ACC TTA P..TT· 

T AA: Códon de parada 

Figura 3.3 (continuação): Seqüências do gene da PAH humana. Os íntrons estão 
representados em preto e em letras minúsculas e os exons estão representados em vermelho e 
em letras maiúsculas. As seqüências correspondentes aos oligonucleotídeos iniciadores 
encontram-se sublinhadas. 
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3.2.8 - ANÁLISE DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS EM GEL DE AGAROSE (Ausubel 

et ai. 1997) 

1. Submeter os produtos de PCR à análise por eletroforese em gel de agarose a 1,5% ou 

2,0% ou 2,5% (p/v), de acordo com o tamanho do fragmento analisado; 

2. Adicionar uma alíquota de 5,01J.L do produto amplificado a 1 ,OIJ.L de tampão de corrida 

(I ou 11) e homogeneizar; 

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

4. Submeter à eletroforese horizontal em tampão TBE 1 X a 1 OOV durante 30, 40 ou 45 

minutos, conforme o tamanho do fragmento a ser visualizado; 

5. Transferir o gel de agarose para um transiluminador com luz ultravioleta e visualizar os 

fragmentos de DNA (isto ocorre devido ao brometo de etídio, presente no gel de 

agarose, intercalar-se na molécula de DNA e emitir fluorescência quando exposto à luz 

ultravioleta); 

6. Comparar o tamanho do fragmento amplificado ao marcador de peso molecular (1 00 

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

3.2.9 -ANÁLISE DE POLIMORFISMOS CONFORMACIONAIS DE CADEIA SIMPLES 

(SSCP) (Orita etal., 1989; Labrune etal., 1991) 

Todos os fragmentos do gene da PAH foram amplificados separadamente 

conforme o ítem 3.2.7. As amostras de DNA dos pacientes e de indivíduos controles foram 

então submetidas à análise por SSCP, a fim de identificar regiões do gene com alterações 

na seqüência gênica. 

a) Fundamentação: O método baseia-se no fato que o DNA sofre desnaturação em alta 

temperatura (acima de 90°C), formando 2 fitas simples. Os produtos de desnaturação, 

quando submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida não desnaturante, assumem 

uma conformação secundária dependente de sua seqüência primária de nucleotídeos. A 

presença de uma alteração na seqüência normal ocasiona um padrão de migração 

alterado e distinto, o qual pode ser visualizado ao final da análise. 

O protocolo realizado está descrito abaixo: 

1. Adicionar uma alíquota de 811L do produto de DNA amplificado a 5!-iL de tampão de 

corrida 111; 
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2. Desnaturar as amostras em termociclador a 99°C por 1 O minutos; 

3. Transferir as amostras, após a desnaturação, imediatamente para um banho de gelo e 

mantê-las durante 5 minutos; 

4. Aplicar uma alíquota de 611L dos produtos desnaturados em um gel de MDE a 6% 

(p/v). 

A tabela 3.7 mostra as condições da análise de SSCP utilizadas neste estudo. 

Tabela 3.7: Fragmentos do gene da PAH submetidos à análise por SSCP. 

Fragmento Tamanho Potência Tempo de eletroforese Temperatura 
(pb) (W) (horas) (O C) 

1 210 5 17 18 
2 237 5 18 18 
3 271 5 22 4 

9 15 18 
4 145 5 14 18 
5 266 5 20 18 
6 270 5 19 18 
7 274 5 21 18 
8 183 5 16 18 
9 179 5 16 18 
10 250 5 18 18 
11 324 5 21 18 
12 239 5 18 18 
13 170 5 15 18 

b) Coloração do gel com nitrato de prata: A revelação do gel foi realizada conforme o 

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

procedimento e sob agitação com suave movimentos de rotação. 

1. Colocar o gel em um recipiente com solução de etano! a 10% (v/v) e mantê-lo por 5 

minutos (fixacão das amostras); 

2. Transferir o gel para solução de ácido nítrico a 1% (v/v) e mantê-lo por 3 minutos 

(oxidação do gel); 

3. Lavar o gel 2 vezes com água destilada e deionizada durante poucos segundos; 

4. Colocar o gel em solução de nitrato de prata 0,012M e mantê-lo por 20 minutos 

(coloração do gel); 

5. Lavar o gel 2 vezes com água destilada e deionizada durante poucos segundos; 
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6. Cobrir o gel com solução de carbonato de sódio anidro 0,28M e formaldeído a 37% 

(v/v) e mantê-lo por 1 O a 20 minutos, até o aparecimento completo dos fragmentos 

(revelação do gel); 

7. Interromper a revelação transferindo o gel para uma solução de ácido acético a 10% 

(v/v) e mantê-lo por 2 minutos; 

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

9. Colocar o gel em solução de etano! a 50% (v/v) durante 30 minutos. 

Após o procedimento de coloração, o gel foi transferido para papel Whatman 

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

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

A última etapa da análise por SSCP consistiu em arquivar a imagem do gel 

seco em um sistema de videodocumentação e análise de géis (Econoimage Light Cabinet 

- Alpha /mager 2000), para posterior interpretação do padrão de migração das amostras 

em estudo. 

3.2.10- ANÁLISE POR DIGESTÃO COM ENDONUCLEASES DE RESTRIÇÃO 

Levando em consideração que na região sul do Brasil é observada a ocorrência 

de uma grande proporção de descendentes de imigrantes da Europa (principalmente da 

Península Ibérica, Itália, Alemanha e, em menor número, da Polônia), foram selecionadas 

para este estudo as mutações que apresentaram freqüências elevadas nestas 

populações, as quais estão localizadas nos fragmentos 3, 7, 11 e 12. Desta forma, as 

amostras que apresentaram alterações nestes fragmentos pela técnica de SSCP, foram 

posteriormente analisadas por digestão com enzimas de restrição para a detecção das 

seguintes mutações: 165T (exon 3); R252W, R261Q e R261X (exon 7); IVS10nt-11g>a e 

V388M (exon 11 ); IVS12nt1g>a e R408W (exon12). 

Após a análise de SSCP, as amostras dos fragmentos 3, 7, 11 e 12 que 

apresentaram padrões de migração normais foram submetidos somente à análise com 

endonucleases de restrição. 

O protocolo empregado na preparação das reações de digestão está 

representado na tabela 3.8. As reações foram incubadas a 3rC por 12 a 16 horas, com 

exceção das reações que utilizaram a enzima Taq1, as quais foram incubadas a 60°C 

pelo mesmo período de tempo. 
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A tabela 3.9 mostra os dados de interpretação utilizados na detecção das 

mutações. 

Tabela 3.8: Protocolo de digestão com endonucleases de restrição. 

Soluções 1X 
Tampão da enzima de restrição (10X) 2,0~-tl 
Enzima de restrição (5U/~-tl ou 1 OU/~-tl) 1 ,O a 2,0~-tl 
Produto de PCR 10,0 a 14,0~-tl 
Água Mili-Q estéril q.s.p. 25,0~-tl 

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

Fragmentos esperados 
Fragmentos Mutação Enzima Produto de Alelo normal Alelo mutante 

PCR (pb) (pb) (pb) 
3' 165T Taq1 92 72 + 20 92 

R252W Ava1 274 182 + 92 274 

7 R261Q Hinf1 274 154 + 120 274 

R261X Dde1 274 274 156+118 

IVS 1 Ont-11 g>a Dde1 324 324 244 + 80 
11 

V 388M BsaA1 324 188 + 136 324 

12 R408W Sty1 239 239 145 + 94 

12' IVS12nt1g>a Rsa1 211 192 + 19 211 

3.2.11 - ELETROFORESE DOS PRODUTOS DE DIGESTÃO 

Após a digestão com as enzimas de restrição, alíquotas de 5 a 1 O.ul do produto 

das reações foram adicionadas a 1 !ll do tampão de corrida (I ou 11). Os produtos foram 

aplicados em gel de agarose a 2,0%, 2,5% e 3,0% conforme o tamanho dos fragmentos e 

submetidos a uma separação eletroforética em cuba horizontal (10 x 14cm) durante um 

período de 40 a 120 minutos, de acordo com o tamanho dos fragmentos esperados. Os 

fragmentos digeridos foram visualizados por transiluminação com luz ultravioleta. Os 

fragmentos produzidos pela digestão foram comparados ao marcadores de peso 

molecular de 1 00 pb e 123 pb. 
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3.2.12 - SEQÜENCIAMENTO DIRETO 

As amostras que apresentaram mobilidade eletroforética alterada no SSCP e 

mutação não identificada por análise com enzima de restrição foram submetidas à análise 

de seqüenciamento (manual ou automatizado). 

As amostras foram amplificadas com oligonucleotídeos iniciadores, conforme 

descrito no item 3.2.7. Os produtos de PCR foram então purificados utilizando o kit 

Concert™ Rapid PCR Purification System (Gibco-BRL Products), seguindo as instruções 

do fornecedor. 

Os produtos purificados foram então submetidos à analise de seqüenciamento, 

utilizando o kit SequenaseR versão 2.0 (U.S. Biochemical Co.), no seqüenciamento 

manual ou o método de terminação fluorescente em um seqüenciador automático (ABI 

PrisM™ 377-XL, PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O seqüencimento dos 

fragmentos de DNA foi realizado na Inglaterra pela Dra. Maria Luiza Pereira e nos 

Estados Unidos da América (Department of Human Genetics, Mount Sinai Medicai 

Center) pelos Drs. Claudio V. Peredo e Robert Desnick. 

3.2.13 -CORRELAÇÃO GENÓTIPO - FENÓTIPO 

a) Pacientes com HPA por deficiência de PAH: 

O fenótipo dos pacientes foi classificado de acordo com a tolerância à dieta 

restrita em Phe (Güttler e Guldberg, 1996), de acordo com os dado abaixo: 

• PKU clássica: tolerância entre 250 a 350 mg de Phe/dia (abaixo de 20 mg/kg por dia); 

• PKU moderada: tolerância entre 350 a 400 mg de Phe/dia (20 a 25 mg/kg por dia); 

• PKU leve: tolerância entre 400 a 600 mg -de Phe/dia (25 a 50 mg/kg por dia); 

• HPA não-PKU: níveis de Phe entre 400 e 600 ~moi/L em dieta normal. 

As concentrações da atividade de P AH obtidas por estudos de expressão in 

vitro do cDNA da PAH normal e mutante foram usados para prever o nível de atividade de 

PAH em pacientes com genótipos conhecidos. O valor da atividade residual prevista de 

PAH (ARP) foi calculado considerando a média dos níveis da atividade de PAH 

associados a cada enzima mutante e foi expresso como a percentagem do nível normal 

da atividade de PAH (Okano et ai., 1991 ). 
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A ARP foi comparada com os índices bioquímicas associados ao diagnóstico 

(níveis de Phe e Tyr pré-tratamento, tolerância à Phe da dieta e teste de sobrecarga) e ao 

tratamento (valores de Phe e Tyr durante os primeiros 5 anos de vida) dos pacientes com 

HPA por deficiência de PAH. Os valores de Tyr foram considerados apenas para os 

pacientes com diagnóstico precoce. 

A ARP foi comparada também com o quadro clínico (presença ou não de 

retardo mental, convulsões, eletroencefalograma alterado, valores do quociente de 

inteligência [OI]) apresentado pelos pacientes com diagnóstico tardio. O Ql foi 

determinado pela escala de inteligência de Wechsler para crianças (WISC). 

Os índices associados ao diagnóstico e ao tratamento de todos os pacientes 

com HPA por deficiência de PAH foram comparados entre si. Estes índices foram também 

comparados com o quadro clínico apresentado pelos pacientes com diagnóstico tardio. 

b) Heterozigotos obrigatórios para HPA por deficiência de PAH: 

Após a determinação das concentrações plasmáticas dos aminoácidos Phe e 

Tyr, os valores das relações Pheffyr e Phe2ffyr foram calculadas para os indivíduos 

controles e heterozigotos, em jejum e 30 minutos após a sobrecarga de aspartame. 

Os resultados de cada parâmetro (Phe, Tyr, Pheffyr e Phe2ffyr), foram 

comparados nas seguintes situações: 

• jejum x sobrecarga de aspartame (controles x controles e heterozigotos x 

heterozigotos); 

• jejum x jejum (controles x heterozigotos); 

• sobrecarga de aspartame x sobrecarga de aspartame (controles x heterozigotos). 

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

em heterozigotos para PKU, os dados bioquímicas e moleculares foram comparados. 

3.2.14 -ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os programas SPSS ( Statistical Package for the Social Sciences) e PEPI 

(Computer Programs for Epidemiologist, Version 3.0) foram usados para a análise 

estatística dos resultados apresentados neste estudo. 

a) Pacientes com HPA por deficiência de PAH: 

Os testes estatísticos usados para a análise dos resultados foram os seguintes: 
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• Teste de comparação de proporções e intervalo de confiança exato de Fischer: 

aplicados na comparação entre as freqüências das mutações encontradas neste 

estudo e as freqüências observadas em outros estudos; 

• Coeficiente de correlação produto-momento de Pearson (r): teste usado para 

determinar o nível de correlação entre as variáveis quantitativas (índices bioquímicas 

associados ao diagnóstico e tratamento, valores de Ql e ARP); 

• Análise de regressão linear múltipla: teste usado para avaliar a relação causa - efeito 

entre as variáveis quantitativas que apresentaram correlações significativas no 

coeficiente de Pearson; 

• Teste exato de Fischer: usado para analisar a associação entre as variáveis do 

fenótipo representado por parâmetros do quadro clínico (convulsões, 

eletroencefalograma e retardo mental); 

• Teste U de Mann-Whitney: aplicado para a análise de associação entre as variáveis do 

fenótipo ligado aos parâmetros do quadro clínico (convulsões, eletroencefalograma e 

retardo mental) e as variáveis quantitativas (parâmetros bioquímicas associados ao 

diagnóstico e tratamento e os valores de ARP); 

• Teste de Kruskai-Wallis: usado para verificar o grau de discriminação entre os 

fenótipos PKU clássica, PKU moderada e PKU leve, considerando os níveis de Phe 

pré e durante o tratamento, tolerância à dieta e os valores da ARP. O teste de Dunn foi 

aplicado para testar o grau de significância entre estas variáveis; 

• Teste de MacNemar: usado para correlacionar o genótipo observado nos nossos 

pacientes com o genótipo do Banco de Dados do Consórcio de Análise Mutacional do 

Gene da PAH ( http://'vV'Iv'\JV.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et a!., 1998). 

As freqüências das mutações encontradas foram calculadas pela divisão do 

número de alelos portadores das mesmas pelo número total de alelos pesquisados. Para 

a determinação dos valores percentuais, este coeficiente foi multiplicado por 1 00. 

b) Heterozigotos obrigatórios para HPA por deficiência de PAH: 

Para analisar os parâmetros Phe, Tyr, Phe/Tyr e Phe2/Tyr em heterozigotos e 

indivíduos controles (situação de jejum e após a sobrecarga de aspartame ), foi utilizado o 

teste "t" de Student para amostras pareadas e independentes ou então sua variável t', 

quando as variâncias diferiram significativamente (Snedecor e Cochran, 1973). 
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4. RESULTADOS 
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4.1- DETECÇÃO DA MUTAÇÃO FREQÜENTE (V388M) 

A mutação V388M é causada por uma transição de guanina para adenina na 

posição 1162 do gene da PAH, levando à substituição do aminoácido valina por metionina 

na posição 388 da proteína. A presença desta mutação causa a perda do sítio de 

reconhecimento para a endonuclease de restrição BsaA 1. 

O fragmento 11 que engloba o exon 11 e regiões adjacentes foi amplificado 

utilizando os oligonucleotídeos iniciadores PKU 11A e PKU 11 B (tabela 3.3). Os produtos 

amplificados correspondentes a 324 pb foram analisados em gel de agarose 1 ,5% (p/v) 

para a confirmação da presença do fragmento esperado (figura 4.1 a). 

Após a amplificação, os produtos de PCR foram submetidos à digestão com a 

endonuclease de restrição BsaA1 e analisados em gel de agarose 2,0% (p/v). Esta 

enzima cliva o fragmento de 324 pb em dois fragmentos menores de 188 pb e 136 pb na 

presença do alelo normal. Na presença da mutação, o fragmento original permanece 

intacto. 

Desta forma, um indivíduo homozigoto para a seqüência normal apresenta os 2 

fragmentos menores, um indivíduo heterozigoto apresenta 3 fragmentos (o produto de 

PCR intacto e os 2 fragmentos menores) e um indivíduo homozigoto para a seqüência 

mutante apresenta apenas o fragmento de 324 pb. 

Foram encontrados 3 pacientes portadores da mutação V388M na amostra 

estudada, sendo 1 homozigoto e 2 heterozigotos para a alteração em questão (figura 

4.1 b ). A presença da mutação V388M nestes pacientes foi também confirmada por 

seqüenciamento direto. 



A) 
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B) 
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Figura 4.1: Detecção da mutação V388M. A) Eietroforese dos produtos de em ge! 
agarose 1,5% (p/v). Canaleta 1: marcador de peso molecular de 100 pb; canaleta 2: controle 
negativo; canaletas 3 a 7: pacientes com deficiência de PAH. B) Os produtos de PCR foram 
submetidos à digestão com a enzima de restrição BsaA 1 e posteriormente analisados por 
e!etroforese em gei de agarose 2,0% (p/v). Canaletas 1 e !2: marcador de peso molecular de 123 
pb; canaletas 2 e 5: pacientes com deficiência de PAH heterozigotos para esta mutação; 
canaletas 3 e 7: indivíduos heterozigotos obrigatórios para a deficiência de Pl\H portadores 
da mutação V388M; canaletas 4, 6 e 9: indivíduos heterozigotos obrigatórios para a deficiência de 
PAH com a mutação V388M; canaleta 8: paciente com deficiência de PAH homozigoto para a 
mutação testada: canaleta 1 O: controle negativo; canaleta 11: produto de PCR submetido â 
digestão. 
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4.2 -ANÁLISE DE FRAGMENTOS DE DNA PELA TÉCNICA DE SSCP 

4.2.1- FRAGMENTO 1: 

O fragmento 1, o qua! engloba o exon 1 e suas regiões adjacentes 5' e 3,' foi 

amplificado utilizando os oiigonudeoHdeos iniciadores PKU 1A e PKU 18 (tabela 3.3). Os 

produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 1,5% (p/v) para verificar a 

amplificação do fragmento de 21 O pb (figura 4.2a). 

Após a amplificação por PCR, os produtos foram submetidos à análise por 

SSCP. Foi observado um paciente com deficiência de PAH com um padrão de migração 

diferente (canaleta 10) do observado em indivíduos controles (canaletas 1 e 2), indfcando 

uma alteração na seqüência gênica deste paciente (figura 4.2b). A presença da mutação 

foi posteriormente confirmada através do seqüenciamento deste fragmento de DNA 

A) 

1 2 3 4 5 6 7 

2 

B) 

Figura 4.2: Análise por SSCP do fragmento 1. A) Eietroforese dos produtos de em 
agarose 1,5% (p/v). Canaletas 1 a 5: pacientes com deficiência de PAH; canaleta 6: controle 
negativo; canaleta . marcador de peso molecular de 100 pb. Eletroforese dos produtos de 
PCR desnaturados em gel de po!iacrilamida (contendo 1\liDE) corado com nitrato de prata. 
Canaletas 1 e 2: controles negativos; canaletas 3 a 9, 11 e 12: pacientes com deficiência de 
com padrão de migração normal; canaleta 10: paciente com deficiência de PAH que apresentou 
um padrão de migração a!terado para este fragmento. 
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4.2.2 - FRAGMENTO 2: 

Para a amplificação do fragmento 2, o qual abrange o exon 2 e suas regiões 

adjacentes e 3', foram utilizados como iniciadores os oiigonucleotídeos PKU 2A e PKU 

28 (tabela 3"3). O produto amplificado apresenta 237 pb de DNA genômico (figura 4.3a)" 

Após a amplificação por PCR, os produtos obtidos de todos os pacientes foram 

submetidos à anàlise por SSCP. Neste fragmento, foram identificadas alterações na 

seqüência gên!ca de 1 O pacientes, os quais apresentaram padrões de migração alterados 

e distintos entre si em comparação ao padrão observado na mesma seqüência dos 

indivíduos controles (figura 4,3b)" Estas alterações foram posteriormente confirmadas 

através do seqüenciamento deste fragmento de DNA" 

A) 

1 2 3 4 5 6 1 

B) 

* * * * * * * * * 
123 4 56 7 89 12 17 19 

Figura 4.3: Análise por SSCP do fragmento 2. A) Eletroforese dos produtos de PCR em gei 
agarose 2,0% (p/v). Canaleta 1: marcador de peso molecular de 100 pb; canaleta 2: controle 
negativo; canaletas 3 a 7: pacientes com deficiência de PAH. B) Eietroforese dos produtos 
PCR desnaturados em gei de po!iacri!amida (contendo iv1DE) corado com nitrato 
Canaletas 1 e 2: controles negativos; canaletas 3 a 5, 9 a 12, 18, 19 e 21: pacientes com 
deficiência de PAH que apresentaram padrões de migração alterados; canaletas 6 a 8, 13 a 17, 20 
e 22: pacientes com deficiência de PAH com padrão de migração normaL 
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4.2.3 - FRAGMENTO 3: 

O fragmento 3, o qual engloba o exon 3 e suas regiões adjacentes 5' e 3', foi 

amplificado utilizando os oligonucleotídeos iniciadores PKU 3A e PKU 38 (tabela 3.3). A 

análise eletroforética em gel de agarose 1,5% (p/v) dos produtos de PCR permitiu a 

visualização de um fragmento correspondente a 271 pb de DNA genômico (figura 4.4a). 

Após a amplificação por PCR, os produtos foram submetidos à análise por 

SSCP, a qual foi realizada em 2 temperaturas diferentes (18°C e 4°C). Nas duas 

temperaturas testadas foi observado um paciente com padrão de migração alterado 

(canaleta 1 da figura 4.4b e canaleta 5 da figura 4.4c correspondem à mesma amostra) 

quando comparado ao padrão normal observado em indivíduos controles. Esta alteração 

foi posteriormente confirmada por seqüenciamento deste fragmento de DNA. 

4.2.4- FRAGMENTO 4: 

Os oligonucleotídeos iniciadores PKU 4A e PKU 48 (tabela 3.3) foram 

utilizados para a amplificação do fragmento 4 ( exon 4 e suas regiões adjacentes 5' e 3'). A 

análise dos produtos de PCR em gel de agarose 2,0% (p/v) confirmou a amplificação do 

fragmento esperado de 145 pb (figura 4.5a). Neste caso, através do PCR foi possível a 

identificação de um paciente com produto de tamanho alterado (canaleta 3 da figura 

4.5a), o qual pode ser melhor observado na figura 4.5b (canaleta 2). 

A análise por SSCP dos produtos de PCR de todos os pacientes analisados, 

permitiu a identificação de um paciente com padrão de migração alterado (canaleta 13, 

figura 4.5c) em relação ao padrão observado em indivíduos controles, indicando uma 

alteração na seqüência gênica deste paciente. Esta amostra é a mesma observada nas 

figuras 4.5a e 4.5b e a presença de uma mutação foi posteriormente confirmada através 

do seqüenciamento deste fragmento de DNA. 
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1 2 3 4 5 6 1 9 :lO 11 12 

C) 

* 
2 3 4 5 6 7 8 9 

Figura 4.4: Análise por SSCP do fragmento 3. A) E!etroforese dos produtos de PCR em gel de 
agarose 1,5% Canaleta 1: marcador de peso molecular de 100 pb; canaleta 2: 
negativo; canaletas 3 a 7: pacientes com deficiência de PAH. B} E!etroforese dos produtos 
PCR desnaturados em gel de po!iacrilamida (contendo MDE) a 18°C e corado com nitrato de 
prata. Canaleta 1: paciente com deficiência de PAH que apresentou padrão de migração alterado; 
canaletas 2 a 9: pacientes com deficiência de PAH com padrão de migração norma!; canaletas 10 
a 12: controles negativos. C) Eletroforese dos produtos de PCR desnaturados em ge! de 
po!íacriiamida (contendo MDE) a 4°C e corado com nitrato de prata. Canaletas 1 a 4, 6 e 7: 
pacientes com deficiência de PAH com padrão de migração norma! para este fragmento; canaleta 
5: paciente com deficiência de PAH que apresentou padrão de migração alterado; canaletas 8 e 9: 
controles negativos. 
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A} 

* 

145 

B) 

1 2 3 4 5 6 

145 

C) 

* 
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Figura 4.5: Análise por SSCP do fragmento 4. A) Eietroforese dos produtos de PCR em gei de 
agarose 2,0% (plv). Canaleta 1: marcador de peso molecular de 100 pb; canaleta 2: controle 
negativo; canaleta 3: produto de PCR de tamanho alterado para um paciente com deficiência de 
PAH; canaleta heterozigoto obrigatório para a deficiência de PAH (mãe do paciente 
representado na canaleta 3); canaletas 5 e 6: produtos de PCR de tamanho esperado para os 
pacientes com deficiência de PAH. B) Eletroforese dos produtos de PCR em gel de poliacri!amida 
8,0°/o (v/v) e corado com brometo de etídio. Canaletas 1 e 6: marcador de peso molecular de 100 
pb; canaleta 2: paciente com deficiência de PAH; canaleta 3: heterozigoto obrigatório para a 
deficiência de PAH (mãe do paciente representado na canaleta 2); canaletas 4 e 5: indivíduos 
normais. C) Eletroforese dos produtos de PCR desnaturados em gel de poliacrilamida {contendo 
i· .. ~DE) corado com nitrato de prata. Canaletas 1 e 2: controles negativos; canaletas 3 a 12, 14 e 
15: pacientes com deficiência de PAH com padrão de migração normal; canaleta 13: paciente com 
deficiência de PAH que apresentou um padrão de migração alterado. 
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4.2.5 -FRAGMENTO 5: 

Para a amplificação do fragmento 5 (o exon 5 e suas regiões adjacentes 5' e 3') 

foram utiiizados os oligonuc!eotídeos iniciadores PKU 5A e PKU 58 (tabela 3.3), os quais 

produzem um fragmento de 266 pb após a reação de PCR Os resultados da reação de 

amplificação podem ser observados na figura 4.6a. 

Após a amplificação por PCR, os produtos foram submetidos à análise por 

SSCP. Neste fragmento, foi identificado um paciente com um padrão de migração 

alterado (canaleta 7, figura 4.6b) em relação ao padrão observado em indivíduos 

controles, indicando uma alteração na seqüência gênica deste paciente. A presença de 

uma mutação foí posteriormente confirmada por seqüenciamento deste fragmento de 

DNA 

A) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

B} 

* 

Figura 4.6: Análise por SSCP do fragmento 5. A) E!etroforese dos produtos de PCR em de 
agarose 1 ,5% (p/v). Canaleta 1: marcador de peso mo!ecu!ar de 1 00 pb; canaleta 2: controle 
negativo; canaletas 3 a 9: pacientes com deficiência de PAH. B) Eietroforese dos produtos 
PCR desnaturados em gel de políacrilamida (contendo MDE) corado com nitrato de prata. 
Canaletas 1 a 6 e 8: pacientes com deficiência de PAH com padrão de migração normal; 
canaletas 7: paciente com deficiência de PAH que apresentou padrão de migração alterado: 
canaletas 9 e 10: controles negativos. 
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4.2.6 - FRAGMENTO 6: 

Para a amplificação do fragmento 6 ( exon 6 e suas regiões adjacentes 5' e 3') 

foram utilizados os oligonucleotídeos iniciadores PKU 6A e PKU 68 (tabela 3.3), os quais 

produzem um fragmento de 270 pb após a reação de PCR. Os resultados da reação de 

amplificação podem ser observados na figura 4.7a. 

Após a amplificação por PCR os produtos foram submetidos à 

análise por SSCP. Não foram encontradas alterações neste fragmento (figura 4.7b). 

A) 

1 2 3 4 5 6 1 8 9 10 11 12 13 14 

210 

B) 

Figura 4. 7: Análise por SSCP do fragmento 6. A) Eietroforese dos produtos de PCR em gef 
1 ,5% (p/v). Canaleta 1: marcador de peso molecular de 1 00 canaletas 3 a 13 

pacientes com deficiência de PAH; canaleta 14: controle negativo. B) Eietroforese dos produtos 
PCR desnaturados em gei de poliacrilamida (contendo MDE) corado com nitrato de prata. 
Canaletas 1 a 14: pacientes com deficiência de PAH com padrão de migração normal; canaletas 
15 e 16: controles negativos. 
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4.2.7- FRAGMENTO 7: 

Para a amplificação do fragmento 7, o qual engloba o exon 7 e suas regiões 

adjacentes 5' e 3', foram utilizados como iniciadores os oligonucleotídeos PKU 7A e PKU 

78 (tabela 3.3). O produto amplificado por estes primers apresenta 274 pb de DNA 

genômico (figura 4.8a). 

Após a amplificação por PCR, os produtos foram submetidos à análise por 

SSCP. Esta técnica proporcionou a identificação de alterações na seqüência gênica de 15 

pacientes, os quais apresentaram padrões de migração alterados e, alguns deles. 

distintos entre si, quando comparados ao padrão observado na mesma seqüência gênica 

de indivíduos controles (figura 4.8b). Estas alterações foram posteriormente confirmadas 

através da aná!ise por digestão com enzimas de restrição e/ou seqüenciamento deste 

fragmento de DNA. 

A) 

274 

* * ** * * ** * * * * * * * 

Figura 4.8: Análise por SSCP do fragmento 7. A) Eletroforese dos produtos de PCR em ge! de 
agarose 2,0% (p/v). Canaleta 1. marcador de peso molecular de 100 pb; canaleta 2: controle 
negativo; canaletas 3 a 8: pacientes com deficiência de PAH. B} E!etroforese dos produtos de 
PCR desnaturados em gel de poliacrilamida (contendo MDE) corado com nitrato de prata. 
Canaietas 1, 2 e 18: controies negativos; canaletas 3 a 17: pacientes com deficiência de PAH que 
apresentaram padrões de migração alterados. 
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4.2.8 -FRAGMENTO 8: 

Para a amplificação do fragmento 8 ( exon 8 e suas regiões adjacentes 5' e 3') 

foram utilizados os oligonuc!eotideos iniciadores PKU 8A e PKU 88 (tabela 3.3), os quais 

produzem um fragmento de 183 pb após a reação de PCR. Os resultados da reação de 

amplificação podem ser observados na figura 4.9a. 

Após a amplificação por PCR, os produtos foram submetidos à análise por 

SSCP. Não foram encontradas alterações neste fragmento (figura 4.9b). 

A) 

1 2 3 4 5 

183 

B) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Figura 4.9: Análise por SSCP do fragmento 8. A) E!etroforese dos produtos de em de 
agarose 1,5% (p/v). Canaleta 1: marcador de peso molecular de 123 pb; canaletas 2 a 4: 
pacientes com deficiência de PAH; canaleta 5: controle negativo. B) E!etroforese dos produtos de 
PCR desnaturados em ge! de poiiacri!amida (contendo MDE) corado com nitrato de prata. 
Canaletas 1 e 2: controles negativos; canaletas 3 a 9: pacientes com deficiência com 
padrão de migração normaL 
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4.2.9 -FRAGMENTO 9: 

Para a amplificação do fragmento 9 (exon 9 e suas regiões adjacentes 5' e 3') 

foram utilizados os oligonuc!eotideos iniciadores PKU 9A e PKU 98 (tabela 3.3), os quais 

produzem um fragmento de 179 pb após a reação de PCR. Os resultados da reação de 

amplificação podem ser observados na figura 4.1 Oa. 

Após a amplificação por PCR, os produtos foram submetidos à análise por 

SSCP. Não foram encontradas alterações neste fragmento (figura 4. 10b). 

A) 

1 2 3 4 5 

179 

B} 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Figura 4.10: Análise por SSCP do fragmento 9. A) E!etroforese dos produtos de PCR em gel 
agarose 1,5% (p/v). Canaleta 1: marcador de peso molecular de 100 pb; canaletas 2 a 
pacientes com deficiência de PAH; canaleta 5: controle negativo. B) E!etroforese dos produtos 
PCR desnaturados em gei de po!iacrilamida (contendo MDE) corado com nitrato de 
Canaletas 1 a 7: pacientes com deficiência de PAH com padrão de migração normal; 
e 9: controles negativos. 
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4.2, 1 O - FRAGMENTO 10: 

Para a amplificação do fragmento 1 O (exon í O e suas regiões adjacentes 5' e 

3') foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores PKU íOA e PKU 108 (tabela 3.3), os 

quais produzem um fragmento de 250 pb após a reação de PCR Os resultados da reação 

de amplificação podem ser observados na figura 4.11 a. 

Após a amplificação por PCR, os produtos foram submetidos à análise por 

SSCP. Não foram encontradas alterações neste fragmento (figura 4.11 b). 

A) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 

250 

B) 

Figura 4.11: Análise por SSCP do fragmento 10. A) Eletroforese dos produtos de PCR em 
de agarose 1,5% (p/v). Can2ieta 1: marcador de peso molecular de 100 pb; canaletas 2 a í 3: 
pacientes com deficiência de PAH; canaleta 14: controle negativo. B) E!etroforese dos produtos 
PCR desnaturados em gei de po!iacrilamida (contendo MDE) corado com nitrato de prata. 
Canaletas 1 a 8: pacientes com deficiência de PAH com padrão de migração norma!; canaletas 9 
e í O: controles negativos. 
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4.2.11 -FRAGMENTO 11: 

O fragmento 11 (exon 11 e suas regiões adjacentes) foi amplificado utilizando 

como iniciadores os oligonucleotideos PKU 11A e PKU 11 B (tabela 3.3). A análise dos 

produtos de PCR em gei de agarose 1 ,5% (plv) comprovou a presença de um fragmento 

de 324 pb (figura 4.1a). 

Após a amplificação por PCR, os produtos foram submetidos à análise por 

SSCP, permitindo a identificação de alterações na seqüência génica de 3 pacientes, os 

quais apresentaram padrões de migração alterados (figura 4.12). Estas alterações foram 

posteriormente confirmadas por digestão com enzimas de restrição e seqüenciamento 

deste fragmento de DNA 

* * * 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

Figura 4.12: Análise por SSCP do fragmento 11. E!etroforese dos produtos de PCR 
desnaturados em gel de poiiacriiamida (contendo MDE) corado com nitrato de prata. Canaletas 1 , 
3, 5 a 7, 9 a 13: pacientes com deficiência de PAH com padrão de migração normal; canaletas 2, 
4 e 8: pacientes com deficiência de PAH que apresentaram padrões de migração alterados; 
canaletas 14 e 15: controles negativos. 
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4.2.12- FRAGMENTO 12: 

Para a amplificação do fragmento 12, o qual compreende o exon 12 e suas 

regiões adjacentes 5' e 3', foram utilizados como iniciadores os prímers PKU 12A e PKU 

128 (tabela 3.3). O produto amplificado apresenta 239 pb de DNA genômico que pode ser 

observado na figura 4. 13a. 

A análise por SSCP permitiu a identificação de alterações na seqüência gênica 

de 7 pacientes, os quais apresentaram padrões de migração alterados em relação ao 

padrão observado na mesma seqüência gênica de indivíduos controles (figura 4.13b e 

4.13c). A presença de mutações foi posteriormente confirmada por digestão com enzimas 

de restrição ou seqüenciamento deste fragmento de DNA. 

4.2.13- FRAGMENTO 13: 

Para a amplificação do fragmento 13, o qual abrande o exon 13 e suas regiões 

adjacentes 5'e 3', foram utilizados os oligonucleotídeos iniciadores PKU 13A e PKU 138 

(tabela 3.3). O produto amplificado apresenta 170 pb de DNA genômico (figura 4.14a). 

Após a amplificação por PCR, os produtos foram submetidos à análise por 

SSCP. Através desta técnica foi possível identificar alterações na seqüência gênica de 5 

pacientes, os quais apresentaram padrões de migração diferentes e distintos entre si em 

comparação ao padrão observado na mesma seqüência gênica de indivíduos controles 

(figuras 4.14b). A presença destas alterações foi posteriormente confirmada através do 

seqüenciamento deste fragmento de DNA. 
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A) 

1 2 3 4 5 6 7 

239 

8) 

* * * 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

C) 

* * * * * * 
1 2 3 4 5 6 1 8 9 12 13 16 

Figura 4.13: Análise por SSCP do fragmento 12, A) Eietroforese dos produtos de PCR em gel 
de agarose 2,0% (p/v). Canaleta 1: marcador de peso molecular de 100 pb; canaieta controle 
negativo; canaletas 3 a 7: pacientes com deficiência de PAH. 8} Eletroforese dos produtos de 
PCR desnaturados em gei de poliacri!amida (contendo MDE) corado com nitrato de prata. 
Canaletas 1 e 2: controles negativos: canaletas 3 a 6, 9 a 12 e 14: pacientes com deficiência de 
PAH com padrão de migração norma!; canaletas 7, 8 e 13: paciente com deficiência de PAH que 
apresentaram padrões de migração alterados. C} Canaletas 1 e 2: controles negativos; canaletas 
3, 6, 7, 10, 12, 14 a 16: pacientes com deficiência de PAH com padrão de migração normal; 
canaletas 5, 11 e 13: paciente com deficiência de PAH que apresentaram padrões de migração 
alterados; canaletas 8 e 9: pacientes com deficiência de PAH com padrões de migração alterados 
e correspondentes aos pacientes nas canaletas 7 e 8 da figura 4. 13b. 
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A} 

1 2 3 4 5 6 7 

170 pb 

B) 

* * * * * 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

Figura 4. í 4: Análise por SSCP do fragmento 13. A) Eletroforese dos produtos de PCR em 
de agarose 2. O% (p/v). Canaleta í: marcador de peso molecular de 1 00 pb; canaleta 2 contro!e 
negativo; canaletas 3 a 7: pacientes com deficiência de PAH. B) E!etroforese dos produtos de 
PCR desnaturados em gel de poliacrilamida (contendo MDE) corado com nitrato de prata. 
Canaletas í a 7, 12, 13, 15 e 16: pacientes com deficiência de PAH com padrão de migração 
norma! neste fragmento; canaletas 8 a 11 e 14: paciente com deficiência PAH 
apresentaram padrões de migração alterados; canaletas 17 e 18: controles negativos. 
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4.2.14- RESUMO DAS ALTERAÇÕES ENCONTRADAS PELA TÉCNICA DE SSCP 

Os resultados obtidos pela análise de SSCP estão resumidos na tabela 4.1. 

Tabela4.1: Distribuição das alterações no gene da PAH 
identificadas por SSCP. 

Fragmento Número de Número de padrões de migração 
Pacientes alterados observados 

1 1 1 
2 10 3 
3 1 1 
4 1 1 
5 1 1 
6 - -
7 15 11 
8 - -
9 - -

10 - -
11 3 2 
12 7 4 
13 5 3 

4.3 - DETECÇÃO DE MUTAÇÕES ESPECÍFICAS 

Para esta etapa do estudo, foram selecionadas mutações que apresentam 

freqüências elevadas em populações da Europa, principalmente da Península Ibérica, 

Itália, Alemanha e, em um menor número; da Polônia. Estas alterações localizam-se nos 

exons 3, 7, 11 e 12. 

Após a análise de SSCP, os fragmentos amplificados contendo os exons 3, 7, 

11 e 12, que apresentaram padrões de migração alterados, foram submetidos à análise 

por digestão com enzimas de restrição específicas. 
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4.3.1- DETECÇÃO DA MUTAÇÃO 165T: 

A mutação 165T é causada por uma transição de timina para citosina na 

posição 194 do gene da PAH, levando à substituição do aminoácido isoleucina por 

treonina no resíduo 65 da proteína. A presença desta mutação causa a perda do sítio de 

reconhecimento para a enzima Taq1. 

Para a detecção da mutação 165T, um fragmento contendo as regiões 

adjacentes à alteração foi amplificado utilizando os prímers PKU 3A e PKU 3C (tabela 

3.3), os quais amplificam uma região do exon 3 correspondente a um fragmento de 92 pb. 

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 2, 5% (p/v) para a 

confirmação da presença do fragmento esperado (figura 4.15a). 

Após a amplificação, os produtos de PCR foram submetidos à digestão com a 

endonuclease de restrição Taq1 e analisados em gel de agarose 3,0% (p/v). Esta enzima 

cliva o fragmento de 92 pb em dois fragmentos menores de 72 pb e 20 pb na seqüência 

normal do gene da PAH. Na presença da mutação, como ocorre a perda do sítio de 

reconhecimento, o fragmento não é clivado. 

Um indivíduo homozigoto para a seqüência normal apresenta 2 fragmentos 

menores, um indivíduo heterozigoto apresenta 3 fragmentos (o produto de PCR intacto e 

os 2 fragmentos menores) e um indivíduo homozigoto para a seqüência mutante 

apresenta apenas o fragmento de 92 pb. 

Nas amostras estudadas, foram encontrados 9 pacientes com a mutação 165T, 

sendo 2 homozigotos e 7 heterozigotos para a mesma. A figura 4.15b mostra os 

resultados obtidos em 2 pacientes com deficiência de PAH e seus familiares. 



A) 

1 2 3 4 

B) 

1 2 3 4 5 

5 6 7 

6 7 

92 pb 

8 9 
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92 pb 

12 pb 

Figura 4.15: Detecção da mutação !65T A) E!etroforese dos produtos de em gel 
agarose 2.5°/o (p/v). Canaleta í · marcador de peso molecular de 100 pb; canaleta controle 
negat1vo; canaletas 3 a 7 pacientes com deficiêncía de PAH. B) E!etroforese dos produtos 
digestão em ge! de agarose 3,0% (p/v). Canaleta í: marcador de peso molecular de 'lOOpb: 
canaleta 2: produto de PCR não submetido à digestão; canaleta 3: pacíente com deficiência 
PAH heterozigoto para a mutação 165T; canaletas 4, 7 e 8: indivíduos heterozigotos obrigatórios 
para a deficiência de PAH cc:-n a mutação !65T; canaleta indivíduo heterozigoto obrigatório não 
portador da mutação !65-:-: canaieta paciente com deficiência de PAH homozígoto para esta 
mutação; canaleta 9: contro!e negativo. 
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4.3.2- DETECÇÃO DA MUTAÇÃO R252W: 

A mutação R252W, causada pela transição de citosina por timina na posição 

754 do gene da PAH, origina a substituição de arginina por triptofano na posição 252 da 

proteína. Esta mutação causa a perda do sítio de reconhecimento para a enzima Avaí. 

Um fragmento de 27 4 pb, contendo as regiões adjacentes à a iteração, 

amplificado utilizando os primers PKU 7 A e PKU 78 (tabela 3.3 e figura 4.8a). Após a 

amplificação, os produtos de PCR foram submetidos à digestão com a endonuc!ease de 

restrição Ava1 e analisados em gei de agarose 3,0%) (p/v). Na seqüência normaL esta 

enzima cliva o fragmento de 27 4 pb em dois fragmentos de 182 pb e 92 pb. Na presença 

da mutação, o fragmento não é c!ivado. 

Um individuo homozigoto para a seqüência norma! apresenta apenas os 2 

fragmentos menores, um indivíduo heterozigoto apresenta 3 fragmentos (o produto de 

PCR intacto e os 2 fragmentos menores) e um indivíduo homozigoto para a seqüência 

mutante apresenta apenas o fragmento de 27 4 pb. 

A análise com a enzima de restrição Avaí permitiu a detecção 

heterozigoto para a mutação R252W (figura 4.16) 

1 2 3 4 5 

274 pb 

182 

92 

1 paciente 

Figura 4.16: Detecção da mutação R252W. Após a amplificação do fragmento 7, os produtos de 
PCR foram submetidos à digestão com a enzima de restrição Ava1 e posteriormente analisados 
por eletroforese em gel de agarose 3,0% (p/v). Canaleta 1: marcador de peso molecular de í 00 
pb; canaleta 2: produto de PCR não submetido à digestão; canaleta 3: paciente com deficiência de 
PAH heterozigoto para a seqüência mutante; canaleta 4: indivíduo heterozigoto obrigatório para a 
deficiência de PAH não portador da mutação R252W; canaleta 5: individuo heterozigoto 
obrigatório para a deficiência de PAH com a mutação R252VV. 
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4.3.3- DETECÇÃO DA MUTAÇÃO R261X: 

A mutação R261X é causada pela transição de uma citosina por uma timina na 

posição 781 do gene da PAH, levando à formação de um códon de terminação no 

aminoácido 261 da proteína. A presença desta mutação cria um sítio de reconhecimento 

para a enzima Dde1. 

Neste caso, o mesmo fragmento 7 (274 pb) foi amplificado e os produtos de 

PCR foram submetidos à digestão com a enzima de restrição Ddeí e analisados em gel 

de agarose 3,0% (p/v). Na seqüência normal do gene, o fragmento de 274 pb não é 

c!ivado pela enzima Na presença da mutação, este fragmento é clivado em dois 

fragmentos de 156 pb e 118 pb. 

Um indivíduo é homozigoto para a seqüência normal quando apresenta apenas 

o fragmento de 274 pb; um individuo é heterozigoto quando apresenta 3 fragmentos (o 

produto de PCR e os 2 fragmentos menores); e um individuo é homozigoto para a 

seqüência mutante quando apresenta apenas os dois fragmentos menores. análise 

permitiu a detecção de 4 pacientes com a mutação R261X. sendo 3 heterozigotos e i 

homozigoto (figura 4.17) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

214 

156 

118pb 

Figura 4.17: Detecção da mutação R261X. Após a amplificação do fragmento 7, os produtos 
PCR foram submetidos à digestão com a enzima de restrição Dde1 e posteriormente analisados 
por e!etroforese em gei de agarose 3,0% (p/v}. Canaleta 1: marcador de peso molecular '100 
pb; canaleta 2: produto de PCR não submetido à digestão; canaletas 3. 6 e 9: pacientes com 
deficiência de PAH heterozigotos para a mutação; canaletas: 8, 11, 13 e 14: indrvíduos 
heterozigotos obrigatórios portadores da mutação R261X; canaletas 5, 7 e 10: indivíduos 
heterozigotos obrigatórios não portadores desta mutação; canaleta 12: paciente com deficiência 
de PAH homozigoto para a seqüência mutante. 
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4.3.4- DETECÇÃO DA MUTAÇÃO R261Q: 

A mutação R261 Q, causada pela transição de uma guanina por uma adenina 

na posição 782 do gene da PAH, leva à substituição de arginína por glutamina na posição 

261 da proteína. Esta mutação causa a perda do sítio de reconhecimento para a enzima 

Hinf1, 

Para a detecção desta mutação, o fragmento 7 foi amplificado e os produtos de 

PCR foram submetidos à digestão com a enzima de restrição Hinf1 e analisados em gel 

de agarose 3,0% (p/v). Na presença da seqüência normal, a enzima cliva o fragmento 

27 4 pb em fragmentos de 154 pb e 120 pb. Na presença da mutação, o fragmento de 27 4 

pb não é c!ivado. 

Um indivíduo homozigoto para a seqüência normal apresenta os 2 fragmentos 

menores, um indivíduo heterozigoto apresenta 3 fragmentos {o produto de PCR e os 2 

fragmentos) e um indivíduo homozigoto para a seqüência mutante apresenta apenas o 

fragmento de 274 pb. 

Esta análise permitiu a detecção de 3 pacientes portadores da mutação 

R261 Q, sendo 2 heterozigotos e 1 homozigoto para a alteração (figura 4.18) 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12. 

274pb 

154pb 
120 pb 

Figura 4.18: Detecção da mutação R261Q. Após a amplificação do fragmento 7, os produtos de 
PCR foram submetidos à digestão com a enzima de restrição Hinf1 e posteriormente analisados 
por e!etroforese em ge! de agarose 3,0% (plv). Canaletas 1 e 12: marcadores de peso molecular 
de 100 pb; canaleta 2: produto de PCR não submetido à digestão; canaleta 3: controle negativo: 
canaletas 4 e 6: pacientes com deficiência de PAH heterozigotos para a mutação; canaletas 5, 7. 
10 e 11: indivíduos heterozigotos obrigatórios portadores da mutação R261 Q; canaleta 8: 
indivíduo heterozigoto obrigatório não portador da mutação R261Q: canaleta 9: paciente com 
deficiência de PAH homozigoto para a seqüência mutante, 
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4.3.5- DETECÇÃO DA MUTAÇÃO IVS10nt-11g>a: 

A mutação !VS10nt-11g>a é causada pe!a transição de uma guanina por uma 

adenina na posição 1066 do gene da PAH. A presença desta mutação cria um sitio de 

reconhecimento para a enzima Dde1. 

Um fragmento contendo as regiões adjacentes à alteração foi amplificado 

utilizando os primers PKU 11A e PKU 11 B (tabela 3.3), correspondente a 324 pb. Após a 

amplificação, os produtos de PCR foram submetidos à digestão com a endonuclease de 

restrição Ode1 e analisados em ge! de agarose 3,0% (p/v). Na presença da seqüência 

norma!, o fragmento de 324 pb não é clivado pela enzima. Na presença da mutação, a 

enzima c!iva o fragmento de 324 pb em 2 fragmentos de 244 pb e 80 pb. 

Um individuo homozigoto para a seqüência norma! apresenta o fragmento 

324 pb, um individuo heterozigoto apresenta os 3 fragmentos (o produto de PCR e os 2 

fragmentos menores) e um individuo homozigoto para a seqüência mutante apresenta os 

2 fragmentos menores. 

A análise por digestão com a enzima Odeí permitiu a detecção de 1 paciente 

heterozigoto para a mutação !VS1 Ont-í 1 g>a (figura 4. 19). 

1 2 3 4 5 

324 pb 

244pb 

80 pb 

Figura 4.19: Detecção da mutação IVS10nt-11g>a. Após a amplificação do íí. os 
produtos de PCR foram submetidos à digestão com a enzima de restrição Ddeí e oosteriormente 

' ' 
analisados por e!etroforese em gel de agarose 3,0°/c (p/v). Canaleta 1: marcador de peso 
molecular de 100 pb; canaleta 2: produto de PCR não submetido à digestão; canaletas 3: paciente 
com deficiência de PAH heterozigoto para a mutação; canaleta individuo heterozigoto 
obrigatório não portador da mutação; canaleta indivíduo heterozigoto obrigatório portador 
mutação !VS10nt-11g>a. 
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4.3.6- DETECÇÃO DA MUTAÇÃO R408W: 

A mutação R408W, causada pela transição de citosina por timina na posição 

· 1222 do gene da PAH, origina a substituição de arginina por triptofano na posição 408 da 

proteína. A presença desta mutação cria um sítio de reconhecimento para a enzima Sty1. 

O fragmento 12 (239 pb), o qual contém as regiões adjacentes à alteração, foi 

amplificado utilizando os primers PKU 12A e PKU 128 (tabela 3.3). Após a amplificação, 

os produtos de PCR foram submetidos à digestão com a enzima de restrição Sty1 e 

analisados em gel de agarose 2,0% (p/v). Na presença da mutação, o fragmento de 239 

pb é c!ivado em dois fragmentos de 145 pb e 94 pb. Na presença do ale!o norma!, o 

fragmento de 239 pb não é clivado. 

Desta forma, um indivíduo é homozigoto para a seqüência normal quando 

apresenta apenas o fragmento de 239 pb; um individuo é heterozigoto quando apresenta 

os 3 fragmentos e um individuo é homozigoto para a seqüência mutante quando 

apresenta apenas os 2 fragmentos menores. 

A análise com a enzima restrição Sty1 permitiu a detecção de 5 pacientes 

portadores da mutação R408W, sendo 4 heterozigotos e 1 homozigoto para a mesma 

(figura 4.20). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

239 pb 

145 pb 

94 pb 

Figura 4.20: Detecção da mutação R408W. Após a amplificação do fragmento 1 os 
de PCR foram submetidos à digestão com a enzima Sty1 e analisados por e!etroforese em 
agarose 2,0% (plv). Canaleta 1: marcador de peso molecular de 100 pb; canaleta 2: produto 
PCR não submetido à digestão; canaletas 3, 9, 12 e 14: pacientes com deficiência de PAH 
heterozigotos para a seqüência mutante; canaletas 4, 10, 13 e 16: indivíduos heterozigotos 
obrigatórios não portadores da mutação; canaletas 5, 7, 8, 1 '1 e 15: indivíduos heterozígotos 
obrigatórios portadores da mutação R408W; canaleta 6: paciente com deficiência 
homozigoto para a seqüência mutante. 
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4.3.7- DETECÇÃO DA MUTAÇÃO IVS12nt1g>a: 

A mutação IVS12nt1g>a é causada por uma transição de guanina para adenina 

na posição 1315 do gene da PAH. A presença desta mutação causa a perda do sítio de 

reconhecimento para a enzima Rsa1. 

Para a detecção da mutação IVS12nt1g>a, um fragmento de 211 pb contendo 

as regiões adjacentes à alteração foi amplificado utilizando os primers PKU 12A e PKU 

12C (tabela 3.3). Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 2,0% 

(p/v) para a confirmação da presença do fragmento esperado (figura 4.21 a). 

Após a amplificação, os produtos de PCR foram submetidos à digestão com a 

endonuclease de restrição Rsa1 e analisados em gel de agarose 3,0% (p/v). Na presença 

do alelo normal, esta enzima cliva o fragmento de 211 pb em dois fragmentos de 192 pb e 

19 pb. Na presença da mutação, o fragmento de 211 pb não é clivado. 

Desta forma, um indivíduo homozigoto para a seqüência normal apresenta 2 

fragmentos menores, um indivíduo heterozigoto apresenta 3 fragmentos (o produto de 

PCR e os 2 fragmentos menores) e um indivíduo homozigoto para a seqüência mutante 

apresenta apenas o fragmento de 211 pb. 

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

amostra estudada (figura 4.21 b). 
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A) 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 1516 

211 pb 

B) 

D--rü 
o 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

211 

Figura 4.21: Detecção da mutação IVS12nt1 g>a. A) E!etroforese dos produtos de PCR em gel 
de agarose 2,0% (p/v). Canaleta 1: marcador de peso molecular de 100 pb; canaletas 2 a 15: 
pacientes com deficiência de PAH; canaleta 16: controle negativo. B) Após a amplificação do 
fragmento 12, os produtos de PCR foram submetidos à digestão com a enzima de restrição Rsa1 
e posteriormente analisados por e!etroforese ém gei de agarose 3,0% (p/v). Canaletas 1 e 10: 
marcadores de peso molecular de 100 pb; canaleta 2: produto de PCR não submetido à digestão; 
canaletas 3 e 6: pacientes com deficiência de PAH heterozigotos para a seqüência mutante; 
canaletas 4 e 8: indivíduos heterozigotos obrigatórios portadores da mutação lVS12nt1g>a; 
canaletas 5, 7 e 9: indivíduos heterozigotos obrigatórios não portadores da mutação IVS12nt1g>a. 
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4.4- SEQÜENCIAMENTO DIRETO DE FRAGMENTOS DO GENE DA PAH 

As amostras que apresentaram padrões alterados no SSCP foram submetidas 

ao seqüenciamento direto de DNA (manual ou automático). Os produtos de PCR foram 

purificados utilizando o kit Concert™ Rapid PCR Purification System (Gibco-BRL 

Products). 

4.4.1 -IDENTIFICAÇÃO DE MUTAÇÃO NO FRAGMENTO 1: 

Na análise por SSCP do fragmento 1, foi observado uma amostra com padrão 

de migração alterado, conforme mostra a figura 4.2b. O fragmento com migração alterada 

foi seqüenciado a partir do primer PKU 1 B (sentido reverso) e a mutação L 15/S16fsdeiCT 

foi identificada. Esta mutação é causada pela deleção de 2 nucleotídeos (citosina e timina) 

nas posições 47 e 48 do exon 1 do gene da PAH, respectivamente. O pacientes em 

questão é homozigoto para esta mutação (figura 4.22). 

LlS I S16fsdeiCT 

deiAG 

CAGA.Jr TTCC 

~~········ ... . . ' _: .· . _'·-: ' 

. ~ 

. . . 

Seqüência mutante Seqüência normal 

Figura 4.22: Seqüenciamento do fragmento 1 do gene da PAH: Identificação da mutação 
L 15/S16fsdeiCT no paciente 26. 
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4.4.2 -IDENTIFICAÇÃO DE MUTAÇÕES NO FRAGMENTO 2: 

Na análise por SSCP do fragmento 2, foram observadas 1 O amostras com 

padrões de migração alterados (figura 4.3b ). O fragmento 2 foi seqüenciado a partir do 

primer 2A e as mutações F55fsdeiT e IVS2nt5g>c foram identificadas. A mutação 

F55fsdelT é causada pela deleção de um nucleotídeo (timina) na posição 165 do exon 2 

do gene da PAH, levando a um códon de terminação prematuro no resíduo 60 da 

proteína. Foi encontrado um paciente com deficiência de PAH heterozigoto para a 

mutação F55fsdeiT (figura 4.23a). A mutação IVS2nt5g>c é causada por transversão de 

uma guanina por uma citosina na posição 168+5g/c do íntron 2 do gene da PAH. Foram 

encontrados 4 pacientes com esta alteração, sendo 2 heterozigotos e 1 homozigoto para 

a seqüência mutante (figura 4.23b). 

A) FSSfsdeiT 
deiT 

TC.AAA-h!is.A GCC C 

Seqüência mutante 

B) IVS2nt5g>c 

G>C 

~ 

·rcAAA TAAG CGC . -

Seqüência normal 

G>C .. 
GTCACTGCT_ GTC·ACTGC T GTCAGTGCT, 

Seqüência mutante: 
heterozigoto 

Seqüência mutante: Seqüência normal 
homozigoto 

Figura 4.23: Seqüenciamento do fragmento 2 do gene da PAH: A) Identificação da mutação 
F55fsdeiT no paciente 9; 8) Identificação da mutação IVS2nt5g>c nos pacientes 2, 19 
(heterozigotos), 7 e 1 O (homozigotos). 
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4.4.3 -IDENTIFICAÇÃO DE MUTAÇÃO NO FRAGMENTO 3: 

Na análise por SSCP do fragmento 3, foi observada uma amostra com padrão 

de migração alterado (figura 4.4b e 4.4c). O fragmento foi seqüenciado a partir do primer 

PKU 38 (sentido reverso) e a mutação IVS2nt-13t>g foi identificada. Esta alteração é 

causada por transversão de uma ti mina por uma guanina na posição 169-13Ug do íntron 2 

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

IVS2nt-13t>g 

A> C 

-+ 
GAGA GAC TGGGGA GAGAGAATGGGGA; 

Seqüência mutante Seqüência normal 

Figura 4.24: Seqüenciamento do fragmento 3 do gene da PAH: Identificação da mutação 
IVS2nt-13t>g no paciente 6. 

4.4.4 -IDENTIFICAÇÃO DE MUTAÇÃO NO FRAGMENTO 4: 

Na análise por SSCP do fragmento 4, foi observada uma amostra com padrão 

de migração alterado (figura 4.5b ). O fragmento foi seqüenciado a partir do prime r PKU 4A 

e a mutação N 133/Q 134fsdel4pb foi identificada. Esta mutação é causada por deleção de 

4 pares de bases (ATCA) entre as posições 398 e 401 do exon 4. Foi observado um 

paciente heterozigoto para esta mutação (figura 4.25). 



N133/Q134fsdeiATCA 

deiATCA • T TGCC.AG,A.TT CTCA GCT 

Seqüência mutante 
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TTGCCA.A TCA.GATTCTCA 

Seqüência normal 

Figura 4.25: Seqüenciamento do fragmento 4 do gene da PAH: Identificação da mutação 
N133/Q134fsdeiATCA no paciente 16. 

4.4.5 -IDENTIFICAÇÃO DE MUTAÇÃO NO FRAGMENTO 5: 

Na análise por SSCP do fragmento 5, foi observada uma amostra com padrão 

de migração alterado (figura 4.6b). O fragmento foi seqüenciado a partir do primer PKU 5A 

e a mutação R158Q foi identificada. Esta alteração é causada por transição de uma 

guanina por uma adenina na posição 472 do exon 5, levando à substituição de arginina 

por glutamina no resíduo 158 da proteína. Foi observado um paciente heterozigoto para 

esta mutação (figura 4.26). 

R158Q G>A • A A G AC A G A A G C A A G AC G G A A G C -

/\ .... 
/ ...... J \ / \ ..-... / \ 

L \1'\j} /~-J'~/ \j _) .. ::.;,; .. . ,.. 

Seqüência mutante Seqüência normal 

Figura 4.26: Seqüenciamento do fragmento 5 do gene da PAH: Identificação da mutação 
R158Q no paciente 14. 
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4.4.6 -IDENTIFICAÇÃO DE MUTAÇÕES NO FRAGMENTO 7: 

A análise por SSCP do fragmento 7 permitiu a identificação de 15 amostras 

com padrões de migração alterados (figura 4.8b), as quais foram submetidas ao 

seqüenciamento e os seguintes resultados foram encontrados: 

• Um paciente heterozigoto para a mutação R252W. Esta alteração é causada por 

transição de citosina por timina na posição 754 do exon 7, a qual leva à substituição do 

aminoácido arginina por triptofano na posição 252 da proteína (figura 4.27a); 

• Um paciente heterozigoto para a mutação R270K. Para a detecção desta mutação foi 

usado o prímer 78 (sentido reverso). Esta mutação é causada por transição de 

guanina por adenina na posição 809 do exon 7, levando à substituição do aminoácido 

arginina por lisina na posição 270 da proteína (figura 4.27b); 

• Dois pacientes heterozigotos para a mutação P281 L. Esta mutação é causada por 

transição de citosina por timina na posição 842 do exon 7, levando à substituição de 

prolina por leucina no resíduo 281 da proteína (figura 4.27c); 

• Um paciente heterozigoto para a mutação IVS7nt1 g>a, causada por transição de 

guanina por adenina na posição 842+1g/a do íntron 7 (figura 4.27d). 

4.4.7 -IDENTIFICAÇÃO DE MUTAÇÃO NO FRAGMENTO 11: 

Na análise por SSCP do fragmento 11, foram observadas 3 amostras com 

padrões de migração alterados ( 4.12a). Os fragmentos foram submetidos ao 

seqüenciamento a partir do prímer PKU 11 A. A presença da mutação V388M foi 

confirmada em 3 pacientes, sendo um homozigoto e dois heterozigotos para a seqüência 

mutante. Esta mutação é causada pela transição de uma guanina por uma adenina na 

posição 1162 do exon 11, levando à substituição de valina por metionina no resíduo 388 

da proteína (figura 4.28). 



Resultados 1 09 

A) R252W B) R270K 

C>T C>T 

+ • TCTTGGG :TCTCGG.G TG-TTTGA TGTCTGA 

Seqüência mutante Seqüência normal Seqüência mutante Seqüência normal 

C) P281L D) IVS7nt1g>a 

C>T 
+ 

G>A • A.ACCGTG ACCA TGA. ACCG TG A 

Seqüência mutante Seqüência normal Seqüência mutante Seqüência normal 

Figura 4.27: Seqüenciamento do fragmento 7 do gene da PAH: A) Identificação da mutação 
R252W no paciente 12; B)ldentificação da mutação R270K no paciente 14; C) Identificação da 
mutação P281L nos pacientes 4 e 21.1; D) Identificação da mutação IVS7nt1g>a no paciente 22. 
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G A T c G A T c G A T c 

Individuo norma! Indivíduo heterozigoto Individuo homozigoto 

Figura 4.28: Seqüenciamento direto do fragmento 11: identificação da mutação V388M. A seta 
indica o locai da alteração (G>A). O individuo heterozigoto apresenta a guanina (G) e a adenína 
(A) na mesma posição. O indivíduo homozígoto apresenta apenas a adenina. Na seqüência 
normal, a guanina ocupa esta posição. A detecção desta mutação foi previamente realizada 
digestão com enzimas de restrição específica (figura 4.1 b). 

4.4.8 -IDENTIFiCAÇÃO DE MUTAÇÃO NO FRAGMENTO 12: 

Na anáhse po; SSCP do fragmento 12, foram observadas 7 amostras com 

padrões de migração alterados (4. 12a). Os fragmentos foram submetidos ao 

seqüenciamento a partir do .orirner PKU 12A e a mutação R408Q identificada. Esta 

mutação é causada pela tra:-:sição de uma guan!na por uma adenina na postção 1223 do 

exon 12, levando à substituição de arginina por g!utamina no resíduo 408 da prote Foi 

observado um paciente hete~ozigoto para a mutação em questão (figura 4. 

1 3 1 
A 
2 3 1 2 3 1 2 :J; 

Figura 4.29: identificação da mutação R408Q: Seqüenciamento direto do fragmento 12. A 
seta indica o !oca! da mutação (G>A). Canaleta 1: indivíduo homozigoto para a seqüência norma!; 
canaleta 2: paciente com deficiência de PAH não portador desta mutação; canaleta 3: paciente 
com deficiência de PAH heterozigoto para a mutação R408Q. 
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4.4.9 -IDENTIFICAÇÃO DE ALTERAÇÕES NOVAS: 

A análise por SSCP do fragmento 13, permitiu a identificação de amostras com 

padrões de migração alterados (figura 4.8b). Os fragmentos foram seqüenciados a partir 

do primer PKU 13A e duas alterações novas no gene da PAH foram identificadas. A 

alteração 1378g>t é causada por transversão de uma guanina por uma timina na posição 

1378 da região 3', logo após o final do exon 13. Foi observado um paciente heterozigoto 

para esta alteração (figura 4.30a). A alteração IVS12nt-15t>c é causada por uma 

transição de timina por citosina na posição 1316-15t!c do íntron 12. Foram encontrados 3 

pacientes heterozigotos para a mesma (figura 4.30b). 

4.4.10 -IDENTIFICAÇÃO DE POLIMORFISMOS NO GENE DA PAH: 

O seqüenciamento direto permitiu a identificação dos seguintes polimorfismos 

IVS2nt19t>c (fragmento 2), V245V (fragmento 7), Y414Y (fragmento 12) e IVS12nt-35c>t 

(fragmento 13). 

• O polimorfismo IVS2nt19t>c é causado por uma transição de timina por citosina na 

posição 168+19t!c do íntron 2. Foram encontrados 9 pacientes com este alteração, 

sendo 5 heterozigotos e 4 homozigotos para a mesma (figura 4.31 a); 

• O polimorfismo V245V é causado por transição de uma guanina por uma adenina na 

posição 735 do exon 7, que não altera o aminoácido localizado na posição 245 da 

proteína. Foram encontrados 5 pacientes com esta alteração, sendo 4 heterozigotos e 

1 homozigoto para a mesma (figura 4.31 b); 

• A alteração Y 414Y é causada por transição de citosina por ti mina na posição 1242 do 

exon 12, que não altera o aminoácido localizado na posição 414 da proteína. Apenas 1 

paciente heterozigoto para esta alteração foi encontrado (figura 4.31 c); 

• O polimorfismo IVS12nt-35c>t é causado por uma transição de citosina por timina na 

posição 1316-35c/t do íntron 12. Foram encontrados 4 pacientes com esta alteração, 

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

G>T .. 
AA.TGTGT-rCTGTC AATGTG:GTCTG TC. 

Seqüência mutante 

B) IVS12nt-15t>c 

T>C .. 
---.-c::::::; ooe:=:::; .::::=::_ <:::;;; ----.--- -:r-

Seqüência mutante 

Seqüência normal 

Seqüência normal 

Figura 4.30: Seqüenciamento do fragmento 13 do gene da PAH: A) Identificação da alteração 
1378g>t no paciente 11; 8) Identificação da alteração IVS12nt-15t>c nos pacientes 1 O, 11 e 19. 

A) IVS2nt19t>c 

T>C 

.CATG;!TTGTCT -

Seqüência mutante: 
heterozigoto 

T>C 

C.A TG lTTG TC T 

Seqüência mutante: 
homozigoto 

c_,.~ TG TTTG TC T 

Seqüência normal 

Figura 4.31: Seqüenciamento do gene da PAH: Identificação de polimorfismos. A) Polimorfismo 
IVS2nt19t>cencontrado nos pacientes 1, 7, 8, 10 (homozigotos), 2, 3, 16, 17 e 19 (heterozigotos). 



B) V245V 

G>A 

ACCTG T...8.,G CTGGCC 

Seqüência mutante: 
heterozigoto 

C) Y414Y 

C>T ... 

G>A 

... 
ACCTG TAGCTG GCC 

Seqüência mutante: 
homozigoto 
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AC CTG ""CG.,GCTG GCC 

Seqüência normal 

C: G C "TA ·r_G . .â. CC C .. 

Seqüência mutante 

O) IVS12nt-35c>t 

C>T 
... 

A:.TAAGTG G 

Seqüência mutante: 
heterozigoto 

C>T 
... 

Seqüência mutante: 
homozigoto 

Seqüência normal 

Seqüência normal 

Figura 4.31: Seqüenciamento do gene da PAH: Identificação de poli morfismos. B) Polimorfismo 
V245V encontrado nos pacientes 11 (homozigoto), 12, 14, 20 e 22 (heterozigotos); C) 
Polimorfismo Y414Y encontrado no paciente 16; D) Polimorfismo IVS12nt-35c>t encontrado nos 
pacientes 2, 19 (heterozigotos), 7 e 10 (homozigotos). 
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4.5- FREQÜÊNCIA DAS MUTAÇÕES E POLIMORFISMOS ENCONTRADOS 

As tabelas 4.2 e 4.3 mostram as mutações e os polimoriismos encontrados no 

DNA dos pacientes estudados, respectivamente. As regiões em que as alterações 

ocorrem, assim como a posição do nucleotídeo e consequentemente, quando for o caso, 

a posição do aminoácido alterado, são demonstrados. 

A freqüência relativa das mutações e dos polimoriismos encontrada nos 

pacientes dos estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina, assim como, os 

métodos usados para a detecção destas alterações, são demonstrados nas tabelas 4.4 e 

4.5, respectivamente. 

A distribuição do genótipo dos pacientes é mostrada na tabela 4.6. 

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

Mutação Nucleotídeo Aminoácido 
Região 

Nomenclatura Nomenclatura Alteração Posição Alteração Posição do gene 
sistemática* trivial* 

Exon 1 c.47-48deiCT L 15/S16fsdeiCT TCT-+TGA 47-48deiCT Ser-+ Ter 16 
Exon 2 c.165deiT F55fsdeiT TTT-+TTG 165deiT Phe-+Leu 55 
lntron 2 c.168+5g>c IVS2nt5g>c AGT-+ACT 168 + 5 - -
lntron 2 c.169-13t>g IVS2nt-13t>g CAT-+CAG 169- 13 - -
Exon 3 c.194T>C 165T ATT-+ACT 194 lle-+Thr 65 
Exon 4 c.398-401 N133/Q134fsdel AATCAG-+ 398-401 Asn- Gln-+ 133- 134 

deiATCA ATCA AGATTC deiATCA Arg- Phe 
Exon 5 c.473G>A R158Q CGG-+CAG 473 Arg-+Gin 158 
Exon 7 c.754C>T R252W CGG-+TGG 754 Arg-+Trp 252 
Exon 7 c.781C>T R261X CGA-+TGA 781 Arg-+Ter 261 
Exon 7 c.782G>A R261Q CGA-+CAA 782 Arg_-+Gin 261 
Exon 7 c.809G>A R270K AGA-+AAA 809 Arg-+Lys 270 
Exon 7 c.842C>T P281L CCG-+CTG 842 Pro-+Leu 281 
lntron 7 c.842+1g>a IVS7nt1g>a CCG-+CCA 842 + 1 - -

lntron 10 c.1 066-11 g>a IVS10nt-11g>a TGG-+TAG 1066- 11 - -
Exon 11 c.1162G>A V388M GTG-+ATG 1162 Vai-+Met 388 
Exon 12 c.1222C>T R408W CGG-+TGG 1222 Arg-+Trp 408 
Exon 12 c.1223G>A R408Q CGG-+CAG 1223 Arg-+Gin 408 
lntron 12 c.1315+1g>a IVS12nt1g>a AGT-+AAT 1315 + 1 - -

UTR c.1378g>t 1378g>t GTC-+TTC 1378 - -

*: nomendatura sistemática e trivial das mutações, de acordo com o Banco de Dados do Consórcio 
de Análise de Mutações no Gene da PAH (http:l/www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et a/., 
1998); fs: mudança de leitura (frameshift); del: deleção; Ter: códon de terminação da transcrição; 
UTR: região não traduzida do gene; IVS: seqüência interventora (intervinient sequence); c: 
numeração de acordo com o cDNA. 
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Tabela 4.3: Polimorfismos encontrados no gene da PAH nos 30 pacientes com 
HPA por deficiência de PAH analisados neste estudo. 

Polimorfismo Nucleotídeo Aminoácido 
Região do 

Nomenclatura Nomenclatura Alteração Posição Alteração Posição gene 
sistemática* trivial* 

lntron 2 c.168+19t/c IVS2nt19t>c TTT~cn 168 + 19 - -
Exon 7 c.735G/A V245V GTG~GTA 735 Vai~ Vai 245 

Exon 12 c.1241C/T Y414Y TAC~TAT 1241 Tyr~Tyr 414 
lntron 12 c.1316-15t/c IVS12nt-15t>c GTG~GCG 1316- 15 - -
lntron 12 c.1316-35c/t IVS12nt-35c>t TAC~TAT 1316- 35 - -

"': nomenclatura sistemática e trivial dos polimorfismos, de acordo com o Banco de Dados do 
Consórcio de Análise de Mutações no Gene da PAH (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; 
Nowacki et a/., 1998); IVS: seqüência interventora (intervinient sequence); c: numeração de acordo 
com o cDNA. 

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

Freqüência (%) Freqüência 
Mutação Métodos de detecção (número de alelos) total(%) 

RS se 
L 15/S16fsdeiCT SSCP I Seqüenciamento 2,4 (1) - 1,8 

IVS2nt5g>c SSCP I Seqüenciamento 4,9 (2) 14, 3 (2_} 7,3 
F55fsdeiT SSCP I Seqüenciamento 2,4(1) - 1,8 

IVS2nt-13t>g SSCP I Seqüenciamento - 7,1(1) 1,8 
165T SSCP I Digestão 17,1 (7) 21, 4 (3) 18,2 

N1331Q134fsdeiATCA SSCP I Seqüenciamento 2,4 (1) - 1,8 
R158Q SSCP I Seqüenciamento 2,4(1} - 1,8 
R252W SSCP I Digestão* 2,4 (1) - 1,8 
R261Q SSCP I Digestão 9,8 (4} - 7,3 
R261X SSCP I Digestão 2,4 (1) 28,6 (4) 9,1 
R270K SSCP I Seqüenciamento 2,4 (1) - 1,8 
P281L SSCP I Seqüenciamento 4,9 (2) - 3,6 

IVS7nt1_g>a SSCP I Se_qüenciamento 2,4 (1) - 1,8 
IVS1 Ont-11 g>a SSCP I Digestão - 7,1 (1) 1,8 

V 388M SSCP I Digestão* 7,3 (3) 7,1 (1) 7,3 
R408W SSCP I Digestão 9,8 (4) 7,1 (1) 9,1 
R408Q SSCP I Següenciamento 2,4 (1_} - 1,8 

IVS 12nt1 g>a SSCP I Digestão 7,3 (3) - 5,5 
1378g>t SSCP I Seqüenciamento 2,4 (1) - 1,8 

Total de alelos 85,4 (35) 92,9 (13) 87,3 
identificados 

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

Freqüência (%) Freqüência 
Polimorfismo Métodos de detecção (número de alelos) total(%) 

RS se 
IVS2nt19t>c SSCP I Seqüenciamento 9,8l4l 50,0 (7) 20,0 

V245V SSCP I Seqüenciamento 14,6 (6) - 10,9 
Y414Y SSCP I Seqüenciamento 2,4 (1) - 1,8 

IVS 12nt-15t>c SSCP I Seqüenciamento 4,9 (2) 7,1 (1) 5,5 
IVS 12nt-35c>t SSCP I Seqüenciamento 4,9 (2) 14,3 (2) 7,3 

Tabela 4.6: Genótipos encontrados nos 30 pacientes com deficiência de PAH. 

Paciente Genótipo Polimorfismos encontrados 
1* R261X IVS1 Ont-11_g>a IVS2nt19t>c (homozl_goto) 
2 165T IVS2nt~c IVS2nt 19t>c e IVS 12nt -35c>t 
3* R261X ? IVS2nt19t>c 
4 R408W P281L -

5* (C) R408W R408W -
6* V388M IVS2nt-13t>_g_ -

7* (C) IVS2nt5g>c IVS2nt5g>c IVS2nt19t>c (homozigoto) e 
IVS12nt-35c>t_{homoz.!_g_oto) 

8* R261X R261X IVS2nt19t>c J.homoz_!g_oto) 
9 R408W F55fsdeiT -

10 (C) IVS2nt5g>c IVS2nt5g>c IVS2nt19t>c (homozigoto), 
IVS12nt-35c>t (homozigoto) e 

IVS12nt-15t>c 
11 R408Q 1378g>t V245V (homozigoto) e IVS12nt-15t>c 
12 R252W ? V245V 
13* 165T 165T -
14 R158Q R270K V245V 
15 165T IVS12nt1_g>a -
16 N133/Q134fsdeiATCA ? Y414Y e IVS2nt19t>c 
17 165T R261X IVS2nt19t>c 
18 R408W R261Q -
19* 165T IVS2nt5g>c IVS2nt19t>c, IVS12nt-35c>t e 

IVS12nt-15t>c 
20 165T ? V245V 
21 165T P281L -
22 IVS7nt1g>a V388M V245V 
23 R408W ? -
24 R261Q R261Q -

25 (C) 165T 165T -
26 (C) L 15/S16fsdeiCT L 15/S 16fsdeiCT -

27 V388M V388M -
28 R261Q IVS12nt1 g>a -
29 165T ? -
30 IVS12nt1 g>a ? -

*Pacientes com HPA por deficiência de PAH de Santa Catarina; (C): pacientes homozigotos filhos de 
pais consangüíneos. 
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4.6- CORRELAÇÃO DA ANÁLISE MOLECULAR COM OS ASPECTOS CLÍNICOS E 

BIOQUÍMICOS DOS PACIENTES COM HPA POR DEFICIÊNCIA DE PAH. 

O genótipo e os parâmetros bioquímicas e clínicos observados nos pacientes 

são demonstrados nas tabelas 4.7, 4.8, 4.9, 4.1 O e 4.11. 

4.6.1- PACIENTES COM DIAGNÓSTICO PRECOCE 

A tabela 4. 7 compara os parâmetros bioquímicas com os valores da ARP dos 

pacientes diagnosticados precocemente. A quantidade de Phe tolerada na dieta 

apresentou forte correlação com os níveis de Phe durante o tratamento (r:-0,68= p<0,002) 

e pré-tratamento (r:-0,64= p<0,004), e uma fraca correlação com os níveis de Tyr durante 

o tratamento (r:0,46= p<0,05). Uma forte correlação também foi observada entre os níveis 

de Phe e Tyr pré-tratamento (r:0,61= p<0,007). Apenas uma fraca correlação entre os 

valores da ARP e os níveis de Tyr durante o tratamento (r:0,54= p<0,05) foi observada. 

Os valores de ARP apresentaram uma tendência à correlação com os níveis de Tyr pré

tratamento, a qual não foi significativa (r:0,49= p=0,09). De acordo com a análise de 

regressão linear múltipla, os níveis de Phe no diagnóstico e durante o tratamento foram 

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

4.32a e b). 

4.6.2- PACIENTES COM DIAGNÓSTICO TARDIO 

Não foi observado nenhuma correlação entre os parâmetros bioquímicas e 

clínicos com os valores da ARP dos pacientes diagnosticados tardiamente. O coeficiente 

de Pearson mostrou que os níveis de Phe durante o tratamento apresentaram correlação 

com a quantidade de Phe tolerada na dieta (r:-0,55= p<0,05) (figura 4.32c). De acordo 

com o teste exato de Fischer, não houve diferenças entre os parâmetros clínicos (retardo 

mental, convulsões e EEG alterado). O teste U de Mann-Whitney demonstrou que não 

houve associação entre o Ql e as outras variáveis do quadro clínico e nem entre este 

último e os parâmetros bioquímicas ligados ao diagnóstico e tratamento da doença 

(p>0,05). Estes resultados são mostrados na tabela 4.8. 
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4.6.3 - CLASIFICAÇÃO FENOTÍPICA DOS PACIENTES QUANTO À QUANTIDADE DE 

PHE TOLERADA NA DIETA CONTROLADA 

De acordo com a tolerância à Phe da dieta, os pacientes foram agrupados em 

3 categorias: PKU clássica, PKU moderada e PKU leve, segundo os testes de Mann

Whitney, Kruskai-Wallis e Dunn. Não foi possível classificar 2 pacientes (2 e 25), devido à 

dificuldade de obter dados confiáveis referentes à terapia dietética. Dentre os pacientes 

com diagnóstico precoce, foi observado que os níveis de Phe pré-tratamento e durante o 

tratamento foram maiores nos pacientes com PKU clássica que nos pacientes com a 

forma leve (p<0,03). Os pacientes com PKU leve ou moderada exibiram uma tolerância à 

Phe da dieta controlada maior que a observada nos pacientes com PKU clássica (p<0,03). 

Não houve diferença entre os pacientes com PKU leve e PKU moderada quanto aos 

parâmetros testados (tabela 4.9). 

Dentre os pacientes com diagnóstico tardio, foi observado que os valores da 

ARP e a quantidade de Phe tolerada na dieta foram maiores nos pacientes com PKU 

moderada que nos pacientes com PKU clássica (p<0,03). 

Os pacientes com PKU clássica e diagnóstico precoce apresentaram níveis de 

Phe pré-tratamento maiores que os observados nos pacientes com diagnóstico tardio e 

exibindo o mesmo fenótipo (p<0,02). Os pacientes com PKU clássica e diagnóstico tardio 

apresentaram os níveis de Phe durante o tratamento maiores que os encontrados nos 

pacientes com diagnóstico precoce exibindo o mesmo fenótipo (p<0,05). A quantidade de 

Phe tolerada na dieta foi maior nos pacientes com PKU moderada e diagnóstico precoce 

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

4.6.4- AVALIAÇÃO DO EFEITO DO GENÓTIPO SOBRE O METABOLISMO DA PHE 

Considerando os pacientes como um único grupo, o teste de Pearson 

demonstrou que não houve correlação entre os valores da ARP e de Phe após o teste de 

sobrecarga de Phe. Porém, os valores de Phe após a sobrecarga apresentaram uma forte 

correlação com os níveis de Phe observados durante o tratamento (r:O, 75= p<0,001) e a 

pré-sobrecarga (r:0,74= p<0,001) e uma menor correlação com a quantidade de Phe 

tolerada na dieta (r:-0,57= p<0,02). Os níveis de Phe na pré-sobrecarga apresentaram 

uma forte correlação com os níveis de Phe durante o tratamento (r:0,82= p<0,0001) e a 
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tolerância à Phe na dieta (r:-0,69= p<0,003), e menor correlação com os níveis de Phe 

pré-tratamento (r:0,54= p<0,02). A análise de regressão linear múltipla confirmou a forte 

correlação existente entre os níveis de Phe durante o tratamento e os observados após a 

sobrecarga (p<0,0005) (tabela 4.1 O e figura 32d). 

Os pacientes que receberam a sobrecarga de Phe foram agrupados conforme 

a quantidade de Phe tolerada na dieta controlada. Desta forma, os pacientes com PKU 

moderada exibiram valores de ARP maiores que os observados nos pacientes com PKU 

clássica (p<0,02). Os níveis de Phe pré-tratamento em pacientes com PKU clássica foram 

maiores que os observados em paciente com PKU leve (p<0,05). As concentrações de 

Phe durante o tratamento e na pré-sobrecarga foram maiores em pacientes com PKU 

clássica que nos pacientes com a forma leve ou moderada da doença (p<0,05). Os 

pacientes com PKU clássica exibiram níveis de Phe após a sobrecarga maiores que os 

dos pacientes com PKU leve (p<O.OS). Por outro lado, os pacientes com PKU leve ou PKU 

moderada demonstraram uma tolerância à Phe da dieta maior que a observada nos 

pacientes com PKU clássica (p<O,OS). Não houve diferença entre os pacientes com PKU 

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

4.7- EFEITO DE UMA SOBRECARGA DE ASPARTAME SOBRE O GENÓTIPO DE 

HETEROZIGOTOS PARA HPA POR DEFICIÊNCIA DE PAH. 

O efeito de um único alelo mutante no metabolismo da Phe e da Tyr foi 

avaliado sob condições de jejum e após uma sobrecarga de aspartame. Os indivíduos 

foram divididos em 3 grupos: heterozigotos com mutações graves, heterozigotos com 

mutações moderadas e controles normaj.s. Os grupos foram comparados quanto aos 

valores dos parâmetros Phe, Tyr, Phe!Tyr e Phe2/Tyr em situação de jejum e 30 minutos 

após a sobrecarga de aspartame (tabela 4.12). 

Após a sobrecarga de aspartame, foi observado um aumento significativo dos 

níveis de Phe e das relações Phe/Tyr e Phe2/Tyr nos heterozigotos com mutações graves 

(p<O,OS). No entanto, somente um aumento significativo da relação Phe!Tyr foi observado 

nos heterozigotos com mutações moderadas (p<O,OS). Quando os grupos de 

heterozigotos foram comparados entre si na situação de jejum, apenas os níveis de Phe 

se encontraram mais elevados para os heterozigotos com mutações moderadas (p<0,05). 
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Após a sobrecarga de aspartame, os grupos de heterozigotos não apresentaram 

diferenças significativas quanto aos resultados dos parâmetros analisados (p>O,OS). 

Os grupos de heterozigotos apresentaram, tanto na situação de jejum como 

após a sobrecarga de aspartame, valores dos parâmetros Phe, Phe/Tyr e Phe2/Tyr 

maiores que os observados em controles normais (p<O,OS), não ocorrendo nenhuma 

sobreposição. Por outro lado, após a sobrecarga de aspartame, os níveis de Tyr se 

mostraram mais elevados (p<O,OS) nos controles normais quando comparados com os 

observados nos heterozigotos. 



Tabela 4. 7: Correlação entre os parâmetros bioquímicas e os valores de ARP dos pacientes com diagnóstico precoce 
de HPA por deficiência de PAH. 

Pacientes Genótipo ARP Diagnóstico Tratamento Tolerância à Classificação 
(%) Phe Tyr Phe* Tyr* Phe da dieta* fenotípica 

3 R261X I? OI? 1174 44,1 791,8 ± 132,0 62,9±12,7 368 ± 37 Moderado 

5 R408W I R408W o 950 55,2 462,6 ± 245,3 51,3±7,1 385 ± 39 Moderado 

7 IVS2nt5g>c I IVS2nt5g>c o 1199 71,7 603,5 ± 88,4 70,6 ± 12,4 344 ± 31 Clássico 

9 R408W I F55fsdeiT o 1792 22,0 564,0 ± 232,0 81,1±14,3 347 ± 44 Clássico 

10 IVS2nt5g>c I IVS2nt5g>c o 1586 126,9 532,0 ± 156,2 64,0 ± 21,5 345 ± 37 Clássico 

11 R408Q I 1378g>t 55/? 515 99,3 213,4 ± 98,0 88,3 ± 28,7 467 ± 24 Leve 

12 R252W I? OI? 848 60,7 408,6 ± 230,6 71,7±16,0 388 ± 37 Moderado 

13 165T I 165T 26 726 66,2 472,5 ± 255,5 67,3±14,9 376 ±4 Moderado 

15 165T I IVS12nt1g>a 13 2948 176,6 451 ,O± 144,7 64,0 ± 13,8 340 ± 26 Clássico 

17 165T I R261X 13 2101 193,1 584,1 ± 164,0 72,3 ± 11,6 329 ± 46 Clássico 

19 165T I IVS2nt5g>c 13 1374 121,4 348,4 ± 219,7 96,0 ± 18,8 397 ± 24 Moderado 

20 165T I? 26/? 303 110,4 249,4 ± 59,9 85,5 ± 14,3 600 ± 84 Leve 

21 165T I P281L 13 2688 209,7 635,6 ± 315,0 87,2 ± 25,4 311 ± 21 Clássico 

22 IVS7nt1 g>a I V388M 21 1647 77,3 889,0 ± 95,0 73,4±17,1 345 ± 31 Clássico 

24 R261 Q I R261 Q 30 1610 226,3 597,5 ± 121,7 103,8 ± 27,0 392 ± 48 Moderado 

26 L 1518 16fsdeiCT I L 1518 16fs deiCT o 1689 77,3 637,4 ± 200,4 58,5 ± 16,0 348 ± 38 Clássico 

28 R261Q I IVS12nt1g>a 15 2542 182,1 300,2 ± 83,5 97,1 ± 18,2 395 ±55 Moderado 

30 IVS12nt1g>a I? OI? 2179 160,0 756,0 ± 99,3 50,2 ± 18,2 200 ± 47 Clássico 

ARP: atividade residual prevista da PAH, conforme estudos de expressão in vítro (tabela 1.6); níveis de Phe e Tyr no diagnóstico e durante o tratamento 
expressos em f-1-moi/L; quantidade de Phe na dieta expressa em mg/Pheldia; *média ±desvio padrão. 
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Tabela 4.8: Correlação dos parâmetros clínicos e bioquímicas com os valores de ARP dos pacientes com diagnóstico tardio de 
HPA por deficiência de PAH. 

Pacientes Genótipo ARP Phe no Phe durante o Tolerância à Aspectos clínicos Classificação 
{%) diagnóstico tratamento"' Phe da dieta"' 

Convulsões EEG Ql RM 
fenotípica 

1 R261X I IVS10nt-11g>a o 1471 922,0 ± 142,2 340 ± 28 Sim Alterado Nr Sim Clássico 

2 165T I IVS2nt5g>c 13 1247 1238,5 ± 485,5 ? Não Normal 47 Sim ? 

4 R408W I P281 L o 2784 620,5 ± 244,7 339 ± 15 Sim Alterado Nr Sim Clássico 

6 V388M I IVS2nt-13t>g 21 823 622,3 ± 146,5 360 ± 42 Sim Normal Nr Não Moderado 

8 R261X I R261X o 1078 469,7 ± 222,1 340 ± 37 Sim Nr Nr Sim Clássico 

14 R158Q I R270K 101? 1362 1015,7 ± 149,5 230 Sim Alterado Nr Sim ·Clássico 

16 N1331Q134fsdeiATCA I? OI? 1586 952,8 ± 186,4 152 ± 22 Não Alterado 49 Sim Clássico 

18 R408W I R261Q 15 1471 886,8 ± 243,3 266 ±55 Sim Nr Nr Sim Clássico 

23 R408W I? OI? 956 773,3 ± 229,0 350 Sim Alterado Nr Sim Clássico 

25 165T I 165T 26 1265 613,8±174,9 ? Sim Alterado Nr Sim ? 

27 V388M I V388M 43 1536 464,4 ± 238,0 363 ± 23 Sim Alterado Nr Sim Moderado 

29 165T/? 26/? 1217 880,8 ± 190,7 220 Não Nr 80 Não Clássico 

ARP: atividade residual prevista da PAH, conforme estudos de expressão in vitro (tabela 1.6); níveis de Phe no diagnóstico e durante o tratamento expressos em 
J..lmolll; quantidade de Phe na dieta expressa em mg/Phe/dia; "' média ± desvio padrão; EEG: eletroencefalograma; Ql: coeficiente de inteligência; RM: retardo 
mental; Nr: não realizado. 
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Tabela 4.9: Classificação fenotípica dos pacientes diagnosticados precoce e tardiamente com HPA por deficiência de PAH 

Classificação Diagnóstico precoce Diagnóstico tardio 
Fenotípica N Mutações ARP Phe 1* Phe 2* Phe 3* N Mutações ARP(%) Phe 1* Phe 2* Phe 3* 

(%)* 
L 15/S16fsdeiCT; 

IVS2nt5g>c; 165T; 
F55fsdeiT; 165T; N133/Q134fsdel4pb; 

PKU R261X; P281 L; o- 21 1199-2948 451 - 889 200- 347 R158Q; R261 Q; o- 15 956- 2784 470- 1016 152- 350 
Clássica 9 IV7nt1g>a; 7,5 ± 8.4 1981 ± 558 628 ± 128 323 ± 48 8 R261X; R270K; 3,7 ± 7,5 1491 ±564 815 ± 185 280 ± 74 

V388M; R408W; P281 L; IVS1 Ont-
IVS12nt1_g>a 11g>a R408W 
IVS2nt5g>c; 

165T; R252W; 
PKU 7 R261Q; R261X; o- 30 726- 2542 300- 792 368- 397 2 IVS2nt-13t>g; 21 - 43 823- 1536 464-622 360- 363 

moderada R408W; 17 ± 12 1318±621 483 ± 166 386 ± 11 V388M 32 ± 16 1180 ± 504 543 ± 112 362 ±2 
IVS12nt1g>a 

PKU 2 165T; R408Q; ? 303- 515 213-249 467 - 600 - - - - - -
Leve 1378g>t 409 ± 150 231 ± 25 534 ± 94 

Pacientes - - - - - - 2 165T; IVS2nt5g>c 13- 26 1247- 1265 614- 1238 ? 
não 19,5±9 1256 ± 13 926 ± 442 

classificados 

n: tamanho da amostra; ARP: atividade residual prevista da PAH, conforme estudos de expressão in vitro (tabela 1.6); Phe 1 e Phe 2: níveis de Phe no diagnóstico e 
durante o tratamento (~tmoi/L); Phe 3: quantidade de Phe na dieta controlada (mg de Phe por dia); *: média ±desvio padrão. 
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Tabela 4.10: Efeito do genótipo sobre o metabolismo da Phe após uma sobrecarga de Phe em 17 pacientes 
com HPA por deficiência de PAH. 

Paciente Genótipo ARP (%) Phe no Phe durante Tolerância à Níveis de Phe 

diagnóstico o tratamento"' Phe da dieta"' Pré-sobrecarga Após a sobrecarga 

1 R261XI IVS10nt-11g>a o 1471 922,0 ± 142,2 340 ± 28 823,2 1622,3 

2 165T I IVS2nt5g>C 13 1247 1238,5 ± 485,5 ? 726,4 1380,1 

7 IVS2nt5g>c I IVS2nt5g>c o 1199 603,5 ± 88,4 344 ± 31 599,3 774,8 

8 R261X I R261X o 1078 469,7 ± 222,1 340 ± 37 780,9 1924,9 

10 IVS2nt5g>c I IVS2nt5g>c o 1586 532,0 ± 156,2 345 ± 37 562,9 780,9 

11 R408Q I 1378g>t 55/? 515 213,4 ± 98,0 467 ± 24 108,9 417,7 

12 R252W I? ' OI? 848 408,6 ± 230,6 388 ± 37 284,5 1234,9 

13 165T I I65T 26 726 472,5 ± 255,5 376 ±4 435,8 1168,3 

14 R158Q I R270K 10/? 1362 1015,7 ± 149,5 230 992,7 1622,3 

17 165T I R261X 13 2101 584,1 ± 164,0 329 ± 46 690,1 811 11 

18 R408W I R261 Q 15 1471 886,8 ± 243,3 266 ±55 1004,8 1888,6 

19 165T I IVS2nt5g>c 13 1374 348,4 ± 219,7 397 ± 24 157,4 805,1 

20 165T I? 26/? 303 249,4 ± 59,9 600 ± 84 302,7 587,2 

21 165T I P281 L 13 2688 635,6 ± 315,0 311 ± 21 756,6 847,4 

22 IVS7nt1g>a I V388M 21 1647 889,0 ± 95,0 345 ± 31 1218,5 1834,1 

24 R261Q I R261Q 30 1610 597,5±121,7 392 ± 48 629,5 678,0 

27 V388M I V388M 43 1536 464,4 ± 238,0 363 ± 23 490,3 684,0 

ARP: atividade residual prevista da PAH, conforme estudos de expressão ín vítro (tabela 1.6); níveis de Phe e Tyr no diagnóstico, durante o 
tratamento, antes e após a sobrecarga expressos em ~tmolll; quantidade de Phe na dieta expressa em mgiPheldia;"' média ±desvio padrão. 
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Figura 4.32: Comparação entre os parâmetros bioquímicos de diagnóstico e tratamento: A) 
Correlação entre os níveis de Phe pré-tratamento e a quantidade de Phe tolerada na dieta em 
pacientes com diagnóstico precoce; 8) Correlação entre os níveis de Phe durante o tratamento e 
a quantidade de Phe tolerada na dieta em pacientes com diagnóstico precoce; C) Correlação 
entre os níveis de Phe durante o tratamento e a quantidade de Phe tolerada na dieta em pacientes 
com diagnóstico tardio; O) Correlação entre os níveis de Phe na sobrecarga e durante o 
tratamento em 17 pacientes. 



Tabela 4.11: Efeito do genótipo sobre o metabolismo da Phe após uma sobrecarga de Phe: Classificação fenotípica 
dos 17 pacientes com HPA por deficiência de PAH. 

Phe no Phe durante o Tolerância à Níveis de Phe"' 
Fenótipo N Mutações ARP (%) diagnóstico"' tratamento"' Phe da dieta"' 

Pré-sobrecarga Após a sobrecarga 

IVS2nt5g>c; 165T; R158Q; 
R261Q; R261X; R270K; 

PKU 9 P281L; IVS7nt1g>a; o- 21 1078- 2688 470-1016 230- 345 563 - 1218 775- 1925 
Clássica IVS10nt-11g>a; V388M; 7,8 ± 8,6 1623 ± 494 726 ± 200 317±41 825 ± 212 1345 ± 524 

R408W 

PKU 5 IVS2nt5g>c; 165T; R252W; 13- 43 726- 1610 348- 597 363- 397 157- 629 678- 1235 
moderada R261Q; V388M 28,0 ± 12,0 1219 ± 406 458 ± 92 383 ± 14 400 ± 183 914±268 

PKU 2 165T; R408Q; 1378g>t ? 303- 515 213-249 467- 600 109- 303 418- 587 
Leve 409 ± 150 231 ± 25 534 ± 94 200 ± 137 502 ± 120 

Paciente não 1 165T; IVS2nt5g>c 13 1247 1238 ? 726 1380 
classificado 

n: tamanho da amostra; ARP: atividade residual prevista da PAH, conforme estudos de expressão in vitro (tabela 1.6); níveis de Phe no diagnóstico, 
durante o tratamento, antes e após a sobrecarga expressos em ~Lmoi/L; quantidade de Phe na dieta expressa em mg/Phe/dia; "' média e desvio padrão. 

;:o 
(1) 
(/) 
c 
;::;: 
Q) 
o. 
o 
(/) 



Tabela 4.12: Efeito do teste de sobrecarga oral de aspartame (100 mg/kg) em heterozigotos para HPA por deficiência de PAH 
portadores de mutação graves ou moderadas e em controles normais. 

Grupos Alelo mutante Antes da sobrecarga Após a sobrecarga 
Phe* Tyr* Phe/Tyr Phe2/Tyr Phe* Tyr* Phe/Tyr Phe2/Tyr 

P281L 77 67 1 '15 88 94 59 1,59 149 
Mutação grave R408W 93 60 1,55 145 107 62 1,73 185 

(n= 4) IVS12nt1g>a 108 73 1,48 160 124 70 1,77 220 
IVS12nt1g>a 70 57 1,23 86 109 73 1,50 164 

Intervalo 70- 108 57-73 1 '15- 1,55 86- 160 94- 124 59-73 1,50- 1,77 149- 220 
Média± DP s7 ± 1r 64 ± 7 1,35 ± 0,19a 120 ± 383 109 ± 9a,b 66 ±7 1,65±0,13a,b 180 ± 31a,b 

V 388M 105 57 1,84 194 91 50 1,82 165 
Mutação moderada R261Q 113 69 1,63 185 126 64 1,97 249 

(n= 8) R261Q 116 64 1,82 210 149 77 1,93 288 
165T 94 77 1,22 115 113 68 1,66 187 
165T 113 94 1,20 135 106 71 1,50 159 
165T 113 102 1 '10 125 103 94 1,09 112 
165T 111 46 2,40 267 130 51 2,57 335 
165T 95 58 1,64 156 85 52 1,63 139 

Intervalo 94-116 46- 102 1 '10- 2,40 115-267 85-149 50-94 1,09-2,57 112- 335 
Média± DP 108 ± 9a,c 71 ± 19 1,61 ± 0,43a 173 ± 51a 113±21a 66 ± 15 1,77±0,43a,b 204 ± 783 

Controles 
(n= 6) 

Intervalo 53-66 60-87 0,70- 1,01 38-63 64-84 64-93 0,76- 1,01 54-79 
Média± DP 59± 5 73 ± 11 0,83 ±O, 13 49 ± 10 75 ± 7b 82 ± 11 3 0,93 ± 0,1 69 ± 11b 

DP: desvio padrão; *: os valores de Phe e Tyr são expressos em flmoi/L; 3
: diferenças significativas entre heterozigotos e controles normais (p<O,OS); b: efeito 

significativo da sobrecarga de aspartame em cada grupo (p<O,OS); c: diferenças significativas entre grupos de heterozigotos (p<O,OS). ~ 
U1 
s:: 
;:::;: 
Q) 
c. 
o 
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5. DISCUSSÃO 
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5.1- DETECÇÃO DE MUTAÇÕES COMUNS 

Os portugueses chegaram ao Brasil no século XVI e a partir do século XIX, a 

imigração de povos europeus para o Brasil se intensificou. A região sul recebeu 

imigrantes provenientes principalmente da Península Ibérica (Portugal e Espanha), da 

Itália e do norte e leste europeus (Alemanha e Polônia). Estes grupos europeus, 

juntamente com os índios que já habitavam o Brasil e os africanos, que chegaram como 

escravos na segunda metade do século XVI, formam a população desta região. 

Considerando estes fatos histórico-demográficos, a presença de mutações comuns no 

gene da PAH nas populações européias citadas acima foi investigada no sul do Brasil. 

O emprego combinado das técnicas de SSCP e de análise por digestão com 

enzimas de restrição específicas permitiu a investigação dessas mutações comuns na 

nossa amostra, entre elas a 165T, R252W, R261X, R261Q, IVS10nt-11g>a, V388M, 

R408W e a IVS12nt1g>a. As mutações R408W e IVS12nt1g>a são comumente 

observadas em pacientes da Alemanha (Horst et a/., 1993) e Polônia (Jaruzelska et a/., 

1993), enquanto que as mutações 165T, R252W, R261X, R261Q, IVS10nt-11g>a e 

V388M apresentam freqüências elevadas na Itália (Dianzani et a/., 1995a) e Península 

Ibérica (Ri v era et ai., 1998; Desviat et a/., 1999). 

Por outro lado, o grupo de mutações comuns encontrado em nosso estudo é 

muito diferente do observado em pacientes chineses (Okano et a!., 1992), coreanos 

( Okano et a!., 1994) e japoneses ( Okano et a/., 1998), conforme esperado. 

Com exceção da mutação R261 X, a qual é mencionada em poucos estudos e 

apresenta freqüências muito baixas, as outras estão entre as 20 mutações mais 

freqüentes, conforme o Banco de Dados do Consórcio de Análise de Mutações no Gene 

da PAH (PAHdb) (http://wvvvv.blizzard.cc.m,.cgill.ca/pahdb/; Nowacki et ai., 1998). 

Vários estudos revelaram a ocorrência de poucas mutações freqüentes e um 

grande número de mutações raras na maioria das populações (Güttler e Guldberg, 1996). 

Por exemplo, as mutações IVS10nt-11g>a, L48S, R158Q, R261Q, P281L e R261X são 

responsáveis por 42,0% dos casos de deficiência de PAH em pacientes italianos, sendo 

as demais muito raras (Dianzani et a/., 1995a). O mesmo ocorre em pacientes 

portugueses, onde 44,0% dos genótipos apresentam as mutações IVS 1 Ont -11 g>a, 

R261 Q, V388M, 165T, P281 L e R252W (Rivera et a/., 1998), e nos pacientes espanhóis, 

onde as mutações IVS10nt-11g>a, A403V, 165T, V388M, R261Q e R243Q são 
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responsáveis por 38,0% dos genótipos causadores de HPA por deficiência de PAH 

(Desviat et a/., 1999). 

De fato, nosso estudo mostrou que um pequeno número de mutações 

freqüentes é detectada na grande maioria dos alelos e um grande grupo de mutações 

raras ocorre nos demais casos. As tabelas 4.4 e 4.5 (vide resultados) mostram a 

freqüência alélica relativa das alterações encontradas no presente estudo. As mutações 

mais freqüentes foram 165T (18,2%), R408W (9, 1 %), R261X (9, 1 %), IVS2nt5g>c (7,3%),' 

R261Q (7,3%) e V388M (7,3%), as quais representam 58,3% do total de alelos mutantes, 

enquanto as 13 mutações restantes apresentaram freqüências entre 1,8% e 5,5%. 

5.2 -IDENTIFICAÇÃO DE MUTAÇÕES RARAS E POLIMORFISMOS 

Através do seqüenciamento direto foram identificadas as seguintes alterações: 

L 15/S16fsdeiCT, IVS2nt5g>c, F55fsde1T, IVS2nt-13t>g, N133/Q134fsdeiATCA, R158Q, 

R270K, P281 L, IVS7nt1 g>a e R408Q, todas previamente descritas por outros estudos. 

Além disso, os seguintes polimorfismos também foram encontrados: IVS2nt19t>c, V245V, 

Y414Y e IVS12nt-35c>t. 

Os resultados do seqüenciamento direto de DNA mostraram que dentre as 

mutações causadoras de HPA por deficiência de PAH, as alterações que ocorreram mais 

de uma vez foram IVS2nt5g>c (4/55) e P281L (2/55). As mutações R158Q, P281L, 

IVS7nt1 g>a e R408Q têm sido bastante relatadas, exceto a mutação F55fsdeiT, a qual é 

descrita em 21 estudos. Por outro lado, as mutações L 15/S16fsdeiCT, IVS2nt5g>c, 

IVS2nt-13t>g, N133/Q134fsdeiATCA e R270K têm sido pouco documentadas. 

(http://VV\N'N.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et ai., 1998). 

A mutação IVS2nt5g>c foi descrita em pacientes da Bulgária (Kalaydjieva et ai., 

1993), Romênia (Popescu et a/., 1994), Alemanha, Bélgica, Turquia 

(http://VV\N'N.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et a/., 1998), Egito (Effat et a/., 1999) e 

Brasil (Acosta et a/., 2000). A mutação L 15/S16fsdeiCT foi inicialmente descrita em um 

paciente alemão (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/) e posteriormente foi observada 

em dois pacientes: um australiano (Ramus et a/., 1995; Ramus et a/., 1999) e um checo 

(Kózak et a!., 1997). A mutação IVS2nt-13t>g foi descrita em um paciente italiano (Bosco 

et a/., 1998). A deleção N133/Q134fsdeiATCA foi observada em um caso nos Estados 

Unidos (Guldberg et a/., 1996; Güttler et a/., 1999). Por sua vez, a mutação R270K tem 
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sido observada em pacientes portugueses (Leandro et a/., 1993; Rivera et a/., 1998), 

tártaros (Kuzmin et a/., 1995), americanos (Guldberg et a/., 1996) e brasileiros (Acosta et 

ai., 2000). 

Os polimorfismos IVS2nt19t>c e V245V têm sido bastante relatados. No 

entanto, os polimorfismos Y414Y e IVS12nt-35c>t têm sido pouco documentados. 

(http://WvVW.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et ai., 1998). O polimorfismo Y414Y foi 

inicialmente descrito na Dinamarca (Guldberg e Güttler, 1993), sendo posteriormente 

observado entre ingleses, belgas (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et a/., 

1998), americanos (Guldberg et ai., 1996) e canadenses (Carter et a!., 1998). O 

polimorfismo IVS12nt-35c>t foi observado em pacientes belgas (François et a/., 1994), 

tártaros (Kuzmin et ai., 1995), noruegueses (Eiken et ai., 1996), espanhóis (Pérez et a/., 

1997) e egípcios (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et a!., 1998). 

5.3 -IDENTIFICAÇÃO DE MUTAÇÕES NOVAS 

Neste estudo, foram identificadas duas alterações novas no gene da PAH: 

1378g>t e IVS 12nt-15t>c. 

Mutações nas regiões não codificadoras do gene da PAH (promotoras, sítios 

de poliadenilação e distantes dos sítios de junção exon-íntron) podem também causar 

deficiência de PAH (Kozák et a/., 1997). A alteração 1378g>t, identificada neste estudo, é 

causada por transversão de uma guanina por uma timina, localizada na extremidade 3' do 

gene a 19 nucleotídeos após o códon de terminação (T AA) do exon 13. Alguns motivos 

sugerem que esta alteração pode ser uma nova mutação associada à HPA por deficiência 

de PAH: 

(1) Na técnica de SSCP, o fragmento com este alelo mutante apresentou um padrão de 

migração alterado, distinto e único em relação às outras amostras analisadas do 

mesmo fragmento; 

(2) a presença deste alelo foi encontrada somente em um paciente com PKU leve, o qual 

já tinha sido identificada a mutação R408Q no outro cromossomo. 

Para descobrir se a alteração 1378g>t está associada à HPA por deficiência de 

PAH, é preciso determinar a freqüência desta alteração em 100 cromossomos normais. 

Desta forma, foi realizado um estudo populacional em 50 indivíduos controles, nos quais 
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não foi encontrado esta alteração. Este achado indica que a alteração 1378g>t pode estar 

associada à HPA por deficiência de PAH. 

A alteração nova IVS12nt-15t>c foi considerada um polimorfismo, pois foi 

encontrada em 3 pacientes que apresentavam 2 mutações descritas previamente e 

associadas à HPA por deficiência de PAH. 

5.4- FREQÜÊNCIA DAS MUTAÇÕES E POLIMORFISMOS NO GENE DA PAH 

As técnicas de biologia molecular foram empregadas para determinar o 

genótipo de 30 pacientes com HPA por deficiência de PAH, perfazendo um total de 60 

alelos analisados. Entretanto, no cálculo de freqüência alélica, foram considerados 

apenas 55 alelos, pois 5 pacientes homozigotos são filhos de pais consangüíneos. 

A ampla variedade de genótipos é o reflexo da heterogeneidade molecular no 

locus da PAH. Na maioria dos estudos foram observados 20 ou mais mutações diferentes 

associadas à HPA por deficiência de PAH, sendo a distribuição e freqüência das mesmas 

diferentes entre as populações ( Jaruzelska et ai., 1993; Dianzani et ai., 1995a; Tyfield et 

a/., 1997; Carter et a/., 1998; Okano et a/., 1998; Rivera et ai., 1998; Desviat et a/., 1999; 

Effat et a/., 1999). 

Esta heterogeneidade esteve presente em nosso estudo, onde 24 alterações 

(18 mutações associadas à HPA por deficiência de PAH, 4 polimorfismos e 2 alterações 

novas: IVS12nt-15t>c e 1378g>t), conferindo 26 genótipos diferentes associados à 

doença, foram observadas nos 30 pacientes com deficiência de PAH analisados. Foi 

possível a identificação de pelo menos uma mutação patogênica em todos os pacientes 

analisados (tabela 4.6- vide resultados). 

As alterações no gene da PAH ficaram distribuídas da seguinte maneira: 9 

mutações de sentido trocado (165T, R158Q, R252W, R261 Q, R270K, P281 L, V388M, 

R408W e R408Q), 5 mutações de sítios de junção (IVS2nt5g>c, IVS2nt-13t>g, 

IVS7nt1g>a, IVS10nt-11g>a e IVS12nt1g>a), 3 deleções (L 16/S16fsdeiCT, F55fsdeiT e 

N133/Q134fddeiATCA), 1 mutação sem sentido (R261X), 4 polimorfismos (IVS2nt19t>c, 

V245V, Y414Y e IVS12nt-35c>t). A tabela 5.1 mostra que esta distribuição está de acordo 

com a observada no PAHdb e em outros estudos (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; 

Nowacki et a/., 1998; Scriver et a/., 2000). As alterações novas IVS12nt-15t>c e 1378g>t 

não estão incluídas neste grupo. 
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Tabela 5.1: Freqüência dos tipos de alterações no gene da PAH: (última 
consulta: maio de 2000). 

Tipo de Mutações identificadas Banco de dados 
Alteração no presente estudo (%} (%) 

Mutações de ponto de sentido trocado 9 (40,9) 255(61,9) 
Deleções 3 (13,6) 56 (13,6) 

Mutações de sítios de junção 5 (22,7) 47(11,4) 
Mutações silenciosas I poli morfismos 4 (18,2) 27 (6,6) 

Mutações de ponto sem sentido 1(4,5) 22(5,3) 
Inserções o 5 (1,2) 

Total 22 (100,0) 412 (100,0) 

Não houve diferença estatisticamente significante entre os tipos de mutações encontradas em nosso 
estudo e os tipos do PAHdb (p>O,OS). 

A quantidade de indivíduos homozigotos em uma determinada população, 

indica o grau de variação genética no /ocus do gene da PAH que a mesma apresenta: 

quanto maior for o número de homozigotos, mais homogênea será a população em 

relação às mutações no gene da PAH (Avigad et ai., 1990; Guldberg et ai., 1996). A 

freqüência de genótipos homoalélicos observada no presente estudo foi de 30,0% (9/30), 

envolvendo 7 mutações diferentes e semelhante às taxas (em torno de 25,0% a 30,0%) 

encontradas em populações heterogêneas e miscigenadas da Europa (Guldberg et a/., 

1993; Dianzani et ai., 1995a; Desviat et a/., 1997; Kayaalp et a/., 1997; Pérez et a/., 1997; 

Rivera et a/., 1998). 

A tabela 5.2 compara a freqüência das mutações encontradas em nossa 

amostra de pacientes e as freqüências observadas em outros países da América do Sul 

(Chile), América do Norte, Europa, Ásia e Oceânia. A freqüência encontrada para a 

mutação 165T foi semelhante às observadas nos pacientes ingleses/escoceses, 

irlandeses e australianos (p>0,05) e superior às encontradas nos demais estudos 

(p<0,005). A mutação R408W apresentou uma freqüência maior que as observadas nos 

pacientes italianos (p<0,01) e portugueses (0,003) e inferior às freqüências observadas 

nos pacientes alemães (p<0,018), poloneses (p<0,0001 ), ingleses/escoceses (p<0,05), 

irlandeses (p<0,007), romenos (p<0,001) e estonianos (p<0,0001). A mutação R261X 

apresentou uma freqüência semelhante à verificada em pacientes italianos (p>O,OS) e 

superior à encontrada nos estudos realizados em Portugal (p<0,001) e Bélgica (p<O,OOS). 

A freqüência da mutação R261 Q foi superior às observadas nos pacientes 

poloneses (p<0,03), ingleses/escoceses (p<0,003) e irlandeses (p<0,02), porém inferior à 
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descrita para pacientes suíços (p<0,003). A mutação V388M apresentou uma freqüência 

similar às observadas nos pacientes chilenos, espanhóis e portugueses (p>0,05) e foi 

significativamente maior que as freqüências observadas nos pacientes americanos 

(p<0,004) e japoneses (p<0,05). A freqüência da a mutação IVS12nt1g>a foi de 5,5%, 

semelhante à observada na maioria dos estudos prévios, sendo apenas inferior à 

freqüência observada em um estudo realizado com pacientes canadenses (p<0,05). As 

freqüências das mutações IVS2nt5g>c (7,3%) e P281 L (3,6%) não são estatisticamente 

diferentes das freqüências observadas nos outros estudos (p>0,05) (tabela 5.2). 

Em um estudo anterior, realizado em 17 pacientes de Porto Alegre, foi 

investigado a presença das três mutações mais freqüentes na Península Ibérica (165T, 

IVS 1 Ont-11 g>a e V388M) e duas mutações prevalentes nas regiões leste e norte 

européias (R408W e IVS12nt1g>a) (Pérez et a!., 1996). A mutação IVS10nt-11g>a não foi 

detectada neste estudo e as freqüências relativas encontradas para as mutações 165T 

(20,0%), V388M (6,0%), R408W (6,0%) e IVS12nt1g>a (6,0%) foram semelhantes às 

observadas em nosso estudo (p>O, 05). 

As freqüências das mutações observadas em nosso estudo foram comparadas 

com as freqüências obtidas em um estudo realizado no estado de São Paulo (Pérez et a!., 

1996; Acosta et a!., 2000). As mutações mais freqüentes em São Paulo foram IVS1 Ont-

11g>a (17,4%), R261Q (12,2%), V388M (9,1%), R252W (6,5%) e R270K (4,8%). As 

mutações R261 Q, V388M, R252W e R270K apresentaram freqüências semelhantes em 

nosso estudo. As freqüências das mutações 165T (3,5%) e R408W (3,5%) nos pacientes 

de São Paulo foram menores que as observadas no nosso estudo (p<0,007 e p<0,04, 

respectivamente). Por outro lado, a mutação IVS 1 Ont-11 g>a foi mais prevalente entre os 

pacientes de São Paulo (p<0,005). 

De Lucca e colaboradores (1999), a partir da análise das 5 mutações mais 

freqüentes na Europa em 448 alei os mutantes de pacientes do Brasil (estado de São 

Paulo), Chile, Argentina e Venezuela, demonstraram a presença nestes alei os das 

mutações mais comuns na Península Ibérica (IVS1 Ont-11 g>a, 165T e V388M) e na Europa 

Oriental e Setentrional (R408W e IVS 12nt1 g>a) (De Lucca et a!., 1999). Apesar da 

diferença no delineamento do estudo, este achado é semelhante aos nossos resultados, 

onde as mutações 165T, R408W, V388M e IVS12nt1g>a estão entre as mais freqüentes 

encontradas em nosso estudo. No entanto, a mutação IVS1 Ont-11 g>a foi encontrada em 

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



Tabela 5.2: Freqüência alélica relativa de mutações encontradas no gene da PAH em diferentes populações 

Mutações 

População 165T R408W R261X IV2nt5g>c R261Q V388M IVS12nt1g>a P281L Referências 

Brasileira 18,2 (10/55) 9,1 (5/55) 9,1 (5/55) 7,3 (4/55) 7,3 (4/55) 7,3 (4/55) 5,5 (3/55) 3,6 (2/55) Presente estudo 

Chilena 13,0 (19/146) g 

Americana 4,1 (12/294) 18,7 (55/222) 2,4 (7/294) 0,7 (2/294) 7,8 (23/294) 2,7 (8/294) k 

Canadense 4,4 (6/135) 11,1 (15/135) 5,9 (8/135) 17,8 (24/135) 2,2 (3/135) o 

Espanhola 6,7 (26/390) 4,1 (16/390) 6,2 (24/390) 2,3 (3/129) r, m 

Portuguesa 5,4 (12/222) 0,9 (2/222) 0,4 (1/222) 10,4 (23/222) 8,6 (19/222) 4,5 (1 0/222) q 

Italiana 1,1 (2/177) 4,5 (8/177) 5,1 (9/177) 2,8 (5/177) 5,1 (9/177) h 

Francesa 5,9 (22/372) 6,2 (23/372) 5,6 (21/372) a 

Suíça 6,0 (3/50) 32,0 (16/50) 4,0 (2/50) a 

Belga 2,8 (7/246) 6,9 (17/246) 1,2 (3/246) 6,9 (17/246) 15,0 (37/246) 6,9 (17/246) d 

Alemã 24,5 (80/326) 61 1 (20/326) 14,4 (47/326) b 

Polonesa 63,4 (90/142) 0,7 (1/142) 4,9 (7/142) c 

Romena 45,5 (1 0/22) 4,5 (1/22) 9,1 (2/22) 9,1 (2/22) 4,5 (1/22) f 

Estoniana 84,0 (57/68) 1,5 (1 /68) 2,9 (2/68) I 

Inglesa I escocesa 12,0 (59/490) 21 (1 03/490) 1,0 (5/490) 13,7 (67/490) 1,0 (5/490) n 

Irlandesa (Norte) 20,2 (49/242) 27,6 (67/242) 1,2 (3/242) 3,3 (8/242) j 

Judia (askhenazi) 2,8 (4/144) 6,3 (9/144) e 

Egípcia 15,4 (4/26) 11,5 (3/26) s 

Australiana 18,1 (15/83) 19,3 (16/83) 4,8 (4/83) 15,7 (13/83) 1,2 (1/83) i 

Japonesa 1,2 (1/82) p 

a: E1sensm1th et ai., 1992; b: Horst et a/., 1993; c: Jaruzelska et ai., 1993; d: Franço1s et ai., 1994; e: Kle1man et a/., 1994; f: Popescu et a/., 1994; g: Desv1at et ai., 
1995; h: Dianzani et a/., 1995a; i: Ramus et ai., 1995; j: Zschocke et ai., 1995; k: Guldberg et ai., 1996; 1: Lillevalli et a/., 1996; m: Pérez et a/., 1997; n: Tyfield et 
ai., 1997; o: Carter et ai., 1998; p: Okano et a/., 1998; q: Rivera et a/., 1998; r: Desviat et a/., 1999; s: Effat et a/., 1999. 
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Considerando o pequeno tamanho de nossa amostra, não foi possível 

comparar o espectro de mutações verificado entre os pacientes do Rio Grande do Sul e 

de Santa Catarina (tabelas 4.4, 4.5 e 4.6). As diferenças entre as freqüências das 

mutações encontradas nos pacientes destes estados podem ser ocasionais. No entanto, 

alguns achados merecem destaque: 

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

2. as mutações 165T, R261Q, R408W, V388M e IVS12nt1g>a representam 51,3% dos 

alelos mutantes encontrados nos pacientes do Rio Grande do Sul, enquanto que as 

mutações R261X, 165T, IVS2nt5g>c representam 64,3% dos alelos mutantes 

observados nos pacientes de Santa Catarina; 

3. a aparente freqüência elevada da mutação R261X (28,6%) e do polimorfismo 

IVS2nt19t>c (50,0%) observada nos pacientes catarinenses; 

4. a presença de quase todas as alterações nos pacientes gaúchos, exceto as mutações 

IVS2nt-13t>g e IVS1 Ont-11 g>a as quais foram observadas somente em pacientes 

catarinenses. 

A presença de polimorfismos foi observada em 46,6% dos pacientes com 

deficiência de PAH. Os polimorfismos IVS2nt19t>c, V245V e IVS12nt-35c>t foram os mais 

freqüentemente detectados. O polimorfismo IVS2nt19t>c apresentou uma freqüência de 

20,0%, sendo a mais elevada. Esta freqüência é similar à observada em pacientes 

italianos (22,2%) (Dianzani et a!., 1995a), checas (20,0%) e franceses (14,0%) 

(http://vvww.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et a!., 1998) e superior à descrita na 

Bélgica (1,7%) (François et a/., 1994), Noruega (0,8%) (Eiken et a!., 1996a), Inglaterra 

(0,5%) (Tyfield etal., 1997). 

A freqüência do polimorfismo V245V foi de 10,9%, similar à observada nos 

pacientes búlgaros (1 0,0%), franceses (15,0%) (http:l/www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; 

Nowacki etal., 1998), egípcios (18,7%) (Hashen etal., 1996), espanhóis (12,4%) (Pérez 

et a/., 1997) e portugueses (9,4%) (Rivera et a/., 1998), superior à verificada em paciente 

noruegueses (0,8%) (Eiken et ai., 1996a), poloneses (1 ,7%) e turcos (1 ,8%) 

(http://vvww.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et a/., 1998) e inferior à apresentada por 

pacientes italianos (26,6%) (Dianzani et ai., 1995a). 

A análise de SSCP do fragmento 7 (92 controles) mostrou que o polimorfismo 

V245V foi encontrado em uma freqüência alélica de 23,4% (43 alelos em 184 analisados), 

sendo 3 indivíduos homozigotos e 37 heterozigotos para o polimorfimo em questão. Esta 

freqüência foi superior (p<0,05) à encontrada em pacientes com deficiência de PAH 
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apresentando o polimorfismo V245V. Apesar do pequeno número de amostras 

analisadas, a elevada freqüência observada deste alelo pode representar um indício que 

este polimorfismo é amplamente distribuído, pelo menos na população do Rio Grande do 

Sul. Não há na literatura nenhum relato sobre este tipo de comparação. 

O polimorfismo IVS12nt-35c>t apresentou uma freqüência de 7,3%, maior que 

a descrita em pacientes belgas (1 ,7%) (François et a/., 1994), noruegueses (0,8%) (Eiken 

et a/., 1996a) e espanhóis (0,7%) (Pérez et a!., 1997). O polimorfismo Y414Y foi 

observado em apenas um alelo, apresentando uma freqüência baixa (1 ,8%). A ocorrência 

deste alelo é considerada rara, havendo poucos estudos que descrevem a sua presença 

(Guldberg e Güttler, 1993; Guldberg et a!., 1996; Carter et a!., 1998). O novo polimorfismo 

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

5.5- DISTRIBUIÇÃO DAS MUTAÇÕES E POLIMORFISMOS NO GENE DA PAH 

Neste estudo, não foram encontradas alterações nos fragmentos 6, 8, 9 e 1 O 

do gene da PAH. No entanto, em relação ao total de alelos mutantes no gene da PAH 

(412), várias alterações foram descritas nas regiões que abrangem o fragmentos 6 

(14,5%) e o fragmento 10 (10,0%) (Carter et a!., 1998; Desviat et a!., 1999). Como já foi 

mencionado, cerca de 18,0% das alterações conhecidas no gene da PAH estão 

localizadas no exon 7 e em torno de 76,0% se localizam entre as regiões dos exons 5 e 

12. 

Os resultados do presente estudo revelaram que 29,2% das alterações (7/24) 

se encontram no fragmento 7, o qual compreende o exon 7 e suas regiões adjacentes 5' e 

3'. Esta alta freqüência é semelhante à descrita em vários estudos (Dianzani et a!., 1995a; 

Carter et a!., 1998; Okano et a!., 1998; Rivera et ai., 1998). Nossos achados indicam que 

62,5% (15/24) das alterações identificadas se localizam entre os exons 5 e 12 e o restante 

se encontram nos exons 1, 2, 3, 4 e 13 (37,5%), valores um pouco menores que os 

descritos pelo PAHdb (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et a!., 1998). 

O conteúdo de CpG (citosina-fosfato-guanina) no gene da PAH não é elevado 

e apenas em torno de 6, 0% das mutações ocorrem nestas seqüências 

(http://vvwvv.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et a!., 1998). As mutações de ponto 

encontradas neste estudo foram causadas por 18 transições (9 G>A, 6 C> T e 3 T>C) e 3 

tranversões (G>C, T>G e G> T). 
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As mutações R158Q, R261 Q, IVS7nt1 g>a e R408Q resultaram de transições 

G>A, enquanto que as mutações R252W, R261 X, P281 L e R408W resultaram de 

transições C> T. Estas alterações ocorrem em regiões muito conservadas do gene da PAH 

e apresentam uma grande distribuição em várias populações 

(http://vvvvw.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et a/., 1998). Neste estudo, por 

exemplo, as mutações R408W, R261 X e R261 Q estão entre as 6 mutações mais 

freqüentes. Desta forma, a ocorrência de mutações nos códons contendo dinucleotídeos 

CpG (158, 252, 261, 281 e 408) confirmam que os mesmos são regiões propensas à 

ocorrência de mutações no gene da PAH (hot spots), conforme observado em estudos 

anteriores (Byck et a!., 1997; http://vvvvw.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Nowacki et a/., 

1998). 

A maioria das alterações no gene da PAH, afeta o domínio catalítico, situado 

entre as regiões codificadoras dos exons 5 (resíduo 143) e 12 (resíduo 410); uma 

segunda parte afeta o domínio regulatório, o qual se encontra entre os exons 1 (resíduo 1) 

e 4 (resíduo 142); e uma menor fração ocorre no domínio de tetramerização, que se 

estende do resíduo 411 no exon 12 ao 452 no exon 13 (Erlandsen e Stevens, 1999). 

Distribuição semelhante foi observada em nosso estudo, onde 41 ,6% das alterações 

(R 1580, V245V, R252W, R261 X, R261 Q, R270K, P281 L, V388M, R408W e R408Q) 

ocorre no domínio catalítico, 16,7% no domínio regulatório (L 15/S16fsdeiCT, F55fsdeiT, 

165T e N133/Q134fsde1ATCA) e 4,2% no domínio de tetramerização (Y414Y). As outras 

alterações (37,5%) estão localizadas em regiões não codificadoras do gene da PAH. 

5.6 - SENSIBILIDADE DOS MÉTODOS MOLECULARES 

A percentagem de alterações encontradas, através da análise por SSCP, varia 

de 70,0% a 90,0%, de acordo com o gene em estudo e com as condições em que a 

técnica é realizada (O ri ta et a!., 1989; Mirchaud et a/., 1992) e parece haver uma maior 

eficiência no processamento de fragmentos de DNA entre 150 e 300 pb de comprimento 

(Grompe, 1993; Sheffield et a!., 1993). 

A análise por SSCP permitiu a identificação de pelo menos uma alteração na 

seqüência do gene da PAH em 83,3% dos pacientes analisados (25/30). Todas as 

alterações observadas nos fragmentos através da técnica de SSCP foram confirmadas 

pelo seqüencimento direto e/ou digestão com enzimas de restrição como mutações 
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causadoras de deficiência de PAH ou polimorfismos. A sensibilidade da técnica de SSCP 

em nosso estudo foi de 62,0% (34 alelos mutantes em 55 analisados). 

Nenhum resultado falso-positivo foi observado neste estudo, embora falsos

negativos não possam ser descartados. Os fragmentos 3, 11 e 12 de controles positivos 

para as mutações 165T, IVS10nt-11g>a e IVS12nt1g>a não apresentaram padrões de 

migração alterados quando analisados pela técnica de SSCP (nas condições utilizadas 

neste estudo). Estas alterações representam 14 alei os mutantes. Desta forma, a taxa de 

falsos-negativos no nosso estudo ficou em pelo menos 25,4%. Um estudo recente sobre 

métodos de triagem molecular aponta que a análise de SSCP pode apresentar taxas de 

resultados falsos-negativos entre 5,0% e 40,0% (Ravine, 1999). 

A análise do fragmento 3 de pacientes, previamente identificados por análise 

de digestão para a mutação 165T, foi realizada em duas condições de temperaturas 

diferentes (4° e 18°C), porém não foi encontrado nenhum padrão de mobilidade 

característico para esta mutação. Por outro lado, foi observado que um paciente 

apresentou dois padrões de migração diferentes para a mesma alteração, conforme as 

temperaturas utilizadas na análise de SSCP. Um pequeno aumento na mobilidade deste 

fragmento foi observado quando a eletroforese foi realizada a 4°C (canaleta 5 da figura 

4.4c). 

A conformação do DNA de fita simples pode ser alterada por fatores ambientais 

tais como temperatura do gel durante a eletroforese, concentração do tampão de 

eletroforese e a presença de agentes desnaturantes. A alta temperatura pode destruir 

algumas conformações pouco estáveis e a mudança de mobilidade pode aumentar 

quando a eletroforese for realizada em temperaturas baixas (Orita et a!., 1989). 

Labrune e colaboradores ( 1991) não detectaram, apesar de várias condições 

experimentais serem testadas (concentração do tampão, temperatura e duração da 

corrida), um polimorfismo conformacional para a mutação IVS12nt1g>a. Concluíram, 

então, que o efeito de uma alteração no padrão de migração do fragmento de DNA pode 

ser imprevisível, e, que algumas mudanças de nucleotídeos podem não alterar 

significativamente a mobilidade eletroforética dos fragmentos amplificados (Labrune et a!., 

1991 ). 

A análise de SSCP permitiu a detecção tanto de substituições de um 

nucleotídeo como deleções. Em muitos casos, foi visível a observação de padrões de 

migração distintos para a mesma mutação em pacientes homozigotos e heterozigotos. 

Um exemplo desta relação é representado pela mutação R408W, a qual apresenta dois 
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padrões de migração distintos: um para pacientes heterozigotos e outro para homozigotos 

(canaletas 4 e 5 da figura 4.13c, respectivamente). 

Vários estudos utilizaram a técnica de SSCP como método de triagem 

molecular para mutações comuns, raras e novas, apresentando graus diferentes de 

sensibilidade. A sensibilidade da técnica de SSCP em nosso estudo foi semelhante à 

observada em um estudo realizado em pacientes italianos (64,0%) (Dianzani et a/., 

1995a) e menor que a verificada em um outro estudo com pacientes italianos (75,0%) 

(Guzzeta et a!., 1997), e estudos com pacientes das Ilhas Britânicas (89,0%) (Tyfield et 

a/., 1997) e da Estônia (93,0%) (Lillevãlli et a!., 1996). 

Existem outras técnicas usadas para a detecção rápida de mutações no gene 

da PAH, tais como clivagem bioquímica e DGGE. Estas técnicas requerem, como no 

procedimento de SSCP, conhecimento da seqüência normal e amplificação eficiente da 

seqüência mutante. Contudo, a análise de SSCP tem muitas vantagens sobre estas 

técnicas, não sendo necessários tratamento químico e equipamentos específicos. Além 

disso, este procedimento requer completo ajuste de condições eletroforéticas para cada 

exon (Labrune et a!., 1991 ). 

A sensibilidade da técnica de SSCP atingida em nosso estudo (62,0%) foi 

comparada com a verificada em alguns estudos usando a técnica de DGGE, sendo menor 

que as sensibilidades de 76,0%, 87,5%, 89,0%, 92,0%, 95,0%, 95,7% e 99,6% verificada 

em pacientes egípcios (Effat et ai., 1999), venezuelanos (De Lucca et a!., 1998), 

espanhóis (Desviat et a!., 1999), japoneses (Okano et a/., 1998), americanos (Guldberg et 

a!., 1996), canadenses (Carter et a!., 1998) e irlandeses (Zschocke et a!., 1995), 

respectivamente. 

A sensibilidade do método diminui com o tamanho do produto de PCR, 

baixando até 50,0% quando fragmentos de 400 pb são analisados. Algumas das 

limitações quanto ao tamanho do fragmento, podem ser superadas pela amplificação e 

análise simultâneas de vários fragmentos (PCR multiplex) ou por digestão com enzimas 

de restrição (Grompe, 1993). Estas análises não foram realizadas no presente estudo. 

A combinação da técnica de SSCP com a análise por digestão com enzimas de 

restrição e o seqüenciamento direto dos fragmentos de DNA permitiu a eficiência do 

diagnóstico molecular em 87,3% dos alelos analisados (48/55), valor semelhante ao 

observado nos estudos realizados em pacientes da Escócia, País de Gales, Inglaterra 

(89,0%) (Tyfield et a!., 1997), Espanha (89,0%) (Desviat et a!., 1999), São Paulo (91,0%) 
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(Acosta et ai., 2000) e Japão (92,0%) (Okano et a/., 1998), superior ao valor encontrado 

em pacientes da Itália (64,0%) (Dianzani et ai., 1995a), e inferior à percentagem 

encontrada em pacientes do Canadá (95,7%) (Carter et a/., 1998), Austrália (98,0%) 

(Ramus et a/., 1995), Irlanda (99,6%) (Zschocke et a/., 1995) e Noruega (99,6%) (Eiken et 

ai., 1996a). 

Em 7 pacientes (3, 12, 16, 20, 23, 29 e 30) não foi possível identificar a 

mutação presente no outro alelo. Isto pode ser devido a uma possível limitação da técnica 

de SSCP, pois algumas mudanças de nucleotídeos podem não alterar significativamente 

o padrão de migração dos fragmentos amplificados. O seqüenciamento de toda a região 

codificante do gene da PAH destes pacientes poderia resolver este problema, mas esta 

etapa não foi realizada no presente estudo. 

5. 7 - CORRELAÇÃO GENÓTIPO-FENÓTIPO 

5.7.1 -Pacientes com HPA por deficiência de PAH 

a) Correlação genótipo-fenótipo: Presente estudo x dados da literatura 

A correlação genótipo-fenótipo tem sido usada para avaliar a gravidade das 

mutações em pacientes homozigotos com o mesmo genótipo e mesmo fenótipo. No 

entanto, a maioria dos pacientes com deficiência de PAH são heterozigotos compostos, 

sendo difícil estabelecer a gravidade de cada mutação e sua contribuição para a 

expressão do fenótipo (Waters et a/., 1998a). 

O fenótipo da HPA por deficiência de PAH é muito heterogêneo, sendo difícil 

de correlacionar com a atividade residuaL estimada para as proteínas mutantes. Desta 

forma, o uso clínico da análise do genótipo deve ser limitado (Romano et a/., 1998). 

Dentre os genótipos definidos neste estudo, apenas 13 dos 26 foram descritos 

previamente. A correlação destes genótipos com os fenótipos dos pacientes foi 

comparada com a observada em outros estudos (http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; 

Dianzani et a/., 1995a; Desviat et ai., 1997; Guzetta et ai., 1997; Kayaalp et ai., 1997; 

Guldberg et a/., 1998b; Nowacki et ai., 1998; Effat et ai., 1999). A tabela 5.3 mostra uma 

concordância de 92,3% entre os nossos resultados e os da literatura (p>0,05). No 

entanto, as mutações 165T e V388M quando em homozigose podem resultar nas três 

categorias de deficiência de PAH (PKU leve, PKU moderada ou PKU clássica). Por outro 
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lado, a presença das mutações IVS2nt5g>c ou R261 Q estão associadas à PKU 

moderada ou PKU clássica. 

Os genótipos R261X/R261X, L 15/S16deiCT/L 15/S16deiCT (homozigotos nulos: 

uma mutação responsável por atividade não detectável de PAH), R408W/P281 L, 

R408W/F55fsdeiT (heterozigotos compostos nulos: duas mutações responsáveis por 

atividade não detectável de PAH), 165T/IVS12nt1g>a e 165T/P281 L (heterozigotos 

compostos funcionais: uma mutação de sentido trocado que confere atividade residual de 

PAH e uma mutação associada à atividade enzimática não detectável) estão sempre 

associados à PKU clássica (tabela 5.3). 

Tabela 5.3: Correlação genótipo-fenótipo: presente estudo e dados da literatura 

Fenótipo 
Paciente Genótipo 

Presente estudo Outros estudos * 

4 R408W I P281 L Clássico Clássico 
5 R408W I R408W Moderado Clássico 
7 IVS2nt5g>c/IVS2nt5g>c Clássico Clássico** 
8 R261X I R261X Clássico Clássico 
9 R408W I F55fsdeiT Clássico Clássico 
13 165T 1165T Moderado Moderado*** 
15 165T IIVS12nt1 g>a Clássico Clássico 
18 R408W I R261Q Clássico Clássico** 
21 165T I P281L Clássico Clássico 
24 R261Q I R261Q Moderado Moderado** 
26 L 151S16deiCT I L 151S16deiCT Clássico Clássico 
27 V388M I V388M Moderado Moderado*** 
28 R261Q I IVS12nt1g>a Moderado Moderado** 

*: Fenótipos mais comumente encontrados para os respectivos genótipos; -: Estes genótipos podem 
causar PKU moderada ou clássica; ***: Estes genótipos podem causar PKU leve, moderada ou 
clássica (adaptado de http://www.blizzard.cc.mcgill.ca/pahdb/; Dianzani et a/., 1995a; Desviat et a/., 
1997; Guzetta et a/., 1997; Kayaalp et a/., 1997; Guldberg et a!., 1998b; Nowacki et a/., 1998; Effat et 
a/., 1999). 

b) Distribuição das mutações por fenótipos 

Neste estudo, 17 pacientes (9 com diagnóstico precoce e 8 com diagnóstico 

tardio) apresentaram 15 mutações associadas à PKU clássica, sendo que as mutações 

L15/S16fsdeiCT, F55fsdeiT, N133/Q134fsdeiATCA, R158Q, R270K, P281L, IVS7nt1g>ae 

IVS10nt-11g>a foram encontradas somente nestes pacientes. A maioria dos pacientes 

com PKU clássica apresentaram genótipos nulos (3 heterozigotos compostos e 4 

homozigotos). A variação entre 13,0% e 21,0% da ARP foi observada nos pacientes 15, 



Discussão 143 

17, 18, 21 e 22 (heterozigotos compostos funcionais). Com exceção do paciente 29, os 

pacientes 16, 23 e 30 apresentaram apenas uma mutação nula identificada em um dos 

alelos. Quanto ao paciente 14, a ARP conferida pela mutação R158Q foi de 10%, porém, 

devido à ausência de estudos de expressão da mutação R270K, ainda não se sabe o 

efeito desta alteração no gene da PAH. No entanto, a análise de expressão in vítro da 

mutação R270K mostrou atividade de PAH não detectável em ratos (Dickson et ai., 1994 ). 

De acordo com a tolerância à Phe da dieta, 9 pacientes (2 com diagnóstico 

tardio e 7 com diagnóstico precoce) apresentaram 9 mutações associadas com a forma 

moderada da PKU. As mutações IVS2nt-13t>g e R252W foram identificadas somente em 

pacientes com PKU moderada. Com exceção do paciente 5 que apresentou o genótipo 

nulo R408W/R408W, a ARP variou de 13,0% a 21,0% nos pacientes heterozigotos 

compostos funcionais (6, 19 e 28) e de 26,0% a 43,0% nos pacientes homozigotos para 

mutações de sentido trocado (13, 24 e 27). Nos pacientes 3 e 12 foi identificado apenas 

uma mutação nula. 

A mutação R408W é uma mutação nula, portanto em pacientes homozigotos 

pode determinar PKU clássica. No entanto, quando a mutação R408W está associada à 

presença dos haplótipos 1 ou 4, pode resultar em um fenótipo menos grave (Güttler et ai., 

1987). No presente estudo, a análise destes haplótipos no gene da PAH não foi realizada 

para testar esta hipótese. 

No grupo dos pacientes com PKU leve, 3 mutações foram identificadas: 165T, 

R408Q e 1378g>t. Além do fato que as mutações 165T e R408Q apresentam ARP de 

26,0% e 55,0%, respectivamente, os menores níveis de Phe observados no pré

tratamento e durante o tratamento e uma maior tolerância à Phe da dieta contribuíram 

para a inclusão dos pacientes 11 e 20 nesta categoria. Estes pacientes apresentaram as 

menores elevações dos níveis de Phe, quando submetidos à dieta normal por mais de um 

mês, indicando que apresentam uma maior tolerância à Phe que os pacientes com PKU 

clássica, especialmente. 

Foram observados 9 pacientes com genótipos de heterozigoto composto 

funcional. A maioria destes pacientes (15, 17, 18, 21 e 22) exibe o fenótipo clássico da 

doença, apresentando níveis de Phe pré-tratamento muito elevados, difícil controle dos 

níveis de Phe durante o tratamento e uma menor tolerância à Phe da dieta. Os pacientes 

6 (diagnóstico tardio), 19 e 28 (diagnóstico precoce) apresentaram a forma moderada de 

deficiência de PAH. Não foi possível determinar a tolerância à Phe da dieta do paciente 2, 

o qual apresentou níveis de Phe pré-tratamento semelhante aos observados nos 
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pacientes com PKU moderada, mas com níveis de Phe durante o tratamento semelhantes 

aos dos pacientes com PKU clássica. 

As mutações IVS2nt5g>c, R261Q, R261X, V388M, R408W e IVS12nt1g>a 

foram encontradas nos pacientes com PKU clássica e PKU moderada. A mutação 165T foi 

encontrada em todas as categorias, fato descrito freqüentemente (Desviat et ai., 1997; 

Kayaalp et ai., 1997; Guldberg et a/., 1998b; Nowacki et a/., 1998). 

Várias hipóteses têm sido propostas para explicar as bases genéticas 

responsáveis pela existência de fenótipos diferentes na HPA por deficiência de PAH, 

como: a complementação interalélica negativa (Kaufman et a/., 1975); o alelismo (Ledley 

et ai., 1986), a ação combinada de muitos genes (DiSilvestre et ai., 1991 ); e a presença 

de um gene modificador independente (Ramus et a/., 1993); 

Os pacientes 24 e 28 (um homozigoto e outro heterozigoto composto funcional 

para a mutação R261 Q, respectivamente) apresentaram valores de Phe pré-tratamento 

maiores que o esperado a partir do seu genótipo. Estes achados foram observados em 

outros estudos, nos quais a análise de expressão revelou que a mutação R261 Q 

apresenta atividade residual da PAH em torno de 30% e imunorreatividade em torno de 

50%, podendo ser um bom candidato para a complementação alélica negativa entre 

alelos mutantes da PAH (Lichter-Konecki et a/., 1994; Burgad et ai., 1996). 

c) Genótipo x sintomas clínicos 

As principais manifestações clínicas observadas nos pacientes com diagnóstico 

precoce ou tardio de deficiência de PAH são mostradas na tabela 5.4. 

A maioria das manifestações clínicas encontradas em nossos pacientes é 

freqüentemente descrita em outros estudos (MacDonald et a/., 1994; Scriver et a/., 1995a; 

Blau e Blaskovics, 1996). Não houve nenhuma correlação entre os valores de ARP e 

estas manifestações clínicas apresentadas pelos pacientes. No entanto, as complicações 

neurológicas, como o atraso no desenvolvimento neuro-psicomotor, foi muito mais 

evidente nos pacientes diagnosticados tardiamente que nos com diagnóstico precoce. 

Esta constatação comprova a importância do diagnóstico precoce para a deficiência de 

PAH. Um exemplo é o caso do paciente 2 (165TIIVS2nt5g>c) que foi diagnosticado 

tardiamente e, portanto, apresentou retardo mental. Enquanto que o paciente 19 com 

diagnóstico precoce e o mesmo genótipo, não apresentou retardo mental. 
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Tabela 5.4: Principais sintomas clínicos nos 30 pacientes com HPA por 
deficiência de PAH. 

Categorias n Sintomas clínicos (%) 
fenotípicas Diagnóstico precoce Diagnóstico tardio 

Hiperatividade (22,2%) Convulsões (75,0%) 
RMO (22,2%) RDNPM (62,5%) 
Hipereflexia difusa (11,1%) Lesões cutâneas (37,5%) 
Aprendizado deficiente (11,1%) Retardo mental (25,0%) 
Tremores (11,1%) Microcefalia (25,0%) 
Lesões cutâneas (11,1%) Aprendizado deficiente (25,0%) 

PKU clássica 17 Vômitos (11,1%) Hipotonia (12,5%) 
Gastroenterite (11,1%) Hipereflexia difusa (12,5%) 

Agressividade (12,5%) 
Hiperatividade (12,5%) 
Tremores (12,5%) 
RMO (12,5%) 
Marcha atáxica (12,5%) 
Gastroenterite (12,5%) 

Lesões cutâneas (57,1%) Convulsões (100,0%) 
Hipereflexia difusa {28,6%) Gastroenterite (50,0%) 

PKU moderada 9 Vômitos (28,6%) RDNPM (50,0%) 
lrritabilidade (14,3%) Hiperatividade (50,0%) 

Hipereflexia difusa (50,0%) 
Lesões cutâneas (50,0%) 

PKU leve 2 lrritabilidade (50,0%) -
Hiperatividade (50,0%1 

Retardo mental (100,0%) 
Aprendizado deficiente (100,0%) 
Hipotonia (50,0%) 

Pacientes não 2 Lesões cutâneas (50,0%) -
classificados RDNPM grave (50,0%) 

Comportamento autista (50,0%) 
Agressividade (50,0%) 
Tremores (50,0%) 

~ 

n: Tamanho da amostra; RMO: retardo da maturaçao ossea; RDNPM: retardo do desenvolvimento 
neuro-psicomotor. 

d) Genótipo x parâmetros clínicos e bioquímicas 

Para avaliar a correlação existente entre as variáveis consideradas neste 

estudo, a atividade residual prevista para a proteína PAH mutante (ARP) foi comparada 

com os parâmetros ligados ao diagnóstico (níveis de Phe pré-tratamento; tolerância à 

dieta restrita em Phe, determinada entre 2 e 5 anos de idade; teste de sobrecarga), ao 

tratamento (níveis de Phe durante os primeiros 5 anos de idade) e ao quadro clínico 

(somente nos pacientes com diagnóstico tardio, considerando os escores do coeficiente 

de inteligência, presença ou não de convulsões e retardo mental e presença ou não de 

alterações no eletroencefalograma). 
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Os níveis de Tyr pré e durante o tratamento foram considerados somente para 

os pacientes com diagnóstico precoce. A tolerância à dieta restrita em Phe foi o principal 

parâmetro utilizado para a classificação fenotípica dos pacientes (PKU leve, PKU 

moderada e PKU clássica). 

Os estudos de análise de expressão in vitro demonstraram que cada mutação 

no gene da PAH tem um efeito quantitativo na atividade da PAH (Okano et a/., 1991). 

Vários autores descreveram o efeito das mutações sobre a atividade da PAH, 

demonstrando que a combinação destas está associada com a tolerância à Phe e os 

níveis de Phe no pré-tratamento (Eisensmith et a/., 1996; Güttler e Guldberg, 1996; 

Desviat et a/., 1997; Okano et a!., 1998). 

A associação entre os valores de ARP e a tolerância à Phe não foi encontrada 

em outros relatos, onde a qualidade da terapia dietética foi independente do genótipo dos 

pacientes (Lichter -Konecki et a!., 1994; Burgard et a!., 1996). Ramus e colaboradores 

descreveram que os níveis plasmáticos de Phe não se correlacionaram com os valores de 

ARP em pacientes com HPA por deficiência de PAH não tratados (Ramus et a!., 1999). 

Nossos resultados também mostraram que a ARP não se correlacionou com a tolerância 

à Phe e nem com os níveis de Phe pré-tratamento nos 30 pacientes analisados. 

d.1) Correlação genótipo-fenótipo: pacientes com diagnóstico precoce 

Os níveis de Phe pré e durante o tratamento foram os fatores mais associados 

à quantidade de Phe tolerada na dieta dos pacientes com HPA por deficiência de PAH, 

diagnosticados precocemente. Desta forma, os pacientes que apresentaram menor 

tolerância à dieta e os maiores valores de Phe no pré e durante o tratamento foram 

classificados como apresentando PKU clássica; os pacientes com maior tolerância à Phe 

e os menores níveis de Phe no pré e durante o tratamento apresentaram PKU leve; os 

pacientes com os valores intermediários exibiram a forma moderada da doença. 

Os níveis de Tyr apresentaram correlações significativas com os valores da 

ARP e os parâmetros bioquímicas dos pacientes com diagnóstico precoce. Por exemplo, 

uma forte correlação positiva foi verificada entre os níveis de Phe e Tyr pré-tratamento. 

Esta associação pode ser melhor observada nos pacientes 5, 7, 1 O (homozigotos nulos), 

24 (homozigoto), 15, 17, 19, 21 e 28 (heterozigotos compostos funcionais). Outro fato 

relevante foi a pequena relação encontrada entre os valores de Phe da dieta e os níveis 

de Tyr durante o tratamento. 
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Houve uma pequena correlação positiva entre os valores de ARP e os níveis 

de Tyr observados durante o tratamento, indicando que a variação nos níveis de Tyr 

podem depender da atividade residual da PAH. Os valores de ARP mostraram uma 

tendência a se correlacionar com os níveis de Tyr no momento do diagnóstico. Os níveis 

de Tyr durante o tratamento também apresentaram uma tendência à correlação com os 

níveis de Tyr pré-tratamento e de Phe durante o tratamento. Apesar da relevante 

sobreposição entre os parâmetros analisados e do pequeno número de amostras, os 

pacientes com PKU leve apresentaram níveis de Tyr durante o tratamento maiores que os 

pacientes com PKU grave (p<O,OS). 

Levando em consideração as correlações encontradas, os níveis de Tyr podem 

representar um possível marcador da expressão do genótipo e exercer uma importante 

função no controle dietético e na determinação do fenótipo dos pacientes. 

É muito difícil manter os níveis de Phe dentro das medidas aceitáveis para os 

pacientes que apresentam PKU clássica (Verkerk et a/., 1994; Scriver et a/., 1995a). Este 

achado foi também confirmado em nosso estudo quando os pacientes com diagnóstico 

precoce foram comparados, onde os pacientes com PKU clássica apresentaram níveis de 

Phe pré e durante o tratamento maiores que os observados nos pacientes com PKU leve 

(tabela 4.9). 

Apesar de não haver uma correlação entre os valores de ARP com os 

parâmetros bioquímicas ligados ao tratamento (níveis de Phe durante o tratamento) e ao 

diagnóstico (níveis de Phe pré-tratamento e quantidade de Phe tolerada na dieta), 

algumas diferenças significativas foram encontradas quando os pacientes com 

diagnóstico precoce foram agrupados nas 3 categorias fenotípicas. Os pacientes com 

PKU leve ou PKU moderada apresentaram uma tolerância maior à Phe da dieta que os 

pacientes com PKU clássica, como era esp,erado. 

d.2) Correlação genótipo-fenótipo: pacientes com diagnóstico tardio 

O desenvolvimento e o desempenho cognitivos são o resultado da interação de 

muitos genes. Nem sempre os parâmetros bioquímicas e o genótipo se correlacionam 

com o fenótipo clínico, como foi provado em estudos analisando o desenvolvimento 

cognitivo em pacientes com diagnóstico tardio ( Güttler et a/., 1993b; Ramus et a!., 1993; 

Ramus et a/., 1999). Os fatores ambientais (diferenças na ingestão de Phe durante os 

primeiros anos de vida) e os fatores genéticos parecem determinar como os níveis 
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elevados de Phe prejudicam o desenvolvimento e a função cognitivos dos pacientes não 

tratados e com diagnóstico tardio (Güttler e Guldberg, 1996). 

Apesar de não ocorrer diferenças significativas entre as variáveis dos 

parâmetros clínicos e bioquímicas, houve uma tendência dos pacientes com retardo 

mental e EEG alterado apresentarem níveis de Phe pré-tratamento maiores que os 

observados nos pacientes sem retardo mental e EEG normal (p>0,06). Os pacientes que 

nunca apresentaram convulsões exibiram níveis de Phe durante o tratamento maiores 

que os que exibiram crises convulsivas em alguma época da vida, mas este achado não 

foi considerado estatisticamente significativo (p>0,07). 

Este estudo não demonstrou correlações entre os valores de ARP com os 

parâmetros clínicos e bioquímicas dos pacientes diagnosticados tardiamente. Quando os 

parâmetros ligados ao diagnóstico e ao tratamento foram comparados, foi observado que 

a quantidade de Phe tolerada na dieta pode depender das concentrações de Phe durante 

o tratamento. Os níveis de Tyr não foram mencionados porque não constavam na maioria 

das fichas clínicas dos pacientes com diagnóstico tardio. Em relação aos parâmetros 

clínicos, não houve diferenças significativas entre as variáveis analisadas, talvez, devido 

ao pequeno número da amostra. Mas dois aspectos merecem ser destacados: 

1. A maioria dos pacientes com retardo mental apresentaram convulsões e EEG 

alterado; 

2. os baixos escores do OI apresentados pelos pacientes diagnosticados tardiamente 

foram associados à presença de retardo mental. 

Algumas diferenças significativas foram encontradas quando os pacientes com 

diagnóstico tardio foram agrupados nas 3 categorias fenotípicas. A análise destes 

pacientes mostrou que os valores da ARP e a tolerância à Phe da dieta foram maiores 

nos pacientes com PKU moderada que nos pacientes com a forma clássica da doença. 

d.3) Pacientes com diagnóstico precoce x pacientes com diagnóstico tardio 

A precocidade do diagnóstico pode também desempenhar um papel relevante 

na manutenção terapêutica dos níveis de Phe em pacientes com PKU clássica. Os 

pacientes diagnosticados precocemente e com PKU clássica apresentaram níveis de Phe 

pré-tratamento e tolerância à Phe da dieta maiores que os observados nos pacientes com 

diagnóstico tardio, exibindo o mesmo fenótipo. No entanto, durante o tratamento, os 

pacientes com diagnóstico tardio e com PKU clássica apresentaram níveis de Phe 
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maiores que os observados nos pacientes com diagnóstico precoce e apresentando o 

mesmo fenótipo (tabela 4. 9). 

d.4) Efeito do genótipo sobre o metabolismo da Phe 

O teste de sobrecarga de Phe em heterozigotos compostos funcionais é uma 

das formas de analisar os efeitos das mutações de sentido trocado sobre a atividade da 

PAH. Este teste pode determinar a quantidade de Phe tolerada para manter os níveis de 

Phe dentro das proporções terapêuticas. O teste de sobrecarga de Phe pode também 

representar uma tentativa de determinar o diagnóstico diferencial entre as formas de HPA 

por deficiência de PAH (Guldberg et ai., 1993b; Güttler e Guldberg, 1994). 

O teste de sobrecarga foi aplicado em 17 pacientes (6 com diagnóstico tardio e 

11 com diagnóstico precoce) e teve a duração média de 3 dias, período no qual os 

pacientes receberam o triplo da quantidade de Phe administrada durante a dieta 

controlada. 

Não houve correlação entre os valores de ARP e os níveis de Phe após a 

sobrecarga de Phe. Os parâmetros ligados ao diagnóstico apresentaram uma correlação 

negativa com os níveis de Phe após a sobrecarga, onde os pacientes com menor 

tolerância à dieta apresentavam valores elevados de Phe após o teste de sobrecarga. Por 

outro lado, os parâmetros ligados ao tratamento apresentaram uma forte correlação 

positiva com os níveis de Phe após a sobrecarga (tabela 1 0). 

Quando os pacientes foram agrupados de acordo com o fenótipo, diferenças 

significativas foram observadas. Como já abordado, os pacientes com PKU moderada 

exibiram valores de ARP maiores que os observados nos pacientes com PKU clássica, os 

quais por sua vez, apresentaram níveis de Phe pré-tratamento e após a sobrecarga 

maiores que os encontrados nos pacientes .com PKU leve. Os pacientes com PKU leve ou 

PKU moderada apresentaram níveis de Phe durante o tratamento e na pré-sobrecarga 

menores que os verificados nos pacientes com a forma clássica da doença. Porém, os 

mesmos apresentam uma maior tolerância à Phe da dieta que os pacientes com PKU 

clássica (tabela 4.11 ). 

Os pacientes com PKU clássica exibindo genótipos nulos (1, 7, 8 e 10) 

apresentaram aumento dos níveis de Phe após a sobrecarga, principalmente nos 

pacientes 1 e 8. O mesmo foi observado nos pacientes heterozigotos funcionais (2, 17, 

18, 19, 21 e 22), com destaque para os pacientes 2, 18 e 22. Os pacientes homozigotos 

para as mutações 165T (13), R261 Q (24) e V388M (27) apresentaram um aumento dos 
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níveis de Phe esperado para pacientes com PKU moderada. Possivelmente, este achado 

pode estar associado aos significativos valores da ARP conferidos por estas mutações 

(particularmente R261 Q e V388M) (tabela 4.11 ). 

O paciente 14 (R158Q/R270K) apresentou um aumento expressivo dos níveis 

de Phe após a sobrecarga (1622,3 J.!moi/L), valor esperado para o fenótipo de PKU 

clássica. No entanto, como mencionado anteriormente, ainda não foi possível determinar 

o efeito da mutação R270K no gene da PAH. Desta maneira, toma-se difícil determinar se 

este paciente é um heterozigoto composto funcional ou um heterozigoto composto com 

duas mutações de sentido trocado conferindo atividade residual de PAH. 

e) Inconsistências na correlação genótipo-fenótipo 

O fenótipo observado nos pacientes dinamarqueses tem sido sempre igual ao 

fenótipo esperado, deduzido a partir· do genótipo. Desta maneira, as exceções seriam 

pacientes apresentando fenótipo pobremente predito a partir do genótipo (Güttler e 

Guldberg, 1996). Guldberg e colaboradores (1998) sugeriram que as diferenças nos 

métodos usados para a detecção de mutações e/ou para a classificação dos fenótipos 

podem explicar um grande número de inconsistências na relação genótipo-fenótipo 

(Guldberg et a/., 1998b). Estas particularidades podem também ser consideradas no 

presente estudo. Por exemplo, algumas diferenças foram observadas em três irmandades 

(paciente 8, paciente 21 e paciente 23) e em outros pacientes que apresentaram a forma 

clássica de deficiência de PAH, especialmente. 

O paciente 8 (R261X/R261X) foi diagnosticado com 2 anos e 6 meses e 

freqüenta escola especial. No entanto, sua irmã foi diagnosticada mais tardiamente ( 11 

anos e 9 meses) e, apesar disto, está cursando a 6a série da escola normal com 13 anos 

de idade. 

O paciente 21 (165T/P281 L) foi diagnosticado precocemente, apresentou níveis 

de Phe durante os primeiros anos de tratamento inadequados para a sua idade, apesar 

de freqüentar escola normal. Sua irmã teve diagnostico tardio (1 ano), apresenta retardo 

mental, freqüenta escola especial, mas apresentou níveis de Phe nos primeiros anos de 

tratamento adequados para a sua idade. 

O paciente 23 (mutação R408W em apenas um dos cromossomas) foi 

diagnosticado mais tardiamente ( 5 anos e 6 meses), apresentou convulsões e falou aos 

4 anos. Sua irmã teve diagnóstico tardio (2 anos), mas nunca apresentou convulsões e 

falou com 1 ano e 3 meses. 



Discussão 151 

O paciente 6 (V388MIIVS2nt-13t>g) foi diagnosticado tardiamente (5 meses) e 

apresenta PKU moderada. Em sua primeira consulta, foi observado irritabilidade e lesões 

cutâneas. Apresentou convulsão, mas o EEG foi normal. Freqüenta escola normal e 

continua agitado. Por outro lado, o paciente 14 (R158Q/R270K) com diagnóstico tardio 

semelhante ao do paciente 6 apresentou PKU clássica e, em sua primeira consulta, foi 

observada a presença de RDNPM e microcefalia. Apresentou convulsão e EEG alterado. 

O paciente 27 (V388MN388M) apresenta PKU moderada e teve diagnóstico 

tardio com 1 ano de idade. A atividade residual prevista para a proteína PAH mutante é 

expressiva (43,0%) e seria esperado que o paciente apresentasse uma forma mais leve 

da doença. Porém, na primeira consulta foi observado um grave atraso do DNPM, relato 

de convulsões e o EEG apresentou atrofia cerebral. 

Apesar de apresentar PKU clássica, o paciente 29 (165T/?) não apresenta 

retardo mental, sendo o único caso onde o valor de Ql esta dentro dos valores da 

normalidade. Este paciente foi diagnosticado com 5 anos de idade e apresenta apenas a 

mutação 165T em um dos seus cromossomas. Na primeira consulta, apresentou 

agressividade. Freqüenta escola normal com bom desempenho e apresenta um controle 

metabólico satisfatório. 

A elevada freqüência de mutações graves, as quais contribuem para a 

formação de genótipos nulos, pode explicar a prevalência relativamente alta da forma 

clássica da deficiência de PAH em nossos pacientes. Resultados semelhantes foram 

documentados em outros estudos (Eisensmith et a/., 1996; Guldberg et a!., 1996). 

5.7.2- Pacientes com HPA por deficiência de PAH apresentando mutação 165T 

A mutação 165T apresentou uma freqüência de 18,2%, sendo a mais freqüente 

neste estudo. Esta alteração foi identificada em todas as classes (1 paciente com PKU 

leve, 2 com PKU moderada e 4 com PKU clássica), conforme descrito por outros estudos 

(Desviat et a!., 1997; Guldberg et a/., 1998b ). Devido à falta de dados relacionados à dieta 

e ao diagnóstico tardio realizado acima dos 1 O anos de idade, não foi possível determinar 

o fenótipo nos pacientes 2 (165TIIVS2nt5g>c) e 25 (165T/165T). 

Foram identificados 3 pacientes com diagnóstico tardio apresentando a 

mutação 165T, sendo 1 homozigoto, 1 heterozigoto composto funcional (165T/IVS2nt5g>c) 

e 1 onde foi identificado apenas uma mutação (165T/?). Seis pacientes com diagnóstico 
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precoce apresentaram esta alteração, sendo 1 homozigoto, 4 heterozigotos compostos 

funcionais (165T/IVS2nt5g>c, 165T/R261X, 165T/P281L e 165T!IVS12nt1g>a) e 1 onde foi 

identificado apenas uma mutação (165T/?). 

Os pacientes apresentaram valores de ARP que variaram entre 13,0% e 

26,0%. Os níveis de Phe pré-tratamento apresentaram uma tendência à correlação com 

os valores de ARP, a qual não foi estatisticamente significativa (r:-63= p=0,09). Por outro 

lado, houve uma forte associação negativa entre os níveis de Phe durante o tratamento e 

a quantidade de Phe tolerada na dieta (r:-82= p<0,01 ), indicando que os pacientes com 

PKU clássica apresentam uma menor tolerância à Phe da dieta. 

Os pacientes heterozigotos compostos funcionais com PKU clássica (15, 17 e 

21) e diagnosticados precocemente apresentaram níveis muito elevados de Phe pré

tratamento (variando entre 2101 e 2948 J.lmoi/L), indicando uma forte contribuição das 

mutações nulas R261 X, P281 L e IVS 12nt1 g>a sobre este parâmetro, como tem sido 

documentado (Kayaalp et a!., 1997; Guldberg et a!., 1998b). 

Estes resultados podem ser observados nas tabelas 4.7 e 4.8. 

5.7.3- Heterozigotos obrigatórios para HPA por deficiência de PAH 

Vários estudos foram realizados com o intuito de avaliar os possíveis efeitos do 

adoçante aspartame e seus componentes no metabolismo dos aminoácidos Phe e Tyr em 

heterozigotos para HPA por deficiência de PAH (Stegink et a!., 1987; Blau et a/., 1994; 

Silva et a!., 1997). A relação entre os testes de sobrecarga de Phe e mutações no gene 

da PAH tem sido pouco explorada (Svensson et a!., 1994; Guldberg et a!., 1998a; Spada 

et a!., 1998). Este é o primeiro estudo em heterozigotos que procurou avaliar o efeito de 

um único alelo mutante no metabolismo da Phe e da Tyr, sob condições de jejum e após 

uma sobrecarga de aspartame. 

Na situação de jejum, foi observado que os níveis plasmáticos de Phe 

encontrados nos heterozigotos com mutações moderadas foram maiores que os 

observados nos heterozigotos com mutações graves, embora uma importante 

sobreposição tenha ocorrido. Estes achados estão de acordo com os obtidos em um 

estudo anterior, no qual foi relatado que após uma sobrecarga protéica, as concentrações 

de Phe e T yr não são capazes de prever a gravidade de mutações no gene da P AH em 

heterozigotos (Svensson et a!., 1994). 
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As relações Phe/Tyr e Phe2/Tyr foram consideradas os parâmetros mais 

adequados para discriminar controles de heterozigotos obrigatórios para a deficiência de 

PAH, tanto na situação de jejum como após a sobrecarga de aspartame. Os resultados 

apresentados relatam os níveis de Phe e Tyr em heterozigotos portadores de mutações 

específicas encontradas neste estudo, os quais não podem ser generalizados para outras 

mutações. Contudo, estes achados sugerem que estudos adicionais, abrangendo um 

maior número de indivíduos heterozigotos, são necessários para definir o potencial 

diagnóstico dos testes de sobrecarga, os quais poderiam detectar e distinguir portadores 

de mutações moderadas e graves. 

Os resultados aqui mencionados foram recentemente aceitos para publicação 

(anexo 6). 

5.8 - ASPECTOS ÉTNICOS 

A grande miscigenação étnica é responsável pela acentuada heterogeneidade 

da população brasileira, onde um pouco mais da metade são caucasianos de origem 

européia e o restante são mestiços de origem negra, ameríndia e asiática. A maioria da 

população caucasiana no Brasil é constituída por descendentes de portugueses, italianos, 

espanhóis e alemães. Esta distribuição é mais evidente na região sul, onde a 

miscigenação étnica é menor. 

A maioria dos pacientes é de origem caucasóide (95,0%), sendo a 

denominação "brasileiro" o termo mais usado para definir a origem étnica, vindo a seguir 

os descendentes de portugueses, alemãs, italianos, espanhóis e poloneses. O restante foi 

constituído de negróides (5,0%). A tabela 5.5 mostra a ascendência dos pacientes e as 

mutações identificadas. 

A distribuição de haplótipos mutantes e associações entre mutações e 

haplótipos variam muito entre a maioria dos grupos étnicos (Eisensmith et a/., 1995). 

Neste estudo não foi realizada a análise de haplótipos para verificar estas associações, 

porém a maioria das mutações encontradas tem sido associada a um ou mais haplótipos 

observados em populações diferentes (Pérez et a/., 1996; Kozák et a/., 1997; Pérez et ai., 

1997; Riveraeta/., 1998; Effateta/., 1999; Ramuseta/., 1999). 
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Tabela 5.5: Mutações e origem étnica dos pacientes com HPA por deficiência de 
PAH. 

Pacientes Origem étnica 
Mutação Paterna Mutação Materna 

1 R261X Brasileira IVS1 Ont-11g>a Portuauesa 
2 165T Portuguesa I brasileira IVS2nt5g>c Brasileira 
3 ? Brasileira R261X Brasileira 
4 P281L Portuguesa R408W Portuauesa I polonesa 
5 R408W Austríaca I espanhola R408W Portuauesa I italiana 
6 IVS2nt-13t>g Italiana V388M Alemã 
7 IVS2nt5g>c Portuguesa IVS2nt5g>c Alemã 
8 R261X Portuguesa R261X Portuguesa 
9 F55fsdeiT Italiana R408W Italiana I polonesa 

10 IVS2nt5g>c Portuguesa IVS2nt5o>c Portuguesa I espanhola 
11 R408Q Alemã I portuauesa 1378o>t Italiana 
12 ? Alemã I brasileira R252W Portuguesa I brasileira 
13 165T Alemã 165T Alemã 
14 R158Q Alemã I inglesa R270K Brasileira 
15 IVS12nt1g>a Alemã I polonesa 165T Alemã 
16 ? Espanhola N 13310 134fsdeiA TCA Austríaca I italiana 
17 165T Italiana R261X Síria I brasileira 
18 R408W Alemã R261Q Espanhola I brasileira 
19 IVS2nt5g>c Portuguesa 165T Portuguesa 
20 ? Brasileira 165T Brasileira 
21 P281L Africana 165T Alemã 
22 V388M Alemã I brasileira IVS7nt1g>a Alemã 
23 R408W Polonesa ? Alemã 
24 R261Q Brasileira R261Q Brasileira 
25 165T Africana 165T Africana 
26 L 151S16fsdeiCT Italiana L 151S16fsdeiCT Italiana 
27 V388M Brasileira V388M Brasileira 
28 R261Q Alemã I portuguesa IVS12nt1 a> a Italiana 
29 165T Portuauesa ? Espanhola 
30 ? Portuguesa IVS12nt1g>a Alemã 

Pérez e colaboradores encontraram associações entre as mutações 165T, 

V388M, R408W, IVS12nt1g>a e os haplótipo 9.8, 1.7, 2.3 e 3.8, respectivamente, em um 

grupo de pacientes de nossa amostra. A mutação 165T foi a alteração mais freqüente, 

semelhante à freqüência encontrada em nosso estudo. A consangüinidade parece não ser 

a razão para esta alta freqüência, pois apenas um paciente homozigoto para a mutação 

165T é filho de pais consangüíneos. Outros fatores como a deriva genética podem explicar 

a alta freqüência da mutação 165T em nossos pacientes (Pérez et a/., 1996). 

A mutação 165T é muito comum na Espanha, Irlanda do Norte e Inglaterra, mas 

é pouco freqüente em outros países da Europa. Surpreendentemente, uma grande 

parcela dos pacientes de nossa amostra com esta mutação têm ancestrais alemãs ( 13, 15 
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e 21 ), o que representa um contraste com as baixas freqüências da mutação 165T 

observadas nos pacientes da Alemanha (Horst, et a/., 1993; Treacy et a!., 1993). 

Nossos resultados apontam para alguns aspectos importantes: 

1 . A relevante concordância entre as mutações que ocorreram na etnia portuguesa e no 

grupo determinado de "brasileiro"; 

2. o espectro de mutações encontrado para os pacientes de origem polonesa e 

portuguesa é semelhante ao descrito na Polônia (Jaruzelska et a!., 1993) e em 

Portugal (Rivera et a/., 1998), respectivamente; 

3. a mutação IVS2nt-13t>g foi encontrada em um paciente de origem paterna italiana, a 

qual foi inicialmente descrita em um paciente da Itália (Bosco et a!., 1998); 

4. a mutação N133/Q134fsdelATCA foi observada em um paciente de origem materna 

austríaca/italiana, a qual foi descrita em um paciente de origem alemã/francesa/ 

holandesa (Guldberg et a!., 1996); 

5. a mutação IVS2nt5g>c esteve associada na maioria dos casos aos pacientes de 

origem portuguesa. 

Duas associações entre mutações e polimorfismos foram observadas neste 

estudo. Os genótipos constituídos pela mutação IVS2nt5g>c sempre foram associados à 

presença dos polimorfismos IVS2nt19t>c e IVS12nt-35c>t, resultados também obtidos em 

tártaros (Kuzmin et a/., 1995). Hashem e colaboradores descreveram uma associação 

entre a mutação IVS2nt5g>c e apenas o polimorfismo IVS2nt19t>c em pacientes egípcios 

(Hashem et a/., 1996). Os genótipos constituídos pela mutação R261X também 

apresentaram uma associação com o polimorfismo IVS2nt19t>c e não existe relato deste 

evento na literatura. 

5.9 - CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os fenótipos extremos (PKU clássica x HPA não-PKU) podem ser 

determinados quando a análise de mutações for capaz de distinguir entre casos que 

necessitam de tratamento e casos que podem iniciar o tratamento com dieta livre. A 

análise do genótipo não pode ser usada para fazer a discriminação entre fenótipos 

intermediários, isto é, clássico x moderado, moderado x leve, leve x HPA não-PKU 

(Romano et a!., 1998). Em outras palavras, a melhor correlação genótipo-fenótipo é obtida 

a partir de mutações responsáveis por uma atividade nula (nesta situação a dieta é 
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restrita) e por mutações associadas à elevada ARP da PAH (onde a dieta pode ser livre) 

(Ponzone et a/., 1998). 

A extrema heterogeneidade das mutações no gene da PAH representa um 

obstáculo para a introdução de programas de detecção de heterozigotos a nível 

populacional, restringindo assim o aconselhamento genético a famílias com uma criança 

afetada. De fato, para apresentar uma maior eficiência, considerando os termos da 

relação custo/benefício, um programa de triagem para heterozigotos seria somente 

realizado em populações onde no mínimo 95,0% das mutações estejam caracterizadas e 

nas quais o número de alelos mutantes não seja excessivamente grande (Dianzani et ai., 

1995a). 

Os testes que utilizam amostras de DNA contribuem para o diagnóstico 

diferencial das HPA por deficiência de PAH e identificação de pacientes assintomáticos e 

heterozigotos obrigatórios. Todavia, se por um lado esta doença pode ser detectada 

através de um teste simples e de baixo custo em recém-nascidos (teste de Guthrie ou 

similar), por outro a causa genética da deficiência de PAH é bastante heterogênea, sendo 

representada por muitas diferentes mutações no gene da PAH. Esta heterogeneidade de 

mutações dificulta a implantação de um método que satisfaça o principal critério para a 

análise do diagnóstico por DNA: a habilidade para detectar rapidamente mutações 

associadas à deficiência de PAH. 

Os métodos usados na detecção de mutações têm levado a um intenso debate 

sobre qual é a melhor abordagem para o diagnóstico (Ravine et a/., 1999). Não existe 

resposta precisa para esta pergunta, e as metodologias empregadas podem variar de 

população para população. Por exemplo, o diagnóstico de deficiência de PAH em judeus 

iemenitas, grupo no qual todos os pacientes são homozigotos para a deleção do exon 3, 

necessitaria apenas de um método espeçífico para a detecção desta mutação. No caso 

de populações muito heterogêneas é necessário um método que detecte o maior número 

de mutações distintas. Desta forma, a extensão da heterogeneidade alélica deve ser o 

fator determinante na escolha do método de detecção de mutações para o diagnóstico 

molecular da HPA por deficiência de PAH. 

Podem também existir outras causas de heterogeneidade associadas à 

deficiência de PAH. Muitos mecanismos podem estar envolvidos em processos através 

dos quais o fenótipo é obtido: requisição do cofator BH4; regulação da síntese (genes 

modificadores); diferenças na excreção urinária e na atividade de transaminase da Phe; 

taxa de hidroxilação; diferenças na distribuição dos aminoácidos entre os compartimentos 
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extracelular e intracelular; e a possível requisição de um mecanismo responsável pelo 

transporte de substratos para dentro da célula e de produtos para fora da célula. Em 

muitas desordens herdadas do metabolismo que apresentam heterogeneidade 

metabólica, 2 ou mais destas causas podem estar envolvidas (Güttler e Guldberg, 1996). 

A ocorrência de alguns fatores durante o tratamento dos pacientes representou 

um obstáculo para determinar a classificação do fenótipo dos mesmos, baseada na 

tolerância à dieta. A dieta irregular (pais que não compreendem a terapia dietética; 

crianças que fogem da dieta na escola), a dificuldade em obter o suplemento dietético, a 

ocorrência de infecções virais e bacterianas acompanhadas ou não de febre aumentando 

o catabolismo da Phe, contribuíram para o aumento dos níveis de Phe em algumas 

ocasiões. Estas variações foram cuidadosamente analisadas e excluídas do presente 

estudo para garantir a integridade dos resultados. 

Os valores de ARP não se correlacionaram com a maioria dos parâmetros 

bioquímicas dos pacientes com diagnóstico precoce ou tardio. Apesar desta 

inconsistência, o coeficiente de Pearson exibiu valores próximos da zona de significância 

quando a ARP foi comparada com a quantidade de Phe tolerada na dieta dos pacientes 

com diagnóstico precoce; com os níveis de Phe durante o tratamento de pacientes com 

diagnóstico tardio; e com os níveis de Phe após a sobrecarga protéica. 

Kaufman (1999) descreveu um modelo quantitativo do metabolismo da Phe em 

humanos. O modelo foi baseado nas propriedades cinéticas da PAH humana 

recombinante e nas estimativas das taxas in vivo de transaminação da Phe e degradação 

da proteína. Os valores calculados para a concentração do steady-state da Phe, taxa de 

eliminação de Phe (após uma sobrecarga do aminoácido) e tolerância à Phe da dieta 

estavam de acordo com os dados obtidos a partir de indivíduos normais, pacientes com 

deficiência de PAH e heterozigotos obrigatórios. Estes valores podem ajudar na decisão 

sobre a restrição de ingestão de Phe necessária para atingir um resultado clínico 

satisfatório nos pacientes com HPA por deficiência de PAH (Kaufman et a/., 1999). 
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6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
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6.1 - CONCLUSÕES 

Os resultados da análise molecular permitiram a identificação de alterações no 

gene da PAH e a determinação da freqüência das mesmas em 30 pacientes com PKU. O 

presente estudo também tentou correlacionar o genótipo com os dados bioquímicas e 

clínicos (fenótipo) dos pacientes. As conclusões deste trabalho são as seguintes: 

6.1.1 - Em relação à análise molecular: 

• Neste estudo, foram identificadas 24 alterações (18 mutações associadas à HPA por 

deficiência de PAH, 4 polimorfismos e 2 alterações novas), as quais conferiram 26 

genótipos diferentes associados à HPA por deficiência de PAH. A maioria destas 

alterações se localiza no fragmento 7 (7/24 ), o qual compreende o exon 7 e suas 

regiões adjacentes 5' e 3'; 

• A freqüência de indivíduos heterozigotos compostos foi de 70,0% (21/30), enquanto 

que a freqüência de genótipos homoalélicos foi de 30,0% (9/30); 

• O emprego combinado das técnicas de SSCP e da análise com enzimas de restrição 

específicas permitiu a detecção de mutações comumente encontradas em estudos 

realizados com pacientes da Itália, Península Ibérica (165T, R252W, R261X, R261 Q, 

IVS1 Ont-11 g>a e V388M), Alemanha (IVS12nt1g>a) e Polônia (R408W); 

• Através das técnicas de SSCP e de seqüenciamento dos fragmentos de DNA foi 

possível identificar 16 alterações, sendo 1 O mutações (L 15/S16fsdeiCT, IVS2nt5g>c, 

F55fsdeiT, IVS2nt-13t>g, N133/Q134fsdeiATCA, R158Q, R270K, P281L, IVS7nt1g>a 

e R408W) e 4 polimorfismos (IVS2nt19t>c, V245V, Y414Y e IVS12nt-35c>t) 

previamente descritos, e 2 alterações novas (1378g>t e IVS12nt-15t>c); 

• As mutações associadas à HPA por deficiência de PAH mais freqüentes neste estudo 

foram 165T (18,2%), R408W (9,1%), R261X (9,1%), IVS2nt5g>c (7,3%), R261Q (7,3%) 

e V388M (7,3%), representando 58,3% do total de alelos mutantes. As mutações raras 

encontradas apresentaram freqüências variando entre 1,8% e 5,5%; 

• A freqüência da mutação 165T neste estudo é semelhante à observada nos pacientes 

ingleses, escoceses, irlandeses e australianos; 

• Os polimorfismos foram identificados em 46,6% dos pacientes com deficiência de 

PAH, sendo as alterações IVS2nt19t>c e V245V as mais freqüentes. O polimorfismo 

V245V foi somente encontrado nos pacientes gaúchos em uma freqüência de 1 O, 9% 
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(6/55) e em uma amostra de indivíduos normais apresentou uma freqüência alélica de 

23,4% (43/184); 

• A análise por SSCP permitiu a identificação de pelo menos um padrão de mobilidade 

eletroforética alterado no gene da PAH em 83,3% dos pacientes analisados (25/30). 

No entanto, apresentou uma sensibilidade de 62,0% e uma taxa de resultados falso

negativos em torno de 38,0%; 

• A combinação das técnicas de SSCP, análise por digestão com endonucleases de 

restrição específicas e o seqüenciamento dos fragmentos de DNA contribuiu para uma 

eficiência de 87,3% no diagnóstico molecular das alterações no gene da PAH; 

• A alteração 1378g>t não foi encontrada em 1 00 cromossomos normais, indicando que 

pode se tratar de uma mutação associada à HPA por deficiência de PAH; 

• A alteração IVS12nt-15t>c pode ser considerada um polimorfismo, pois a mesma foi 

encontrada em 3 pacientes que apresentavam 2 mutações associadas à HPA por 

deficiência de PAH; 

6.1.2 - Em relação à correlação genótipo x fenótipo: 

• A maioria dos pacientes com a forma clássica da doença (15/17) apresenta pelo 

menos uma mutação nula em seu genótipo e uma ARP variável entre O e 21 ,0%. Na 

maioria dos pacientes com PKU moderada (6/9), a ARP variou de 13,0 a 43,0%; 

• Valores relevantes de ARP para as mutações 165T (26,0%) e R408Q (55,0%), os 

menores níveis de Phe pré e durante o tratamento e uma maior tolerância à Phe na 

dieta foram observados nos pacientes com a forma leve da doença; 

• A ARP não apresentou correlação com os parâmetros bioquímicas ligados ao 

diagnóstico e ao tratamento nos 30 pacientes analisados (com diagnóstico precoce ou 

tardio). Os valores de ARP não apresentaram correlação com as manifestações 

clínicas apresentadas pelos pacientes com diagnóstico tardio; 

• Em relação aos pacientes com diagnóstico precoce, os níveis de Phe pré e durante o 

tratamento apresentaram uma forte associação com a tolerância à dieta, onde os 

pacientes com PKU clássica exibiram os níveis mais elevados e apresentaram uma 

menor tolerância à Phe da dieta; 

• Entre os pacientes com diagnóstico precoce: os com PKU clássica apresentaram 

níveis de Phe pré e durante o tratamento maiores que os encontrados nos pacientes 
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com a forma leve da doença; os com PKU leve ou moderada apresentaram uma 

tolerância maior à Phe da dieta que os pacientes com PKU clássica; 

• Em relação aos pacientes com diagnóstico tardio, os níveis de Phe durante o 

tratamento apresentaram correlação com a tolerância à dieta. Desta forma, os 

pacientes com PKU clássica apresentaram os maiores valores de Phe durante o 

tratamento, pois toleram menos a dieta restrita em Phe; 

• Entre os pacientes com diagnóstico tardio, os com PKU moderada apresentaram os 

valores de ARP e a tolerância à Phe da dieta maiores que os pacientes com PKU 

clássica; 

• As complicações neurológicas foram mais evidentes nos pacientes com diagnóstico 

tardio, salientando, desta maneira, a importância do estabelecimento do diagnóstico 

precoce da HPA por deficiência de PAH; 

• Os pacientes com diagnóstico precoce e PKU clássica apresentaram os níveis de Phe 

pré-tratamento e tolerância à dieta maiores que os observados nos pacientes com 

diagnóstico tardio, apresentando o mesmo fenótipo. Porém, durante o tratamento, 

estes últimos apresentaram os maiores níveis de Phe; 

• Os valores de ARP não se correlacionaram com os níveis de Phe após o teste de 

sobrecarga de Phe; mas houve uma correlação significativa entre os parâmetros 

ligados ao diagnóstico e ao tratamento com os valores de Phe após a sobrecarga; 

• Os pacientes com PKU clássica apresentaram níveis de Phe após a sobrecarga 

maiores que os observados nos pacientes com PKU leve; 

• Uma sobreposição significativa foi observada entre os parâmetros bioquímicas 

analisados nos pacientes com PKU moderada e pacientes com PKU clássica; 

• Uma alta freqüência de mutações graves associadas à HPA por deficiência de PAH foi 

observada neste estudo. Este achado pode estar relacionado com o grande número 

de pacientes com a forma clássica da doença; 

• A mutação 165T foi encontrada tanto em pacientes com PKU clássica como PKU 

moderada e PKU leve; 

• Na situação de jejum, os níveis de Phe foram significativamente maiores nos 

heterozigotos com mutações moderadas que nos heterozigotos com mutações graves. 

No entanto, devido a relevante sobreposição entre estes dois grupos, os níveis de Phe 

não podem prever a gravidade de mutações no locus da PAH; 
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• As relações Pheffyr e Phe2ffyr foram os parâmetros mais adequados para discriminar 

controles de heterozigotos obrigatórios para HPA por deficiência de PAH, tanto na 

situação de jejum como após a sobrecarga de aspartame; 

6.1.3- Em relação aos aspectos étnicos: 

• Uma concordância significativa entre as mutações que ocorreram na etnia portuguesa 

e no grupo determinado de "brasileiro" foi observada. A mutação IVS2nt5g>c foi 

associada na maioria dos casos aos pacientes de origem portuguesa; 

• A presença dos polimorfismos IVS2nt19t>c e IVS 12nt -35c>t foi sempre associada à 

ocorrência da mutação IVS2nt5g>c nos pacientes analisados. A mutação R261 X foi 

associada à presença do polimorfismo IVS2nt19t>c. 

6.1.4 - Protocolo laboratorial sugerido para a detecção de mutações em pacientes 

com Fenilcetonúria: 

A partir dos resultados obtidos e conclusões elaboradas, foi proposto um 

protocolo laboratorial para a detecção das mutações, o qual se encontra abaixo descrito. 

As amostras de sangue de cada indivíduo afetado e de seus pais serão 

colhidas para a extração de DNA. O DNA extraído será utilizado para a amplificação de 

fragmentos específicos do gene da PAH. Os produtos de PCR serão submetidos à análise 

por digestão com enzimas de restrição para a identificação das mutações mais freqüentes 

encontradas neste estudo (165T, R261 X, R408W, R261 Q, V388M e IVS2nt5g>c). 

Para facilitar a detecção da mutação IVS2nt5g>c, novos primers para a 

amplificação do fragmento 2 do gene da PAH deverão ser desenhados, de forma a 

introduzir um sítio de reconhecimento para uma endonuclease específica a ser utilizada 

na detecção da mutação em questão .. 

Os fragmentos de toda região codificante dos pacientes não portadores das 

mutações pesquisadas e dos pacientes heterozigotos para pelo menos uma das 

mutações pesquisadas serão amplificados e submetidos à análise de SSCP. Aqueles 

fragmentos que apresentarem padrões de mobilidade eletroforética alterados serão 

submetidos ao seqüenciamento direto para a identificação de mutações raras ou novas 

e/ou polimorfismos. Os fragmentos com padrão de migração normal deverão ser 

considerados como não portadores de alteração, não apresentando, portanto, indicação 

para a análise de seqüenciamento direto, exceto no caso de uma suspeita específica. 

O protocolo sugerido está representado esquematicamente na figura 6.1. 
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Sangue venoso em EDTA 

Extração de DNA 

Amplificação de fragmentos de DNA específicos 

Detecção de mutações freqüentes por análise 
com endonucleases de restrição * 

Pacientes não Pacientes heterozigotos Pacientes homozigotos 
portadores das para pelo menos uma das para as mutações 

mutações pesquisadas mutações pesquisadas pesquisadas 

i + 
Amplificação de fragmentos de DNA (toda a região codificante) I 

~ 
I Análise por SSCP I .. Fragmentos com padrão 
I I ,.. de migração alterado 

,, ~ 
Fragmentos com padrão 

Seqüenciamento direto 
de migração normal 

~ , Identificação de mutações 
Pacientes sem alteração na e/ou polimorfismos 
seqüência de nucleotídeos 

~ do fragmento analisado. 
Definição do genótipo do ..... ... 

paciente 

Figura 6.1: Protocolo laboratorial sugerido para a detecção das mutações em pacientes com 
fenilcetonúria. *:Mutações 165T, R261Q, R261X, V388M, R408W e IVS2nt5g>c. 
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6.2 - PERSPECTIVAS 

A continuidade deste estudo poderia colaborar para uma análise mais completa 

do gene da PAH com o objetivo de detectar as mutações naqueles pacientes com 

genótipos não completamente definidos e em novos pacientes diagnosticados. 

A análise da correlação do genótipo com o fenótipo deve ser continuada, 

principalmente nos pacientes com diagnóstico precoce, pelo menos durante os 5 

primeiros anos de vida. Os resultados desta correlação podem ser úteis no diagnóstico 

diferencial e no tratamento da HPA por deficiência de PAH. 

A determinação da freqüência alélica dos polimorfismos na população poderá 

demonstrar se estes polimorfismos estão mais intimamente associados aos alelos 

mutantes ou alelos normais do gene da PAH, com especial destaque para o polimorfismo 

IVS 12nt-15t>c. 

Os estudos de haplótipos poderão contribuir para a determinação da origem 

racial destas mutações, estabelecendo os mecanismos responsáveis (deriva genética, 

mutação recorrente e efeito fundador) pela origem destas mutações em nosso meio. Os 

haplótipos poderão também ser úteis no diagnóstico pré-natal de famílias em risco. 

A análise de expressão das mutações e o conhecimento da estrutura 

tridimensional das proteínas produzidas devem ser considerados em estudos futuros 

sobre a genética molecular da HPA por deficiência de PAH. 
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ANEXO 1: CARTA CONVITE PARA PARTICIPAR DO ESTUDO "IDENTIFICAÇÃO E 

CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE MUTAÇÕES E POLIMORFISMOS NO GENE DA 

FENILALANINA HIDROXILASE EM FENILCETONÚRICOS DO SUL DO BRASIL". 

Porto Alegre, dia/mês/ano 

Prezados Pais, 

Visto que o (a) seu filho apresenta Fenilcetonúria, cujo diagnóstico laboratorial 
e tratamento estão sendo realizados no Serviço de Genética Médica do Hospital de 
Clínicas de Porto Alegre, vimos através desta pedir sua cooperação em participar de um 
estudo específico para portadores desta doença e seus familiares. O nosso objetivo é a 
melhor caracterização molecular de Fenilcetonúria no Brasil. É importante mencionar que, 
para o referido estudo, é necessário apenas a coleta de sangue, não culminando em 
nenhuma complicação para os participantes e a sua participação, bem como de sua 
família, será de grande importância. 

Este estudo já conta com a participação de várias pessoas, bem como do apoio 
de hospitais estrangeiros. Para informações mais detalhadas, assim como para a 
marcação da coleta de sangue, favor entrar em contato com o Biomédico Luiz Carlos 
Santana da Silva no Serviço de Genética Médica (2° andar do Hospital de Clínicas de 
Porto Alegre) ou através do telefone (051) 3168011. 

Gostaria de lembrar que a coleta de sangue da sua família será no dia ---/---/---. 
Caso surja algum impedimento, favor entrar em contato com os Drs. Luiz Carlos Santana 
da Silva, Roberto Giugliani e Maria Luiza Saraiva Pereira, antes desta data. Certos de sua 
compreensão e apoio, desde já manifestamos nossos agradecimento. 

Atenciosamente, 

Luiz Carlos Santana da Silva Ora. Maria Luiza Pereira 

Dr. Roberto Giugliani 



Anexos 190 

ANEXO 2: FICHA COM OS DADOS DOS PACIENTES 

Nome do Paciente:----------------- DN: ____ _ 
Sexo: ___ Cor: ____ Naturalidade:.~-::-:-----
Ficha Clínica:____ Ficha de EIM: ____ Registro/HCPA: ____ _ 

Nome do Pai:--------------------------Nome da Mãe: ______________________________ __ 

Endereço:---------------- Fone: ____ _ 
Cidade:----------- CEP: _____ Estado: ____ _ 
Idade de Diagnóstico:------------------------
Apresentava sintomas clínicos na época do diagnóstico ( ) Sim ( ) Não 
Outros casos na família: ( ) Sim { ) Não 
Ascendência Étnica: Avô paterno: ------ Avó Paterna: ____ _ 

Avô Matemo: ------ Avó Materna: ____ _ 

Heredrograma: 

Análise Molecular: 

Procedimento Resultado Data 

Mutações encontradas:------------------------
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ANEXO 3: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

O presente projeto de pesquisa tem como objetivo caracterizar as mutações 

presentes no gene da fenilalanina hidroxilase, a qual está deficiente em pacientes com 

Fenilcetonúria, e determinar a freqüência destas mutações na população estudada. 

Para a participação no estudo, uma amostra de sangue periférico (de 5 a 1 O 

ml) será colhida para posterior extração de DNA Os riscos e desconfortos causados pela 

coleta de sangue são semelhantes aos envolvidos na coleta realizada para exames 

laboratoriais de rotina. O material colhido será utilizado única e exclusivamente para fins 

do projeto de pesquisa, sendo garantido o sigilo das informações obtidas. Fica garantido 

ao paciente ou familiares o acesso a estas informações a qualquer momento. 

Fui igualmente informado da garantia de receber resposta a qualquer pergunta 

ou esclarecimento a qualquer dúvida relacionada à pesquisa, da liberdade de não 

participar do estuco, da segurança do sigilo e do caráter confidencial das informações. 

Nome do Paciente: 

Assinatura do Responsável Legal: 

Pesquisador: 
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ANEXO 4: CARTA CONVITE PARA PARTICIPAR DO ESTUDO "AVALIAÇÀO DE UM 

TESTE DE SOBRECARGA DE ASPARTAME PARA A DETECÇÃO DE 

HETEROZIGOTOS PARA FENILCETONÚRIA". 

Porto Alegre, dia/mês/ano 

Prezados Senhores (as), 

Vimos através desta pedir sua cooperação em participar do estudo "Avaliação 
de um Teste de Sobrecarga de Aspartame para a Detecção de Heterozigotos para 
Fenilcetonúria", que será por nós realizado no Hospital de Clínicas de Porto Alegre. É 
importante mencionar que tal estudo consiste em coletas de sangue ante e após o 
consumo de aspartame (um adoçante), e não traz nenhum risco ou complicação para os 
participantes. 

Para termos pleno êxito nesta pesquisa, convém também lembrar que os 
participantes deste estudo deverão vir em jejum no dia da coleta de sangue, marcada 
para o dia --/---/--, pela parte da manhã. 

Sua participação será de grande importância, uma vez que pretendemos, com 
o presente estudo, desenvolver uma técnica simples e de baixo custo para a detecção de 
heterozigotos (portadores) do gene da Fenilcetonúria, contribuindo, assim, para a 
prevenção da doença em nossa população. 

Contando com a sua compreensão e o seu apoio, desde já manifestamos 
nossos agradecimentos 

Atenciosamente, 

Luiz Carlos Santana da Silva Dra. Roberto Giugliani 
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ANEXO 5: RESUMO DA EVOLUÇÃO CLÍNICA DOS PACIENTES 

Paciente 1 (R261X/IVS10nt-11g>a): 8 anos, sexo masculino e filho de pais 

consangüíneos. Os pais são heterozigotos obrigatórios, sendo a mutação R261 X de 

origem paterna e a mutação IVS 1 Ont-11 g>a de origem materna. Diagnosticado 

tardiamente (2 anos e 5 meses). Na primeira consulta, foi observado a presença de 

RNPM. Apresentou episódios de convulsão, hipereflexia difusa e EEG alterado. Freqüenta 

escola especial desde os 3 anos e 7 meses. Somente aos 6 anos de idade controlou os 

esfíncteres. Apresenta controle metabólico é inadequado devido à dieta irregular. A última 

dosagem de Phe foi de 1241 1-lmoi/L, níveis elevados para sua idade atual. 

Paciente 2 (165T/IVS2nt5g>c): 16 anos e do sexo masculino. Os pais são 

heterozigotos obrigatórios, sendo a mutação 165T de origem paterna e a mutação 

IVS2nt5g>c de origem materna. Diagnosticado tardiamente (1 O anos). Na primeira 

consulta, foi observado a presença de ceratose folicular e dermatite seborréica. 

Apresentou tomografia computatorizada do crânio e EEG normais, mas o teste psicomotor 

revelou retardo mental. Nunca apresentou convulsões. Freqüentou escola especial até 

aos 11 anos de idade. Está cursando a 4° série da escola normal com deficiência no 

aprendizado. Às vezes, vem à consulta sem acompanhante, prepara e controla a dieta. 

No entanto, não tem um bom controle metabólico. 

Paciente 3 {R261X/?): 5 anos e do sexo masculino. Os pais são heterozigotos 

obrigatórios, sendo a mutação R261 X de origem materna. Diagnosticado precocemente 

(13 dias) por programa de triagem neonatal. O tratamento foi iniciado imediatamente, mas 

durante o mesmo, apresentou níveis de .-Phe elevados e associados à presença de 

hiperatividadade e dieta irregular. Não é considerado um bom controle metabólico. 

Paciente 4 {P281 UR408W): 6 anos e do sexo feminino. Os pais são 

heterozigotos obrigatórios, sendo a mutação P281 L de origem paterna e a mutação 

R408W de origem materna. Diagnosticado tardiamente (1 ano e 10 meses). Na primeira 

consulta, foi observado a presença de RNPM e rins em ferradura. Apresentou episódios 

de convulsão e EEG alterado. Apresentou níveis de Phe elevados quando em situação de 

IVAS e infecção bacteriana. O controle metabólico é considerado regular. A última 

dosagem de Phe foi de 702 1-lmoi/L, valor elevado para sua idade atual. 
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Paciente 5 (R408W/R408W): 6 anos, sexo masculino e filho de pais 

consangüíneos. Os pais são heterozigotos para a mutação R408W. Diagnosticado 

precocemente (50 dias) através de programa de triagem neonatal. O tratamento começou 

aos 2 meses, o qual foi abandonado aos 2 anos. Ficou sem tratamento durante 5 meses 

e, quando retomou, à dieta apresentou níveis elevados de Phe para a idade (1174 

1-lmoi/L), vômitos, diarréia e hiperatividade. A última dosagem de Phe foi de 651 1-lmoi/L, 

um pouco elevada para a idade atual. 

Paciente 6 (V3881'J!IIVS2nt-13t>g): 6 anos e do sexo masculino. Os pais são 

heterozigotos, sendo a mutação IVS2nt-13t>g de origem paterna e a mutação V388M de 

origem materna. Diagnosticado tardiamente (5 meses). Na primeira consulta, apresentou 

irritabilidade, lesões cutâneas e cabelos claros e quebradiços. Após a introdução da dieta, 

os cabelos ficaram escuros, as lesões cutâneas desapareceram e houve melhora do 

quadro neurológico. Com 1 ano e 8 meses apresentou convulsão, mas o EEG foi normal. 

Freqüenta escola normal, mas continua agitado. Não tem bom controle metabólico. A 

última dosagem de Phe foi de 878 1-lmoi/L, sendo elevada para sua idade. 

Paciente 7 (IVS2nt5g>c/IVS2nt5g>c): 7 anos, sexo feminino e filho de pais 

consangüíneos. Os pais são heterozigotos para a mutação IVS2nt5g>c. Diagnosticado 

precocemente (34 dias) por programa de triagem neonatal. O tratamento começou aos 2 

meses e, durante o mesmo, algumas vezes apresentou níveis de Phe alterados e 

associados à presença de infecção das vias aéreas superiores (IVAS) com febre e dieta 

irregular. Freqüenta escola normal com bom aproveitamento, mas apresenta dificuldade 

motora. A última dosagem de Phe foi de 1168 1-lmoi/L, sendo muito elevada para sua 

idade atual. 

Paciente 8 (R261X/R261X): 9 anos e do sexo feminino. Os pa1s são 

heterozigotos para a mutação R261X. Diagnosticado tardiamente (2 anos e 6 meses). Na 

primeira consulta, foi verificada a presença de RDNPM, aparente microcefalia, 

irritabilidade e lesões cutâneas. Após a introdução da dieta, apresentou melhora 

psicomotora. Aos 5 anos apresentou convulsões. Freqüenta escola especial, mas 

continua agitado e hiperativo. O tratamento é considerado bom. A última dosagem de Phe 

foi de 726 1-lmoi/L, sendo um pouco elevada para a sua idade. Tem uma irmã com 
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deficiência de PAH, diagnosticada tardiamente (11 anos e 9 meses). Na primeira consulta, 

foi verificada a presença de RM, cabelos claros e crânio atípico. Após a introdução da 

dieta, os cabelos ficaram mais escuros e houve melhora do quadro neurológico. 

Freqüenta escola normal, cursando a 6a série e com alguma dificuldade em matemática. 

Paciente 9 (F55fsdeiT/R408W): 7 anos e do sexo masculino. Os pais são 

heterozigotos, sendo a mutação F55fsde1T de origem paterna e a mutação R408W de 

origem materna. Diagnosticado precocemente (55 dias) por programa de triagem 

neonatal. A terapia dietética foi iniciada imediatamente. Algumas vezes, os níveis de Phe 

estavam alterados, geralmente relacionados com a presença de IVAS com febre e dieta 

irregular. O controle metabólico é considerado excelente e sua última dosagem de Phe foi 

de 393 !J.moi/L, valor adequado para a idade do paciente. 

Paciente 10 (IVS2nt5g>c/IVS2nt5g>c): 7 anos, sexo masculino e filho de pais 

consangüíneos. Os pais são heterozigotos para a mutação IVS2nt5g>c. Diagnosticado 

precocemente (45 dias) através de programa de triagem neonatal. O tratamento foi 

introduzido aos 2 meses, o qual foi abandonado aos 3 anos e 3 meses. Ficou sem 

tratamento durante 4 meses e, quando retornou à dieta, apresentou níveis elevados de 

Phe para a idade. Durante o tratamento, os níveis de Phe, algumas vezes, foram 

elevados devido à dieta irregular. Apresenta um tratamento adequado para a idade e sua 

última dosagem foi de 339 !J.moi/L de Phe. 

Paciente 11 (R408Q/1378G>T): 5 anos e do sexo feminino. Os pais são 

heterozigotos, sendo a mutação R408Q de origem paterna e a mutação 1378g>t de 

origem materna. Diagnosticado precocemente (2 meses) por programa de triagem 

neonatal. A terapia dietética foi iniciada imediatamente. Apresenta um excelente controle 

metabólico. A última dosagem de Phe foi de 260 !J.moi/L, sendo adequada para sua idade. 

Paciente 12 (R252W/?): 4 anos e do sexo masculino. Os pais são 

heterozigotos, sendo a mutação R252W de origem materna. Diagnosticado precocemente 

(27 dias) por programa de triagem neonatal. A terapia dietética foi iniciada imediatamente. 

No início do tratamento, apresentou episódios de vômitos. Freqüenta escola normal desde 

os 3 anos de idade. Durante o tratamento, apresentou níveis de Phe elevados e 
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associados à IV AS com febre e dieta irregular. Apresenta controle metabólico satisfatório. 

A última dosagem de Phe foi de 599 f.lmoi/L, nível elevado para sua idade. 

Paciente 13 (165T/165T): 6 anos, sexo masculino e filho de pais 

consangüíneos. Os pais são heterozigotos para a mutação 165T. Diagnosticado 

precocemente (14 dias) por programa de triagem neonatal. Na primeira consulta, 

apresentou cianose e hepatite neonatal. Tratamento dietético foi introduzido 

imediatamente e foi abandonado aos 2 anos e 9 meses e a sua última dosagem de Phe 

foi de 781 f.lmoi/L, sendo elevada para sua idade. 

Paciente 14 (R158Q/R270K): 17 anos e do sexo masculino. Os pais são 

heterozigotos obrigatórios para a deficiência de PAH. Diagnosticado tardiamente (7 

meses). Na primeira consulta, foi observado a presença de RDNPM e microcefalia. A 

terapia dietética foi iniciada imediatamente, a qual foi abandonada por 8 anos. Apresentou 

episódios de convulsão, agressividade e EEG alterado. O controle metabólico do paciente 

é inadequado devido à dieta irregular. 

Paciente 15 (165T/IVS12nt1g>a): 9 anos, sexo masculino e filho de pais 

consangüíneos. Os pais são heterozigotos, sendo a mutação IVS12ntg>a de origem 

paterna e a mutação 165T de origem materna. Diagnosticado precocemente ( 1 mês) por 

programa de triagem neonatal. Na primeira consulta, apresentou quadro de cianose. 

Freqüenta escola normal desde os 6 anos de idade com excelente desempenho. 

Apresenta um bom controle metabólico. A última dosagem de Phe foi de 660 f.lmoi/L, 

sendo um pouco elevada para sua idade. 

Paciente 16 (N133/Q134deiATCA/?): 17 anos e do sexo masculino. Os pais 

são heterozigotos obrigatórios, sendo a mutação N 133/Q 134deiATCA de origem materna. 

Diagnosticado tardiamente (2 anos e 10 meses). A terapia dietética foi iniciada 

imediatamente. Na primeira consulta, não falava, apresentava retardo mental leve e fácies 

atípicas e sem controle esfincteriano. Após o início da dieta, começou a falar e controlar 

os esfíncteres. Freqüenta escola normal e está na 3a série com dificuldade no 

aprendizado. Durante o tratamento, apresentou níveis de Phe elevados e associados a 
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uma dieta irregular. Apresenta controle metabólico satisfatório. A última dosagem de Phe 

foi de 890 11moi/L, nível adequado para sua idade. 

Paciente 17 (165T/R261X): 10 anos e do sexo masculino. Os pais são 

heterozigotos obrigatórios, sendo a mutação 165T de origem paterna e a mutação R261X 

de origem materna. Diagnosticado precocemente por programa de triagem neonatal. A 

terapia dietética foi iniciada imediatamente. Está na 5° série da escola normal, mas 

apresenta dificuldade em matemática e é hiperativo. Apresentou EEG normal. Em 

algumas ocasiões, durante o tratamento, os níveis de Phe estavam elevados e 

associados com a presença de IVAS com febre e dieta irregular. A última dosagem de 

Phe foi de 901 11moi/L, sendo elevada para sua idade. 

Paciente 18 (R261Q/R408W): 10 anos e do sexo masculino. Os pais são 

heterozigotos obrigatórios, sendo a mutação R408W de origem paterna e a mutação 

R261Q de origem materna. Diagnosticado tardiamente (13 meses). Na primeira consulta, 

foi observado a presença de RDNPM, agressividade e lesões cutâneas. Apresentou 

episódios de convulsão. Após a introdução da dieta, ficou mais calmo. Não tem um bom 

controle metabólico, pois sempre apresenta níveis elevados de Phe. 

Paciente 19 (165T/IVS2nt5g>c): 6 anos e do sexo feminino. Os pais são 

heterozigotos obrigatórios, sendo a mutação IVS2nt5g>c de origem paterna e a mutação 

165T de origem materna. Diagnosticado precocemente (18 dias) por programa de triagem 

neonatal. O tratamento foi iniciado imediatamente. Está na escola normal com bom 

aproveitamento. Em algumas ocasiões, durante o tratamento, os níveis de Phe estavam 

elevados e associados com a presença de IVAS com febre e dieta irregular. A última 

dosagem de Phe foi de 478 11moi/L, sendo adequada para sua idade. 

Paciente 20 (165T/?): 7 anos e do sexo feminino. Os pais são heterozigotos, 

sendo a mutação 165T de origem materna. Diagnosticado precocemente (20 dias) por 

programa de triagem neonatal. A terapia dietética foi iniciada imediatamente. Apresentou 

duas dosagens normais de Phe e abandonou o tratamento. Retomou ao mesmo com 1 

ano e 4 meses, apresentando níveis elevados de Phe, irritabilidade e EEG alterado. Após 

o reinício da dieta, a irritabilidade diminuiu e apresentou EEG normal. Durante o 
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tratamento, apresentou níveis de Phe elevados e associados a uma dieta irregular e a 

IV AS com febre. Apresenta bom controle metabólico. A última dosagem de Phe foi de 253 

~moi/L, nível adequado para sua idade e, no momento, está com dieta livre. 

Paciente 21 (165T/P281 L): 7 anos e do sexo feminino. Os pais são 

heterozigotos, sendo a mutação P281 L de origem paterna e a mutação 165T de origem 

materna. Diagnosticado precocemente (26 dias) por programa de triagem neonatal. A 

terapia dietética foi iniciada imediatamente. Em algumas ocasiões, os níveis de Phe 

estavam elevados e associados à dieta irregular. Está na escola normal com bom 

aproveitamento. A última dosagem de Phe foi de 867 ~moi/L, sendo elevada para sua 

idade. Tem uma irmã com deficiência de PAH, diagnosticada tardiamente (1 ano). O 

tratamento foi iniciado imediatamente. Na primeira consulta, foi verificado a presença de 

retardo mental, irritabilidade e hipotonia generalizada. Apresentou crises convulsivas e 

EEG alterado. Após o início do tratamento, as crises convulsivas desapareceram. Está na 

escola especial com bom aproveitamento. Em algumas ocasiões, durante o tratamento, 

os níveis de Phe estavam alterados e associados à dieta irregular. A última dosagem de 

Phe foi de 794 ~moi/L, sendo adequada para sua idade atual. 

Paciente 22 (V388M/IVS7nt1 g>a): 13 anos e do sexo masculino. Os pais são 

heterozigotos, sendo a mutação V388M de origem paterna e a mutação IVS7nt1 g>a de 

origem materna. Diagnosticado precocemente (2 meses) por programa de triagem 

neonatal. O tratamento foi iniciado imediatamente. Na primeira consulta, foi observado a 

presença de transtornos de comportamento. Está na r série da escola normal com bom 

desempenho. No entanto, durante o tratamento, apresentou níveis de Phe elevados e 

associados a uma dieta irregular. A última ·dosagem de Phe foi de 1108 ~moi/L, sendo 

elevada para sua idade. 

Paciente 23 (R408W/?): 13 anos e do sexo masculino. Os pais são 

heterozigotos, sendo a mutação R408W de origem paterna. Diagnosticado tardiamente (5 

anos e 6 meses). A terapia dietética foi iniciada imediatamente. Na primeira consulta, foi 

observado a presença de retardo mental, irritabilidade e não falava. Apresentou 

convulsões e hipotonia. Durante quase 3 anos, ficou sem acompanhamento médico, mas 

os pais conservaram a dieta. Após o reinício da dieta, começou a falar e está menos 
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agitado. Apresenta bom controle metabólico. A última dosagem de Phe foi de 623 llmoi/L, 

nível adequado para sua idade. Tem uma irmã com deficiência de PAH diagnosticada 

tardiamente (2 anos). A terapia dietética foi iniciada imediatamente. Na primeira consulta, 

foi observado a presença de retardo mental. Também ficou 3 anos sem acompanhamento 

médico, mas com dieta controlada. Está na 1 a série da escola normal com aproveitamento 

regular. Apresenta um controle metabólico satisfatório. A última dosagem de Phe foi de 

654 11moi/L, nível levemente alterado para sua idade. 

Paciente 24 (R261Q/R261Q): 8 anos e do sexo feminino. Os pais são 

heterozigotos para a mutação R261 Q. Diagnosticado precocemente (37 dias) por 

programa de triagem neonatal. O tratamento foi iniciado aos 48 dias de vida. Durante o 

tratamento, algumas vezes os níveis de Phe se apresentaram elevados devido à dieta 

irregular. Freqüenta escola normal com bom desempenho no início, mas atualmente com 

aprendizado deficiente. O tratamento é considerado satisfatório e a última dosagem de 

Phe foi de 672 llmoi/L, sendo um pouco elevada para sua idade. 

Paciente 25 (165T/165T): 20 anos, sexo masculino e filho de pais 

consangüíneos. Os pais são heterozigotos para a mutação 165T. Diagnosticado 

tardiamente (1 O anos e 8 meses). Na primeira consulta, foi verificada a presença de 

RDNPM grave, comportamento autista e agressividade. Apresentou convulsões e EEG 

alterado. Após a introdução da dieta, apresentou sinais de melhora no comportamento. O 

tratamento foi abandonado por 4 anos e, durante este período, apresentou crises 

convulsivas. Após o retomo à terapia dietética, o controle metabólico do paciente tem sido 

considerado bom, sendo 297 11moi/L a última dosagem de Phe. 

Paciente 26 (L 15/S16fsdeiCT/ L 15/S16fsdeiCT): 8 anos, sexo masculino e 

filho de pais consangüíneos. Diagnosticado precocemente (50 dias) através de programa 

de triagem neonatal. A terapia dietética foi iniciada imediatamente. Passou um período de 

9 meses sem tratamento e, quando retornou ao mesmo, apresentou níveis elevados de 

Phe para a idade. Durante o tratamento, em muitas vezes os níveis de Phe se 

apresentaram elevados devido à dieta irregular e associados a quadro de IVAS com 

febre. Freqüenta escola normal desde os 5 anos de idade com bom desempenho. 
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Atualmente, o tratamento é considerado satisfatório e a última dosagem de Phe foi de 

811 ~moi/L, sendo elevada para sua idade atual. 

Paciente 27 (V388MN388M): 6 anos e do sexo masculino. Os pais são 

heterozigotos para a mutação V388M. Diagnosticado tardiamente (1 ano). Na primeira 

consulta, foi verificada a presença de atraso do DNPM e relato de convulsões. O EEG 

apresentou atrofia cerebral. Durante o tratamento, os níveis de Phe se apresentaram 

elevadas devido à dieta irregular. O controle metabólico é inadequado e a última dosagem 

de Phe foi de 962 ~moi/L. 

Paciente 28 (R261Q/IVS12nt1g>a): 4 anos e do sexo feminino. Os pais são 

heterozigotos obrigatórios, sendo a mutação R261 Q de origem paterna e a mutação 

IVS12nt1g>a de origem materna. Diagnosticado precocemente (34 dias) por programa de 

triagem neonatal. O tratamento foi iniciado imediatamente. Apresenta um excelente 

controle metabólico. A última dosagem de Phe foi de 200 ~moi/L, sendo adequada para 

sua idade. 

Paciente 29 (165T/?): 20 anos e do sexo masculino. Os pais são heterozigotos 

obrigatórios, sendo a mutação 165T de origem paterna. Diagnosticado tardiamente ( 5 

anos). O tratamento foi introduzido imediatamente. Na primeira consulta, apresentou 

agressividade. Freqüenta escola normal com bom desempenho. Apresenta um controle 

metabólico satisfatório. A última dosagem de Phe foi de 926 11moi/L, nível adequado para 

sua idade. 

Paciente 30 (IVS12nt1 g>al?): · 13 anos e do sexo feminino. Os pais são 

heterozigotos obrigatórios, sendo a mutação IVS12nt1 g>a de origem materna. 

Diagnosticado precocemente (2 meses) por programa de triagem neonatal. O tratamento 

foi introduzido imediatamente. Freqüenta a 6a série da escola normal com bom 

desempenho. Apresenta um controle metabólico satisfatório. A última dosagem de Phe foi 

de 999 ~moi/L, valor um pouco elevado para sua idade. 
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ANEXO 6: ARTIGO 

ASPARTAME LOADING TEST IN PKU HETEROZYGOUS INDIVIDUALS BEARING 

SEVERE ANO MODERA TE MUTATIONS 
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Letter to the Editor

Aspartame loading test in PKU
heterozygous individuals bearing severe and
moderate mutations

To the Editor:
Phenylketonuria (PKU) is a disease of amino acid
metabolism caused by mutations in the liver en-
zyme phenylalanine hydroxylase (PAH). The in-
terindividual variation in disease severity observed
among PKU patients is the result of extensive
allelic heterogeneity at the PAH locus. To date,
more than 400 mutations in the PAH gene have
been reported worldwide (1, 2). Mental retardation
is the main symptom observed in non-treated PKU
patients (3). Several methods have been developed
for the detection of PKU heterozygous individuals,
based on measurements of plasma phenylalanine
(Phe) and tyrosine (Tyr) levels or analysis of the
Phe/Tyr and Phe2/Tyr ratios (4, 5). However, re-
sults obtained in most of these studies showed an
important overlap among heterozygous and nor-
mal individuals.

Several studies have been performed in order to
analyze possible effects of aspartame sweetener
and related components on Phe and Tyr levels in
heterozygous individuals for PAH deficiency (6–
8). The correlation among results of Phe loading
tests and mutations in the gene have not been
extensively studied (9–11). This study investigated
the extent to which mutant PAH alleles influence
Phe and Tyr metabolism in PKU heterozygotes
after oral aspartame loading.

Mutations carried by 12 PKU heterozygous in-
dividuals were identified by restriction endonucle-
ase or sequence analyses, following DNA
extraction from peripheral blood by standard
methods. After an overnight fast (12 h), carriers
and six controls were submitted to an oral aspar-
tame loading test (100 mg/kg of aspartame dis-
solved in 300 ml of orange juice). Blood samples
were collected prior to and 30 min after aspartame
loading, and Phe and Tyr plasma concentrations
were determined fluorimetrically (12, 13). Individu-
als were divided into three different groups: het-
erozygous individuals bearing a severe mutation,
which leads to an enzyme activity below 1%
(P281L, R408W or IVS12nt1g\a); heterozygous

individuals bearing a moderate mutation, which
leads to significant (15–50%) residual enzyme ac-
tivity (V388M, R261Q or I65T); and controls.

Table 1 shows Phe and Tyr plasma concentra-
tions and Phe/Tyr and Phe2/Tyr ratios before and
after the loading test for each individual tested.
Results were statistically compared by the Stu-
dent’s t-test for paired and independent samples.

Results obtained show a significant increase of
Phe levels and Phe/Tyr and Phe2/Tyr ratios in
individuals with severe mutations after the loading
test. In individuals with moderate mutations only,
the Phe/Tyr ratio was significantly higher (pB
0.05) after the loading test. Comparison of mea-
surements across groups of heterozygotes revealed
the only statistically significant difference to be a
higher mean level of Phe before aspartame loading
(pB0.05) in heterozygotes with moderate muta-
tions. No significant differences were seen between
both groups of heterozygotes after aspartame
loading.

Phe levels, Phe/Tyr and Phe2/Tyr ratios of both
groups of heterozygotes were significantly different
from the control group (pB0.05) before and after
the loading test, and no overlapping values were
detected. In addition, significantly higher values
(pB0.05) of Tyr were seen in controls than in
either or both groups of heterozygotes after aspar-
tame loading. A recent study showed that Tyr
monitoring following oral Phe loading appears to
be very effective in the detection of heterozygotes,
but such a scheme is not useful for evaluation of
mutation severity in PKU heterozygotes (10). Ac-
cording to our results, Tyr level after aspartame
loading is similarly not useful for predicting sever-
ity of mutations.

Results presented here show that the baseline
Phe plasma concentration determined in het-
erozygotes bearing moderate mutations was signifi-
cantly higher than in heterozygotes bearing severe
mutations, although overlap of values was ob-
served. These results are in agreement with a previ-
ous study, which reported that plasma Phe and Tyr
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Table 1. Outcome of the oral aspartame loading test (100 mg/kg) in PKU heterozygotes bearing severe or moderate mutations and in six normal controls

Before loading After loading

Mutant allele Phe* Tyr* Phe/Tyr Phe2/TyrGroup Phe* Tyr* Phe/Tyr Phe2/Tyr

Severe P281L 77 67 1.15 88 94 59 1.59 149
R408W 93 60 1.55 145Mutation (n=4) 107 62 1.73 185
IVS12nt1g�a 108 73 1.48 160 124 70 1.77 220
IVS12nt1g�a 70 57 1.23 86 109 73 1.50 164

70–108 57–73 1.15–1.55 86–160Range 94–124 59–73 1.50–1.77 149–220
87917a 6497 1.3590.19a 120938a 10999a,bMean9SD 6697 1.6590.13a,b 180931a,b

V388M 105 57 1.84 194Moderate 91 50 1.82 1.65
Mutation (n=8) R261Q 113 69 1.63 185 126 64 1.97 249

R261Q 116 64 1.82 210 149 77 1.93 288
I65T 94 77 1.22 115 113 68 1.66 187
I65T 113 94 1.20 135 106 71 1.50 159
I65T 113 102 1.10 125 103 94 1.09 112
I65T 111 46 2.40 267 130 51 2.57 335
I65T 95 58 1.64 156 85 52 1.63 139

Range 94–116 46–102 1.10–2.40 115–267 85–149 50–94 1.09–2.57 112–335
10899a,c 71919 1.6190.43a 173951aMean9SD 113921a 66915 1.7790.43a,b 204978a

Controls (n=6)
53–66 60–87 0.70–1.01 38–83 64–84Range 64–93 0.76–1.01 54–79
5995 73911 0.8390.13 49910 7597b 82911a 0.9390.1 69911bMean9SD

Severe mutation: heterozygotes bearing a severe mutation; moderate mutation: heterozygotes bearing a moderate mutation; controls: normal individuals;
SD=standard deviation.
* Phe and Tyr values are expressed in mmol/l.
a Significant differences between heterozygote and control groups (pB0.05).
b Significant effect of aspartame loading in each group (pB0.05).
c Significant differences between groups of heterozygotes (pB0.05).

concentrations did not predict the severity of mu-
tations in the PAH gene in heterozygotes after an
overnight fast (9).

In conclusion, Phe/Tyr and Phe2/Tyr ratios both
before and after aspartame loading seem to be the
most reliable measurements to discriminate con-
trols from PKU heterozygotes. We are aware that
results presented here relate to plasma concentra-
tions of Phe and Tyr in heterozygotes bearing
specific PAH mutations and, as such, cannot be
generalized to all mutations. However, these find-
ings suggest that further studies with a larger num-
ber of heterozygous individuals could provide
valuable data about the diagnostic potential of
such loading tests to detect and to distinguish
severe and moderate mutations.
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