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RESUMO

A fenilcetontria (PKU) ¢ o erro inato do metabolismo dos aminodcidos mais comum e
caracteriza-se por elevadas concentragdes de L-fenilalanina no sangue devido a deficiéncia
da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH). A PAH ¢ composta por mondmeros divididos
em trés dominios: de regulacao, catalitico e de tetramerizagdao. Os objetivos do presente
trabalho foram identificar as mutagdes no gene PAH responsaveis por PKU em pacientes
do sul do Brasil e analisar o comportamento da PAH nas formas de monomero, dimero e
tetrAmero. A amostra foi composta por 44 pacientes ndo aparentados. As mutagdes comuns
foram analisadas por PCR em tempo real (sistema TagMan®) e através de andlise por
RFLP. Os pacientes que, apds a triagem para as mutacdes comuns, ndo tiveram seu alelos
mutantes definidos, foram submetidos ao sequenciamento direto do gene PAH. Um modelo
do mondmero da PAH foi construido através do programa Modeller 9v7 para as analises in
silico. A montagem do dimero e do tetramero da enzima foi realizada no programa
PyMOL 1.1 e a simulagdo de DM coarse-grained pelo pacote de programas GROMACS
4.0. A aplicacdo conjunta das técnicas para identificacdo de mutagdes no gene PAH
permitiu a definicdo de 83 alelos mutantes (94,3%) do total de 88 alelos estudados ¢ a
identificacdo do genotipo de 40 (90,9%) dos 44 pacientes incluidos neste trabalho. Os
resultados obtidos contribuem com o perfil de mutagdes na populacdo do sul do Brasil e
indicam que o mesmo ¢ representado por poucas mutagdes frequentes € um numero maior
de mutagdes raras. O perfil da trajetoria dos monomeros durante a simulagdo nas estruturas
propostas ¢ diferente, principalmente pelo comportamento das a-hélices envolvidas na
oligomerizacdo da proteina. A a-hélice no mondmero sofre compactacdo ao nucleo da
proteina. A a-hélice no dimero apresenta alta flexibilidade mostrando que apenas duas a-
hélices coordenadas ndo parecem suficientes para imobilizar este sistema e torna-lo rigido
e estavel, o que ¢ observado na simulacdo da estrutura tetramérica quando quatro a-hélices
estdo coordenadas. Assim, mutagcdes que impegcam a oligomerizacdo da proteina podem
formar estruturas mais instaveis que, como observado no mondmero livre, podem iniciar
um processo de agregacdo e serem enviadas a degradagdo rapida ou, somente por nao
atingirem conformacao adequada, sejam encaminhadas a esta rota. Ambos aspectos
abordados nesse trabalho contribuem para o melhor conhecimento do metabolismo normal

e das alteragdes hereditérias relacionadas a fenilalanina hidroxilase.
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ABSTRACT

Phenylketonuria (PKU), the most common inborn error of amino acids metabolism, is
characterized by high levels of L-phenylalanine in blood due to deficiency of the enzyme
phenylalanine hydroxylase (PAH). The PAH consists of monomers divided into three
domains: regulatory, catalytic, and tetramerization. The aims of this study were to identify
mutations in the PAH gene responsible for PKU in patients from South Brazil and to
analyze the behavior of PAH as monomer, dimer, and tetramer. The sample for in vitro
analyzes was composed by 44 unrelated patients. Common mutations were analyzed by
qualitative Real time PCR (TagMan® system) and by RFLP analysis. Patients with
undefined mutant alleles after the screening for common mutations were submitted to
direct DNA sequencing of the PAH gene. For in silico analyses a model of the PAH
monomer was built through Modeller 9v7 program. The assembly of PAH dimer and
tetramer was performed by PyMOL 1.1 program and the simulation of MD coarse-grained
by package GROMACS 4.0. The combined approach for identifying mutations in the PAH
gene identified of 83 mutant alleles (94.3%) of a total of 88 alleles and genotypes were
defined in 40 (90.9%) of the 44 patients included in this work. Results show mutation
profile where few mutations were present in the majority of mutant alleles while the
remaining ones were rare sequence alterations. Considering in silico analyses, monomers
trajectory profile of the monomers during the simulation in the proposed structures was
different mainly by the behavior of a-helices involved in protein oligomerization. The a-
helix in the monomer undergoes compression toward the protein core. The dimer a-helix
presents high flexibility showing that only two a-helices coordinated do not seem to be
sufficient to immobilize this system and make it rigid and stable, which is observed in
simulation of the tetrameric structure when four a-helices are coordinated. Thus, mutations
that prevent protein oligomerization can form these unstable structures in a higher level
and they may initiate an aggregation process and be rapidly degraded or be conducted to
this route by failing to achieve proper conformation. Both aspects addressed in this work
contribute for a wider knowledge of normal metabolism and inherited alterations related to

phenylalanine hydroxylase.
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1. Introducao

1.1. Fenilcetonuria

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo doencas metabdlicas geneticamente
determinadas, que resultam da deficiéncia parcial ou total de uma ou mais proteinas,
geralmente enzimas especificas. Esta deficiéncia pode levar ao bloqueio de diversas vias
metabolicas e, consequentemente, ao acimulo do substrato destas enzimas e/ou falta de seu
produto. A fenilcetontiria (PKU; OMIM 261600) ¢ uma das formas mais comuns de EIM,
sendo o mais comum dos erros hereditarios do metabolismo dos aminoécidos. Por ser um
tipo de hiperfenilalaninemia (HPA), ¢ caracterizada por elevadas concentracdes de L-
fenilalanina (L-Phe) e de metabdlitos neurotoxicos nos fluidos corporais. O acimulo da L-
Phe e destes metabolitos culmina em danos mentais irreversiveis no desenvolvimento
cognitivo de portadores de PKU ndo tratados (Scriver & Kaufman, 2001). Em 98% dos
casos, o aumento da L-Phe sanguinea ocorre pelo bloqueio na conversdo da L-Phe em
tirosina devido a um defeito na enzima fenilalanina hidroxilase (PAH) (Smith & Lee,
2000)

A PKU ¢ uma doenga de heranga autossdmica recessiva e sua prevaléncia varia
conforme a populacdo analisada, podendo ser considerada uma doenga pan-étnica devido a
sua variabilidade genética. A incidéncia mundial ¢ estimada entre 1:10.000 a 1:20.0000
nascimentos (Blau ef al., 2010), sendo mais frequente em caucasianos. A Irlanda apresenta
a maior prevaléncia (1:4.500 nascidos vivos) (O’Neill ef al., 1994) e a menor prevaléncia ¢
encontrada em Japoneses e na populagdo Finlandesa, (aproximadamente 1:100.000
nascidos vivos) (Tada et al., 1984; Guldberg et al., 1995; Waisbren et al., 2007). No
Brasil, segundo o Ministério da Saude, a prevaléncia estimada ¢ de 1:12.000 a 15.000

nascidos vivos (http://portal.saude.gov.br/). Em um estudo realizado em 2003 a prevaléncia

encontrada no Brasil foi de 1:24.780 nascidos vivos (Carvalho, 2003). Entretanto, as
estimativas de prevaléncia no Brasil sao oriundas de dados estatisticos incompletos, ja que
a triagem ndo ocorre uniformemente em todos os estados (Souza et al., 2002). Em um
estudo realizado no Rio Grande do Sul, a prevaléncia obtida foi de 1:12.000 nascidos vivos

(Jardim et al., 1992).



As causas genéticas da HPA baseiam-se em mutacdes no gene da enzima
fenilalanina hidroxilase (PAH), responsavel pela conversao de L-Phe em tirosina, nos
genes de duas enzimas envolvidas na sintese da tetrahidrobiopterina [(6)R-L-eritro-5,6,7,8-
tetrahidrobiopterina], também conhecida como BHy, o cofator para reacdo de hidroxilacao
catalisada pela PAH e, também, nos loci da 4oa-carbinolamina desidratase e da
dihidrobiopteridina redutase, enzimas envolvidas na regeneracdo do BH4, A maioria das
mutacdes no gene da PAH (aproximadamente 98%) resulta em PKU classica ou leve.
Entretanto algumas alteragdes podem causar uma forma mais branda de HPA conhecida
como HPA ndo-PKU, que estd associada a um risco menor de retardo mental do que a
PKU classica (Scriver & Kaufman, 2001).

Existem diversos tipo de classificagdes para as HPAs, uma das formas baseia-se no
nivel sérico da L-Phe no momento do diagnostico em vigéncia de uma dieta normal, e este
dado também fornece uma estimativa da atividade enzimdtica residual. O fenotipo
bioquimico ¢ definido por niveis séricos de L-Phe, maiores que 20 mg/dL conferem o
fenotipo de PKU classica, entre 6 e 20 mg/dL conferem fenotipo de PKU leve e entre 2 e 6
mg/dL conferem fenétipo de HPA nao-PKU (Mardsen & Levy, 2006). A condi¢do HPA
ndo-PKU ¢ caracterizada por uma reducdo parcial da atividade enzimatica, ndo trazendo
prejuizos para o paciente e por isso nao se faz necessario tratamento (Scriver & Kaufman,
2001).

Existe outra forma de PKU, ndo relacionada diretamente com a deficiéncia
enzimatica, mas sim causada por deficiéncias no metabolismo do cofator BHy4. Estas sao
chamadas de PKU atipicas e representam de 1 a 3% de todos os casos de PKU. Estes
pacientes apresentam um pior prognoéstico, pois seu quadro clinico € mais intenso, uma vez
que este cofator ¢ também necessario por outras enzimas que catalisam reagdes que
precedem a sintese de neurotransmissores (serotonina e dopamina). Assim, nestes casos,
somente o tratamento dietético ndo ¢ funcional e precisa ser complementado de BHy, 5-
hidroxitriptofano, L-dopa e inibidor de dopa carboxilase, de forma a permitir a penetracao
da BH4 no sistema nervoso central ¢ a biossintese dos neurotransmissores (Mira &

Maérquez, 2000; Scriver & Kaufman, 2001).

1.1.1. Manifestacoes Clinicas




A heterogeneidade alélica da PKU leva a formacao de enzimas com diferentes
atividades residuais, o que resultard em variagdes na concentracdo da L-Phe nos fluidos
corporais. As diferentes mutacdes que acarretam no desenvolvimento da PKU levam a um
quadro clinico heterogéneo, devido a gravidade das manifestagdes clinicas, pois a maior
parte destas manifestagdes € constante.

O efeito destas mutacdes sobre o fendtipo pode ser dividido em trés niveis: (1)
efeito na integridade e funcdo da enzima; (2) efeito na homeostase da L-Phe e na sua
concentracdo nos fluidos corporais e (3) efeitos na funcdo cerebral e no desenvolvimento
cognitivo (Scriver & Kaufman, 2001).

A maioria dos pacientes com PKU apresenta deficiéncia na pigmentagao (cabelos e
pele claros), decorrente da inibi¢do da hidroxilagdo da tirosina pela tirosinase, reacdo que ¢
a primeira etapa para formag¢do do pigmento melanina. A completa deficiéncia da
tirosinase, neste caso, ocorre pelo excesso de L-Phe, que inibe competitivamente a
hidroxilagao de tirosina. Assim, pacientes com PKU apresentardao um fen6tipo mais claro,
em relacdo a pigmentac¢do, que seus irmaos nao afetados (Pascual ef al.; 1989).

Os pacientes com PKU apresentam aumento na excrecdo dos metabolitos
fenilactato, fenilacetato e fenilpiruvato na urina. O acimulo da L-Phe, e destes acidos
organicos citados que sao derivados de uma via de metabolizagdo alternativa da prépria L-
Phe, no plasma dos pacientes, leva a graves consequéncias no sistema nervoso central
(Alvarez et al., 1992). Portanto, pacientes com PKU ndo tratados ou aqueles que
abandonam o tratamento va@o apresentar danos neurologicos, como atraso no
desenvolvimento psicomotor, hiperatividade, tremor, microcefalia, falhas no crescimento e
no desenvolvimento cognitivo (Greve ef al., 1994).

Estes danos neuroldgicos, que geram prejuizos na cogni¢do, podem se apresentar de
forma leve ou até evoluir para um quadro de retardo mental, sendo esta a manifestagdo

clinica mais severa (Scriver & Kaufman, 2001).

1.1.2. Diagndstico

O diagnostico da PKU ¢ realizado através da dosagem quantitativa da L-Phe
sanguinea, obtida através de amostras de sangue colhidas em papel filtro. Para que o

aumento da concentra¢do de L-Phe seja detectado, ¢ essencial que a crianga tenha realizado



ingestdo protéica. Portanto, o recomendado ¢ que a coleta do sangue seja realizada entre o
3°e o 7° dia de vida. Mesmo criangas, que ainda ndo tiveram contato com leite materno por
motivos de risco ou contaminagdo materna, devem ter material colhido, desde que estejam
sob dieta parenteral (Scriver & Kauffman, 2001).

Os valores de referéncia para a populagdo normal é de uma concentragdo de L-Phe
igual ou menor a 2,5 mg/dL (Scriver & Kaufman, 2001). Apds este primeiro resultado
positivo, uma segunda andlise deve ser realizada para confirmacdo do diagnostico,
considerando que alguns recém-nascidos podem apresentar um quadro chamado HPA
transitoria, que, como o proprio nome sugere, se manifesta por dias ou semanas, porém nao
se perpetua e ndo apresenta significado clinico. O diagnodstico da PKU ¢ confirmado pela
concentragdo elevada de L-Phe em, no minimo, duas amostras distintas, apresentando
concomitantemente niveis baixos de tirosina. Estes casos serdo posteriormente
classificados nas formas classica, leve ou HPA nao-PKU. Em um primeiro momento, por
se tratar de uma hiperfenilalaninemia, deve-se avaliar uma possivel deficiéncia do cofator
BH4, uma vez que o tratamento neste caso ¢ diferenciado (Scriver & Kaufman, 2001).

O diagnéstico laboratorial ou bioquimico realizado através do sangue coletado pode
ser realizado por diferentes metodologias. A dosagem da L-Phe sanguinea por ser medida
através de fluorimetria, ensaio enzimatico-colorimétrico ou espectrometria de massa
(McCamam & Robins, 1962; Campbell ef al., 1992; Chace et al., 1993).

A PKU ¢ uma doenga metabdlica que necessita ser diagnosticada precocemente,
pois ela se mostra assintomatica ao nascimento da crianca. Os seus sintomas s6 aparecerao
ap6s o acumulo do metabolitos que ocorre ao curso da doenga. Em um diagnostico tardio,
ou seja, casos que ndo foram identificados durante a triagem neonatal, as seguintes
manifestagdes clinicas trazem a necessidade da busca por um diagndstico de
fenilcetonuria: atraso no desenvolvimento psicomotor, retardo mental, comportamento
agressivo, agitado ou de padrdo autista e quadro convulsivo sem etiologia conhecida
(Scriver & Kaufman, 2001).

A PKU foi a primeira doenga a ser triada no Brasil (Souza et al., 2002) e vem sendo
rastreada desde a década de 70. Entretando, somente em 1990 foi criada a Lei Federal n°
8,069 do Estatuto da crianca e do adolescente, a qual determina que hospitais e
estabelecimentos da atencdo a salide realizem exames, com o objetivo de diagnosticar

desordens relacionadas ao metabolismo de recém-nascidos. A criagdo e implantacdo do



programa nacional de triagem neonatal (PNTN) ocorreu em 2001 e, em outubro do mesmo
ano, o Ministério da Saude publicou a portaria 822, que fortaleceu o PNTN prevendo a
obrigatoriedade da realizacdo dos exames para diagndstico de desordens relacionadas ao
metabolismo de recém-nascidos. Atualmente, no sul do Brasil, o Sistema Unico de Saude
(SUS) realiza a triagem neonatal para diagnostico das seguintes doengas:
hiperfenilalaninemias, hipotireoidismo congénito e hemoglobinopatias, devido a maior
prevaléncia das mesmas na populacdo do sul do Brasil. A combina¢do das doencas triadas
varia em cada estado e a triagem neonatal pode incluir ainda a fibrose cistica (Souza et al.,

2002).

1.1.3. Tratamento da PKU

O tratamento de pacientes com PKU se baseia na reducdo dos niveis plasmaticos de
L-Phe, tendo por finalidade evitar os efeitos neuropatologicos desta doenga (Matalon ef al.,
2001). A forma de reduzir as concentracdes elevadas da L-Phe no sangue dos pacientes
com PKU ¢ através de dieta hipoprotéica pobre em L-Phe e suplementada com outros
substitutos protéicos e tirosina (Santos et al., 2006). Assim, o tratamento da PKU ¢ um
exemplo cléssico onde um fendétipo normal, ou quase normal, ¢ restaurado sem
modificagdo do genodtipo mutante (Scriver & Kaufman 2001).

O tratamento deve ser iniciado logo que se obtiver o diagnostico da doenga, de
forma a manter os niveis normais de L-Phe entre 2 - 6 mg/dL, porém dependendo do
fendtipo de paciente a concentracdo a ser mantida pode variar, atingindo valores de
manutencdo maiores que esta faixa. O tratamento iniciado no periodo neonatal ira
modificar o fenotipo metabolico, prevenindo as consequéncias neurofisiologicas da HPA.
A eficacia do tratamento baseia-se em trés fatores. Ele deve ser iniciado logo apds o
diagnostico; deve ser continuo durante toda vida do paciente e, por fim, a restri¢do ao
consumo de L-Phe, através da dieta hipoprotéica, deve fornecer a quantidade necessaria de
L-Phe para manter os valores normais ou préximos aos normais da mesma (Scriver &
Kaufman, 2001). Uma vez que a restricdo total ao aminodcido L-Phe afetaria o

crescimento e o desenvolvimento do paciente (Scriver & Kaufman, 2001).

1.1.4. Aspectos Bioquimicos




A L-Phe ¢ um aminoacido essencial e sua ingestao ¢ necessaria tanto para manter a
homeostase da mesma como para a sintese protéica. Entretanto, somente uma porcao da L-
Phe ingerida ¢ usada para este fim, considerando que grande parte da concentracao
ingerida ¢ hidroxilada a tirosina e outra parte ¢ convertida, em menor escala e s se a L-
Phe estiver em excesso, a outros metabolitos (primeiramente a fenilpiruvato que ¢
posteriormente convertido a fenilactato e fenilacetato) (Kaufman, 1976). A reacdo de
hidroxila¢do da L-Phe ocorre principalmente no figado, pois ¢ nos hepatocitos que a PAH
esta ativa. Entretanto, ja foi comprovado que esta conversdo ocorre também nos rins
(Lichter-Konecki et al., 1999; Tessari et al., 1999).

A conversdao da L-Phe a tirosina requer oxigénio molecular e tetraidrobiopterina
(BH4). O cofator BH4 vai ser oxidado a diidrobiopterina nesta reacdo e, em seguida,
regenerado pela diidrobiopterina redutase, que utiliza NADH para realizar a redugdo. A
regeneragdao do BH, € de fundamental importancia, ja que ele € sintetizado no organismo a
partir da guanosina trifosfato (GTP), que existe em quantidades limitadas, assim o ciclo de
reducdo e oxidacdo do BH4 permite a continua producdo de tirosina a partir de L-Phe,
dependendo somente da disponibilidade da mesma (Giittler, 1980; Scriver & Kaufman,
2001).

O cofator também ¢ necessario em trés outras reagdes catalisadas pelas enzimas
tirosina hidroxilase, triptofano hidroxilase e 6xido nitrico sintase. Estas enzimas catalisam
a hidroxilagdo da tirosina e do triptofano a precursores dos neurotransmissores dopamina e
serotonina, e a sintese do O6xido nitrico, usando como substrato a L-arginina,
respectivamente. A consequéncia disto € que pacientes com HPA por deficiéncia de BHy
apresentam um quadro clinico mais severo do que aqueles com HPA por deficiéncia de
PAH (Teigen et al., 1999; Thony et al., 2000; Scriver & Kaufman, 2001; Zorzi et al.,
2002).

A enzima PAH, responsavel pela conversdao da L-Phe a tirosina, ¢ uma oxidase de
funcao mista, ou seja, na reagdo o oxigénio molecular vai doar um 4tomo para a molécula
de agua e outro para o substrato (L-Phe) formando assim a tirosina. A molécula de agua ¢
formada pelo 4tomo doado pelo oxigénio molecular e por dois hidrogénios oriundos da
oxidacdo do cofator BHy4 (Figura 1). Esta ¢ tanto a via de conversdo da L-Phe a tirosina

como o primeiro passo para a degrada¢do da mesma. A tirosina recém sintetizada sera



convertida a p-hidroxifenilpiruvato que sofrerd outras reacdes e, por fim, resultard na

formacdo de fumarato e acetoacetato (Nelson & Cox, 2002; Smith et al., 2007).
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Figura 1. Reacio de hidroxilacio da fenilalanina. Hidroxilagdo da fenilalanina em tirosina e
regeneracdo do cofator tetraidrobiopterina (BH4). 1 — Reacdo catalisada pela enzima fenilalanina
hidroxilase, 2 — reagdo catalisada pela enzima diidrobiopterina redutase.

Assim, quando a enzima PAH estd defeituosa, a via metabdlica secundaria de
conversdo da L-Phe serd ativada devido ao excesso da mesma. A via catabolica alternativa
do excesso de L-Phe ¢ a da transaminagdo a fenilpiruvato, seguida da descarboxilagdao
deste metabolito, que origina fenilacetato, ou da redu¢do, que leva a producdo do
fenilactato. O fenilacetato podera, posteriormente, ser conjugado com a glutamina e

produzir fenilacetilglutamina (Figura 2) (Nelson & Cox, 2002; Smith et al., 2007).
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Figura 2. Via alternativa de metabolizacdo da fenilalanina. Reacdo de transaminacido da
fenilalanina produzindo fenilpiruvato, que pode sofrer reducdo, gerando fenilactato, ou
descarboxila¢do, produzindo fenilacetato, o qual pode ser conjugado com glutamina e formar
fenilacetilglutamina.

1.2. Fenilalanina Hidroxilase (PAH)

A fenilalanina hidroxilase (PAH, phenylalanine 4-monooxygenase, EC 1.14.16.1) ¢
uma enzima hepatica dependente de ferro (ndo-heme), de tetrahidrobiopterina e oxigénio
molecular, responsavel pela hidroxilagdo da L-fenilalanina convertendo-a em L-tirosina.
Esta reagdo ¢ o passo limitante para a degradagdo oxidativa da fenilalanina (Champe &
Harvey, 1994).

A PAH ¢ composta por mondmeros de 452 aminoacidos divididos em trés dominios
(Figura 3) (Erlandsen et al., 2003). O dominio de regulacdo da atividade se estende do

aminoacido 1 ao 142, a partir da por¢do N-terminal, e contém pequenas sequéncias



autoreguladoras (ARS) (residuos 2-30) cobrindo parte da entrada ao sitio ativo (Kobe et
al., 1999). Essas sequéncias sdo responsaveis pela abertura do sitio catalitico e, também,
pela restrigdo ao acesso do substrato (L-fenilalanina) e do cofator (BH4) ao sitio ativo
(Erlandsen et al., 1997).

O dominio catalitico compreende a faixa do aminoacido 143 ao 410 e tem a forma
de uma “cesta” do inglés ‘basket-like’. Este dominio ancora o ferro em seu centro, o qual
esta ligado a trés residuos (His - 285, His - 290 e Glu - 330) juntamente com trés moléculas
de 4gua. A ativagdo catalitica baseia-se na reducdo deste ferro a Fe’' pela ligagdo do
cofator BH4, seguido pela ligacdo dos substratos O, e L-fenilalanina (Erlandsen et al.,

1997).

Dominio regulatério
AA1-142

Dominio catalitico
AA 121 -410

Dominio de tetramerizagéo
AA 411 - 452

Figura 3. Representacio da estrutura tridimensional do monémero da PAH. O dominio
regulatorio estd representado em azul (aminoacidos 1 ao 142), o dominio catalitico em verde
(aminoacidos 143 ao 410) e o de tetramerizacdo em roxo (aminoacidos 411 ao 452). AA =
aminoacido.

O dominio de tetramerizacdo compreende os aminoacidos restantes e se caracteriza
por um brago composto por duas fitas § e uma longa o-hélice que se estende do
aminoécido 411 até o 452 na porgio C-terminal. Esta longa o-hélice de 40 A promove a
oligomerizacdo ao interagir com a a-hélice dos outros trés mondmeros através de um
motivo em forma de cotovelo conhecido como “coiled-coil”, formando, assim, o tetrimero
intacto (Goodwill et al., 1997; Erlandsen et al., 1997).

A PAH ativa se organiza de forma tetramérica, apresentando quatro mondmeros

idénticos. A sua estrutura cristalografica demonstra que os dominios, catalitico e de
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tetramerizacdo, podem assumir duas orientacdes diferentes, formando um tetramero
semelhante ao da tirosina hidroxilase (TH; EC 1.14.16.2), porém possuindo uma assimetria
inesperada em relagdo ao empacotamento das 4 subunidades (Figura 4) (Fusseti et al.,
1998).

A homeostase da fenilalanina ¢ regulada principalmente pela atividade da enzima
PAH. A PAH ¢ ativada por fosforilagdo oxidativa e pela presenca de L-fenilalanina e
inibida pela presenga de altas concentracdes do seu cofator BH4. No entanto estudos
mostram que mesmo em altas concentracdes de BH4, elevados niveis de fenilalanina

ativam a enzima (Okano et al., 2007).

) PAH - TETRAMERICA . i TH - TETRAMERICA :
DOMINIOS CATALICO E DE TETRAMERIZAGAO DOMINIOS CATALICO E DE TETRAMERIZAGAO

Figura 4. Estruturas tridimensionais dos tetrameros das hidroxilases PAH e TH. a) Tetramero
da PAH (PDB ID 2PAH) b) Tetrdmero da TH (PDB ID 2TOH). Na ilustragdo, os mondmeros que
constituem os tetrameros (PAH e TH) estdo constituidos apenas pelos dominios catalitico e de
tetramerizacao.

Em condicdes de deficiéncia da enzima PAH, a via de hidroxilagdo da L-Phe a
tirosina estd bloqueada e uma via alternativa de metabolizacdo da L-Phe ¢ ativada. Esta
rota consiste na transaminagdo da L-Phe a fenilpiruvato, seguida da descarboxilagao do
mesmo e conversdo em fenilacetato sendo este reduzido a fenilactato. O fenilacetato pode
ser conjugado a glutamina formando fenilacetilglutamina. O nome fenilcetontria deriva do
metabolito fenilpiruvato, o qual é excretado em grandes quantidades na urina de portadores
desta doenga, conferindo a urina odor caracteristico a cheiro de ninho de rato (Longo ef al.,

2002).
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1.2.1. Tetrahidrobiopterina (BH,)

O cofator BH4 € essencial em varios processos e esta presente, provavelmente, em
todas as células ou tecidos de organismos superiores. Entre as enzimas que dependem do
BH; temos a PAH, TH e triptofano hidroxilase. As duas ultimas citadas sendo,
posteriormente, enzimas limitantes para a sintese de catecolaminas e serotonina. A
biossintese do BH, ocorre através da via de novo em uma reagio dependente de Mg®*, Zn**
e NADPH, tendo com molécula de partida o GTP (Bracher et al., 1998).

A biossintese do BH,4 € catalisada por trés enzimas, GTP ciclohidrolase I (GTPCH;
EC 3.5.4.16), 6-piruvoil-tetrahidropterina sintase (PTPS; EC 4.6.1.10) e sepiapterina
redutase (SR; EC 1.1.1.153), culminando na produ¢do de dois intermedidrios, 7,8-
dihidroneopterina trifosfato (H,NTP) e 6-piruvoil-5,6,7,8-tetrahidropterina (PTP) (Thony
et al., 2000).

O BH,4 também passa por processo de regeneragdo. Este processo ¢ essencial para o
sistema de hidroxilagdo da fenilalanina. A reacdo catalisada pelas hidroxilases de
aminoacidos aromaticos inicia-se com a transferéncia de oxigénio molecular para o
correspondente aminoacido seguido da oxidacdo do BHs a BHs-4a-carbinolamina. A
regeneragao a BH4 ocorre através de uma desidratacdo realizada pela enzima pterina-4a-
carbinolamina desidratase (PCD; EC 4.2.1.96) e de uma subsequente redugdo catalisada
pela dihidropteridina redutase (DHPR; EC 1.6.99.7) (Thony et al., 2000).

A reciclagem do BHy4 € essencial para o metabolismo da fenilalanina por dois
motivos: (1) para um abastecimento continuo de cofator na forma reduzida e (2) para
prevenir o acumulo prejudicial de metabodlitos produzidos por rearranjos de BHs-4a-
carbinolamina (Thony ef al., 2000).

O BH4 e a L-Phe s3o os mais importantes reguladores da enzima PAH. A L-Phe ¢
um efetor alostérico positivo, ou seja, ativador, que converte a enzima inativa em seu
estado ativo. O BH 4 ¢ um efetor negativo em concentragdes elevadas, competindo com
ativacdo, causada pela Phe, para formar um complexo “dead-end” (BHs-PAH). A
formacgao deste complexo resultard em uma diminuicdo da concentragdo tanto da enzima
livre quanto do cofator BH4. Consequentemente, a L-Phe, por ser responsavel pela ativagao
da PAH, controlara a disponibilidade metabdlica do BH, e a quantidade de PAH ativa na
célula (Thony et al., 2000)
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Estudos mais recentes, através da analise molecular de alelos mutantes da PAH,
mostram que o cofator BHs funciona também como uma chaperona, estabilizando a
proteina mutada. Essa caracteristica tornou este cofator uma alternativa terapéutica que se

mostra responsiva para mutagdes especificas na enzima PAH (Erlandsen et al.; 2004).

1.2.2 Gene da PAH

O cDNA do gene da PAH foi isolado, sequenciado e expresso em sistema in vitro
em 1985 (Kwok et al., 1985, Ledley et al., 1985).

O gene PAH se localiza no locus 12q22-q24.1 e se estende por aproximadamente
90 Kb (Scriver & Kaufman 2001). As sequéncias completas do cDNA e do gDNA do PAH
estdio  disponiveis no  Phenylalanine  Hydroxylase data bank (PAHdb —

www.pahdb.mcgill.ca). A sequéncia gendomica da PAH e suas regides flanqueadoras

apresentam 171,266 pb. A regido 5° UTR (“untranslated region”) apresenta
aproximadamente 27 Kpb e a regido 3° UTR a partir da regido poli A do ultimo exon (13)
se estende por aproximadamente 64,5 Kpb. A regido 5’ ndo traduzida apresenta diversos
elementos de controle cis (Konecki et al., 1992). O cDNA ¢ constituido por 2680 pb
podendo ser acessado através do GenBank sob o cddigo U49897 (phPAH247), e inclui o
codon de iniciagdo da traducdo (ATG) na posi¢do 473 e o de terminacdo (TAA) na posi¢ao
1831, sendo traduzido em um mRNA de 2226 pb (Konecki et al., 1992).

A sequéncia gendmica da PAH ¢ rica em marcadores polimorfico intragénicos,
incluindo polimorfismos de nucleotideos tinicos (SNPs), polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricdo (RFLP) e um grande ntimero de repeticdes em tandem multi-
alélicas. Essas caracteristicas fornecem uma assinatura de varios haplotipos em associagao
particular a vasta gama de mutagdes causadoras da doenga (Kwok et al., 1985).

O gene PAH esta dividido em 13 exons. A sequéncia gendmica da PAH apresenta
um contetdo de nucleotideos guanina (G) e citosina (C) de 40,7%, levemente acima do
valor modal (37-38%) para um tipico gene humano (Scriver, 2007).

Até o presente 0 momento mais de 500 mutagdes ja foram descritas no gene PAH.
Destas mutac¢des, um pequeno numero ¢ bastante prevalente, enquanto, a grande maioria, ¢

rara. Portanto, trés quartos dos pacientes com PKU em populagdes miscigenadas sdo



13

heterozigotos compostos, implicando em uma mais complexa heterogeneidade fenotipica
(Scriver & Kaufman, 2001; Scriver, 2007).

A maior parte das mutacdes no gene PAH sdo mutagdes do tipo missense (mutagdes
de sentido trocado) (60,5%), que levam posteriormente a substituicdo de um aminoacido
por outro na cadeia polipeptidica da proteina. Entretanto, diversos tipos de mutagdes ja

foram identificados no gene PAH, conforme pode ser observado na tabela 1.

Tabela 1. Frequéncias dos tipos de mutagdes identificadas no gene PAH

Tipo de Mutacio Frequéncia (%)
Mutagdes de sentido trocado 60,46
Delecdes 13,48
Silenciosas 10,99
Mutagoes em sitios de splicing 5,67
Mutagdes sem sentido 4,96
Insercoes 1,77
Nao conhecidas 0,71

http://www.pahdb.mcgill.ca/ em 8 de fevereiro de 2011

Poucas destas mutagdes parecem ter um efeito primario na cinética enzimatica; a
maioria delas aparentemente tem um efeito secundério na fun¢do através de alteragdes na
estabilidade e no enovelamento, e também na degradagdo intracelular da proteina (Scriver,
2007).

As mutagdes responsaveis por PKU podem ser classificadas de acordo com a
localizagdo do residuo afetado pela mutacdo ou pelas caracteristicas bioquimicas da
enzima mutada. De acordo com o primeiro critério de classificagdo sdo propostas 5
categorias: (1) alteragcdes no centro catalitico; (2) alteragdes estruturais; (3) alteragdes
responsaveis pela interagdo entre os diferentes dominios no mesmo mondmero; (4)
alteracdes na regido da sequéncia reguladora e, por fim, (5) alteragdes na interface de
oligomerizacdo dos dimeros ou dos tetrameros (Eisensmith & Woo, 1991). Quando
levamos em conta a cinética e a estabilidade das proteinas mutantes, podemos delinear 3
categorias de mutacdes: (1) as que atingem as propriedades cinéticas e a estabilidade da
enzima; (2) as que formam enzimas estruturalmente estaveis, mas cineticamente afetadas;

(3) as que formam enzimas cineticamente normais, mas estruturalmente instaveis

(Erlandsen & Stevens, 1999).
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Assim, a PKU ¢ considerada uma desordem estrutural, uma vez que grande parte
das mutagdes ird afetar o enovelamento protéico, induzindo esta proteina a fendomenos de

agregacao e/ou degradacao precoce (Leandro ef al., 2001).

1.3 Analise conformacional de biomoléculas através da dinimica molecular (DM)

A dindmica molecular (DM) ¢ uma forma de simulacdo computacional que vem
sendo amplamente empregada para o estudo de biomoléculas. Esta técnica tem como base
o movimento dos atomos em uma molécula, sendo que tanto atomos e moléculas tém
liberdade para interagir por um determinado periodo de tempo, sob conhecidas leis da
fisica, proporcionando, assim, uma visdo do movimento destes &tomos. A DM vem sendo
utilizada para o estudo de biomoléculas desde a década de 70, quando McCammon e
colaboradores realizaram o trabalho intitulado “Dynamics of folded proteins” realizando
uma analise sobre o “folding” e a cinética de proteinas utilizando como modelo o inibidor
pancreéatico de tripsina bovina (McCammon et al.,1977).

O fundamento da simulacdo de DM baseia-se no conhecimento da equacdo de
movimento para o sistema estudado, ou seja, a solugdo destas equacdes de movimento vao
fornecer uma trajetoria, que descreve como as posicoes (e velocidades) dos atomos variam
em funcdo do tempo, referente ao sistema considerado (Leach, 2001). Esta técnica ¢
possivel pela integracio da equagio de movimento de Newton “d’r(t)/dt’=Fy/m;”, onde

r

“dzri(t)/dtz” ¢ a aceleragdo, “m;” ¢ a massa ¢ “F;” ¢ a for¢a sobre um determinado atomo
“1”, ou seja, quando aplicada diversas vezes sobre todos os 4&tomos presentes no sistema em
estudo em um determinado tempo, resultard na trajetdria anteriormente citada (Leach,
2001).

Esta equagdo nos permite calcular as diferengas de energia referentes a mudangas
entre a conformacao atual e a seguinte de um determinado atomo, uma vez que a
integracdo baseia-se em uma forca “F;” causando uma aceleragdo sobre um atomo “i”,
levando assim a uma mudanga de posi¢do relativa a esta aceleragdo. Por isso, as energias
ndo tem significado em quantidades absolutas e somente quando comparadas entre o passo
atual e o seguinte da simulagao (Leach, 2001).

Associando a equag@o que representa a energia total do sistema em estudo com os

parametros necessarios usados para descrever o comportamento dos atomos e dos
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diferentes tipos de ligagdo temos a definicdo de campo de forga. Este também ¢ conhecido
por ser conjunto completo dos potenciais de interacdo entre as particulas (Brooks et al.,
1988, van Gunsteren & Berendsen, 1990). O campo de for¢a empirico permite que a
energia potencial total do sistema seja calculada a partir da estrutura tridimensional do
sistema. A energia potencial total do sistema ¢ a soma de varias energias, incluindo as
energias para atomos ligados (comprimentos e angulos de ligacao, angulos diedros) e as
energias para atomos ndo ligados (interagdes de van der Waals e de Coulomb) (Leach,
2001).

Existem diversos campos de for¢a disponiveis para realizagdo de simulagdes e a
escolha do mesmo vai depender do sistema a ser estudado e das propriedades que deverao
ser analisadas no mesmo. Os campos de forca mais utilizados para o estudo de
biomoléculas sio CHARMM (MacKerell et al., 1998), GROMOS96 (van Gunsteren et al.,
1996), AMBER (Case et al., 2005), OPLS (Jorgensen & Tirado-Rives, 1988), CVFF
(Kitson & Hagler, 1988), entre outros.

Os estudos utilizando DM vem avangando com rapidez pelo mundo, ainda mais
com o crescente desenvolvimento da tecnologia computacional permitindo o estudo de um
nimero maior de moléculas e de estruturas mais complexas. Hoje, o que delimita alguns
estudos ¢ o tamanho do sistema a ser estudado e o tempo de simulagdo (por exemplo >
lus) destes grandes sistemas, para que se possam observar fendmenos que expressem
algum significado (Tozzini, 2010).

Uma das maneiras de contornar este problema é o uso do sistema coarse-grained
(CQ). Este sistema ndo representa explicitamente cada atomo, mas forma "pseudo-atomos"
conhecidos como beads para representar grupos de atomos. A vantagem deste método esta
na possibilidade de simular sistemas muito grandes que exigiriam recursos computacionais
de grande porte caso fossem estudados pelo método atomistico, além de permitir a
simulacdo de processos em periodos longos (por exemplo > 1us), que no sistema onde
todos os atomos sdo incluidos seria extremamente caro, devido ao grande niimero de
passos em relacdo ao tempo e numero de dtomos (Derreumau & Mousseau, 2007). Esta
técnica também possibilita a observagdao de fendmenos que ndo sdo possiveis visualizar
pelo método atomistico, como, por exemplo, a movimentacdo de dominios protéicos,
porém, apresenta como Onus a perda do detalhamento atomico, que impossibilita a

representacdo de outros fenomenos como o desenovelamento protéico (van Gunsteren et
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al., 2006, Monticelli et al., 2008). As diferengas entre os sistemas atomisticos e o CG estao

ilustradas na figura 5.

i
C NH
[ Ny
AN -
S N e >
Eliminagao dos graus \\/ E1({R})
de liberdade eletronicos
i
EO({R})
c c NH o)
AN IARNE LN TN
NH cOoO ® -
g am
Coarse Graining: Eliminagdo dos graus KN

de liberdade atémicos velozes

8
o
1
o
c

w

Coordenada interna

Figura 5. Representacdes esquematicas das abordagens multiescala. Nos métodos de mecanica
quantica (QM), em vermelho, as coordenadas atomicas {R} e os orbitais eletronicos do sistema sao
tratados explicitamente e a superficie de energia potencial (PES) ¢ avaliada pelos pardmetros da
mecanica quantica. Nos métodos de mecanica molecular (MM), em amarelo, os graus de liberdade
internos sdo as coordenadas de todos os atomos {R} e o PES de um estado eletronico ¢ uma
aproximacao obtida pelo uso de fungdes empiricas. E, por fim, no modelo coarse-grained (CG) em
azul, os atomos sdo agrupados em sitios tinicos de interagdo, cujas coordenadas sdo {Q}, e o PES ¢
simplificado (azul). Adaptado de Tozzini, 2010. A molécula 1-n-butil-3-metilimidazolim esta
representada nos trés niveis (QM, MM, CG) para ilustrar cada método (Bhargava et al., 2008).

Por fim, para o sucesso da aplicagdo do sistema CG, se faz necessario o uso de um
campo de for¢a que seja capaz de descrever as propriedades fisico-quimicas do sistema de
maneira adequada. O campo de forca MARTINI tem destaque em simulagdes CG no caso
de biomoléculas, pois possui aplicabilidade tanto para lipideos quanto para proteina
(Monticelli et al., 2008) e para alguns carboidratos (Lopez et al., 2009), permitindo

reproduzir as caracteristicas destes sistemas de forma mais adequada.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

e Identificar as mutagdes no gene PAH responsaveis pela PKU em pacientes
brasileiros e analisar o comportamento da PAH nas formas de mondmero, dimero e
tetramero.

2.2. Objetivos Especificos

e Identificar as alteracdes de sequéncia (mutagdes ou polimorfismos) na regido
codificante do gene PAH,

e determinar a frequéncia das mutacdes encontradas na amostra em estudo e
comparé-las com dados da literatura;

e determinar o espectro de mutagdes de pacientes com PKU do sul do Brasil;

e comparar o comportamento da PAH na forma de monomero, dimero e tetramero
através de dinamica molecular coarse-grained,
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3. Resultados e Discussao

Os resultados obtidos durante a realizacao desse trabalho foram divididos em duas

parte: andlises in vitro (parte 1) e analises in silico (parte II).

3.1. Parte I - Analises in vitro

3.1.1. Preambulo

Os resultados das analises in vitro serdo apresentados sob a forma de um
manuscrito a ser submetido a publicagdo no periddico “Journal of Inherited Metabolic

Disease”.
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Abstract

Phenylketonuria (PKU) is an autosomal recessive disorder and the most frequent
inborn error of the amino acid metabolism caused by phenylalanine hydroxylase (PAH)
deficiency. Over 500 different mutations have been identified in the PAH gene to date. In
order to obtain the mutational spectrum of PKU patients from South Brazil, mutation
analysis was performed on genomic DNA from 44 unrelated PKU patients previously
diagnosed through biochemical analysis. Common mutations in the PAH gene were
screened through real-time PCR using the TagMan® system and RFLP technique. Patients
that did not have their genotype established were subjected to direct DNA sequencing of
the PAH gene. The combined approach allowed the identification of 83 mutations (94.3%)
in 88 alleles. The mutational spectrum was composed by 30 different mutations, including
25 missense mutations, 4 splice-site and 1 deletion. This analysis identified the genotype of
40 (90.9%) out of 44 PKU patients. The most frequent mutations identified were p.V388M
(10.2%) and p.R408W (10.2%), p.R158Q (9.1%), p.I65T (5.7%), p.E390G (5.7%),
IVS12+1G>A (5.7%), IVS2+5G>C (4.6%) p.R252W (4.6%) and p.R261Q (4.6%), that
show a different profile of mutations when comparing to other regions of Brazil and
Europe. The present data indicate that mutation profile of PKU patients from South Brazil
is mainly represented by few highly frequent mutations, which is the pattern of PAH gene

molecular alteration spectrum around the world.

Synopsis:

PAH mutation analysis in PKU patients from Southern Brazil.
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Introduction

Phenylketonuria (PKU; OMIM 261600), an autosomal recessive disorder, is the
most frequent inborn error of the amino acid metabolism due to phenylalanine-4-
hydroxylase (PAH) deficiency (Scriver and Kaufman 2001). PAH is a liver-specific
enzyme that catalyzes the first step of L-phenylalanine (L-phe) degradation and the
reaction mechanism in this case includes molecular oxygen as substrate and
tetrahydrobiopterin as cofactor (Kaufman 1993). Absence or reduced activity of the PAH
leads L-phe accumulation in plasma and tissues that characterizes hyperphenylalaninemia
(HPA). HPA can cause toxic effects on brain leading to mental retardation. Treatment of
PKU patients consists of low-phenylalanine diet that should be initiated in the neonatal
period in order to prevent impairment in the cognitive development (Scriver and Kaufman

2001).

PKU incidence varies strongly among populations. Its incidence in Caucasians was
estimated to be 1:10,000 births (Scriver and Kaufman 2001). According to the ministry of
health PKU incidence is approximately one every 15 to 20,000 births. In Brazil the
incidence in subpopulations was estimated as 1:20,000 in Minas Gerais state (Serjeant
2000) and 1:12,000 in Rio Grande do Sul state (Jardim et al 1992). PAH gene maps to
chromosome 12, region 12q22-q24.1, and is divided into 13 exons (Scherer et al 2006). To
date more than 500 different mutations have been identified in the PAH gene (PAH
Mutation Analysis Consortium database - http://www.pahdb.mcgill.ca). From those a small

number is prevalent, while most are rarely found in mutant alleles.

Three quarters of the PKU phenotype in admixed populations are composed of

compounds heterozygotes, implying a more complex phenotypic heterogeneity (Scriver
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2007). This phenotypic variability is mainly explained by allelic heterogeneity, but other
factors such as gene modifiers may contribute to the final phenotype (Dipple and McCabe

2000, Kayaalp et al 1997, Bénit et al 1999).

We have previously reported the following mutation distribution in a sample of 23
PKU patients from the South Brazilian states: p.I65T (19.5%), IVS2+5G>C (9.8%),
p-R261Q (9.8%), p.R261X (9.8%), p.V388M (9.8%), p.R408W (9.8%) and IVS12+1G>A
(4.9%) (Santana da Silva et al 2003). The aim of this present work was to obtain a more

comprehensive spectrum of mutant alleles from PKU patients from South Brazil.
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Material and methods
Sample

The sample consisted of forty-four unrelated patients previously diagnosed as having PKU
in the Medical Genetics Service of Hospital de Clinicas de Porto Alegre. The project was
approved by our local ethic committee and blood sample was collected after singing an
informed consent form.

Blood collection and DNA isolation

Blood samples (5 mL) were collected from each patient in EDTA, and DNA
isolation was performed through salting-out technique (Miller et al 1988), and kept at -20
°C until analysis. DNA quantitation was accomplished using the fluorescence-based assay

(Quant-It™ ds DNA BR Assay Kit — Invitrogen) in the Qubit™ fluorometer (Invitrogen).
PAH coding region amplification

The entire coding region of PAH and flanking intron region were amplified in
thirteen fragments using primers designed as described previously (Santana da Silva et al
2003). PCR was carried out in a total volume of 25 puL containing 0.2 uM of each primer
(forward and reverse), 100 ng genomic DNA, 1.25 U of Taqg polimerase (Invitrogen), 200
uM of dNTP’s, 1.5-3 mM of MgCl,, 20 mM of Tris (pH 8,4) and 5S0mM of KCI. The PCR
mixtures were subjected to incubation at 94 °C for 10 minutes in order to perform the
initial denaturation, then fulfilled 30 cycles of denaturation at 94 °C for 30 seconds,
annealing at 53-62 °C for 30 seconds and extension at 72 °C for 30 seconds, ultimately,
followed by the final extension at 72 °C for 10 minutes. A 5 puL aliquot of the PCR

products was analyzed by electrophoresis on 1.0% (w/v) agarose gel.
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Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

In order to identified mutation p.V388M, PCR was performed in a total volume of
25 pL containing 0.2 uM of each primer (forward and reverse) for exon 11 region, 200 ng
genomic DNA, 1.25 U of Tag polimerase (Invitrogen), 200 uM of dNTP’s, 1.5-3 mM of
MgCl,, 20 mM of Tris (pH 8,4) and 50mM of KCIl. Amplification protocol was initial
denaturation at 96 °C for 5 minutes, 30 cycles of denaturation at 96 °C for 30 seconds,
annealing at 61 °C for 30 seconds and extension at 72 °C for 30 seconds, followed by final
extension at 72 °C for 10 minutes. The PCR product is a fragment with 324 bp. A 10 pL
aliquot was digested using 10 U of restriction enzyme BsaAl (BioLabs®) and its respective
buffer reaching a total reaction volume of 25 pL, at 37 °C for 3 hours. Products were then
analyzed through electrophoresis on 2.0% (w/v) agarose gel. The normal sequence presents
the restriction site generating two fragments (188 bp and 136 bp) after digestion; p.V388M

mutation destroys restriction site, generating only one fragment of 324 bp after digestion.
Real-time PCR

The regions of interest were amplified by real-time PCR using the TagMan®
(Applied Biosystems) system. The oligonucleotide primers specific for this regions and the
allele-specific complementary probes were designed using Primer Express® Software
(Applied Biosystems) (Table 1). The amplification was accomplished in a total volume of 8
uL containing 2 ng of DNA, 0.2 pL of SNP Genotyping Assay Mix” and 4.0 uL of
TagMan Universal PCR Master Mix". The conditions for amplification consisted of initial

denaturing at 95 °C for 10 minutes, followed by 40 cycles at 95 °C for 15 seconds and then
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at 60 °C for 1 minute. Finally, allelic discrimination was performed at the end of

amplification at 60 °C for 1 minute.

Direct DNA sequencing

Fragments of interest of the 13 exons and the respective flanking intron were
amplified in 13 fragments as described before (Santana da Silva et al 2003) and a PCR
product aliquot of 6 pL was purified using 2.5 U of Exonuclease I (USB) and 0.25 U of
Shrimp Alkaline Phosphatase (USB). BigDye Terminator Cycle Sequencing kit version 3.1
(Applied Biosystems) was used to accomplished the direct sequencing following the
manufacturer’s instructions and the results were analyzed through DNA Sequencing
Analysis Software version 5.2 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) in the ABI
3130x/ genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Mutations identified
were confirmed by sequencing an independent sample of DNA using forward and reverse
primers. Mutations were named according to recommendations of Human Genome

Variation Society (www.hgvs.org).
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Results

PAH gene screening for common mutations

Identification of IVS2+5G>C, p.I65T, p.R261Q, p.R261X, p.V388M, p.R408W and
IVS12+1G>A mutations enabled the characterization of 37 (42.4 %) of 88 mutant alleles.
Most frequent mutations found were p.V388M (10.2%) and p.R408W (10.2%), both
present in 9 different alleles, followed by p.I65T in 5 (5.7%), IVS12+1G>A in 5 (5.7%),
IVS2+5G>C in 4 (4.6%) and p.R261Q in 4 (4.6%) mutant alleles (Table 2). p.R261X
mutation was found in 1 (1.1%) allele only. This analysis allowed the identification of 7
(15.9%) genotypes within the group of 44 patients. Two patients were homozygous for
p.-V388M mutation and one patient was homozygous for p.R408W mutation. The
remaining four genotypes were composed heterozygotes for 2 different common mutations

(Table 3).

Identification of rare mutations

The remaining unidentified PKU alleles were analyzed by direct DNA sequencing.
Identification of rare mutations allowed the identification of 46 (52.3%) out of 88 mutant
alleles. Distribution of recurring mutations were p.R158Q (9.1%), p.E390G (5.7%),
p-R252W (4.6%), p.R176X (3.4%), and p.D415N (3.4%). This analysis alone identified
genotype of 11 (25.0%) out of 44 PKU patients studied. p.R158Q mutation was identified

in one homozygous patient.

Mutations and genotypes distribution

The combined approach used allowed the identification of disease-causing mutations in 83

alleles reaching 94.3% of 88 mutant alleles analyzed. The mutational spectrum was
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composed by 30 different mutations, including 25 missense mutations, 4 splice-site
changes, and 1 deletion. Those mutations were distributed throughout PAH coding region
except in exon 1, 4, and 13. The region corresponding to exon 7 showed the highest
number of different mutations (eight types). On the other hand, exon 12 and flanking
regions showed the highest number of mutations although represented by only five
different ones. Mutations in exon 7, 11, and 12 accounts for 50% of PKU mutant alleles.
Including exon 11 and exon 12 flanking regions this number rises to 57.9%. Most
prevalent mutations were p.V388M (10.2%), p.R408W (10.2%), p.R158Q (9.1%), p.165T
(5.7%), p.E390G (5.7%), IVS12+1G>A (5.7%), IVS2+5G>C (4.6%) p.R252W (4.6%),
and p.R261Q (4.6%) (Table 2). Fourteen additional mutations were identified only in 1
allele with a relative frequency of 1.1%. This analysis identified genotype of 40 (90.9%) of
the 44 PKU patients studied and 36 patients are compound heterozygotes (Table 3).
Genotypes p.V388M/p.V388M and p.R158Q/p.V388M were both found in 2 PKU

patients.
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Discussion

The population of South Brazil was composed by a mixture of three main groups:
Europeans, Africans, and Amerindians. The immigration of Europeans began with
Portuguese in the 16th century. In early 19th century other European immigrants came
mainly from Spain, Italy, Germany, and Poland. Africans were brought as slaves until the
19th century and Amerindians were the local indigenous population. When compared to
other regions in Brazil, South region received a small number of Africans and a larger and
diversified group of Europeans, therefore the population of South Brazil is composed by a

mixture of those different groups with strong European characteristics.

In the present study, 94.3% of the PKU alleles were established and 90.9% of the
genotypes were defined. A total of 83 pathogenic alleles were identified in a group of 30
different mutations. Most prevalent mutations found were p.V388M, p.R408W, p.R158Q,
p.165T, p.E390G, IVS12+1G>A, 1VS2+5G>C, p.R252W and p.R261Q accounting for
60.4% of the studied alleles (Table 3). Data from a previous study by our group showed
that most frequent mutations were p.I165T, IVS2+5G>C, p.R261Q, p.R261X, p.V388M,
p-R408W, IVS12+1G>A and P281L(Santana da Silva et al 2003). These data can be found

in table 4.

Although some differences, frequencies were very similar, except for two mutations
(p.I65T and IVS2+5G>C) that showed more significant differences in their frequencies.
p-R158Q mutation was the third most common in this study, being identified in 8 alleles
(9.1%). Frequency of this mutation was then different from Santana da Silva et al (2003).
Another difference found was frequency of p.R261X mutation, that was identified in only

one allele in this work and showed high frequency (9.8%) in the previously published data.
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Differences in colonization of the regions of Brazil lead to variations in the
mutations distribution and their respective frequencies in each subpopulation. When
comparing the frequency of same mutations in this study with those found in other

subpopulations this becomes evident (Table 4).

Most frequent mutations in our study were p.V388M and p.R408W. p.V388M
mutation was also highly prevalent in subpopulations from Sdo Paulo and Minas Gerais
states, (9.1 and 21.2%; respectively). The high frequency of p.V388M mutation was
expected considering that it is a common mutation in Portugal and Spain, the main settlers
of Brazil, reaching 8.6 and 6.2% of frequency in these populations, respectively (Rivera et
al 1998, Desviat et al 1999). Despite being high frequent in our sample, p.R408W mutation
was very rare in subpopulation from Minas Gerais and Sdo Paulo (0.6 and 3.5%;
respectively). p.R408W mutation is highly prevalent in patients from Germany and Poland
(Zschocke 2003). Since those two populations showed strong influence in more recent
migration waves in South Brazil, they might account for the origin of p.R408W mutation
in this population. Similar reasons can explain frequencies of p.R158Q (9.1%) and
IVS12+1G>A (5.7%) described here. Again these mutations mutations are relatively

common throughout patients from Germany, Poland and Northern Italy (Zschocke 2003).

p.E390G mutation was found with a relevant frequency in this study (5.7%), when
compared to other Brazilian studies (Table 4). This mutation is well described in the
Croatian population where it reach 9% (Zschocke 2003, Zschocke et al 2003). Different
mutations as well as frequency variations among regions of Brazil denote the need of state-

specific strategies for mutation-screening programs (Santos et al 2006).
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Frequency of p.I65T and p.V388M mutations in Portuguese patients (5.4% and
8.6%, respectively) (Rivera et al 1998) is quite similar to the frequency found in the
present work (5.7% and 10.2%, respectively). These two mutations are the third and forty
most frequent in Spanish population with a respectively frequency of 6.7% and 6.2%
(Desviat et al 1999). In the studies cited, it is possible to notice that a small group of
mutations (IVS10nt-11G>A, p.R261Q, p.V388M, p.I65T, p.P281L, and p.R252W in
Portugal; IVS10nt-11G>A, p.A403V, p.165T, p.V388M, p.R261Q, and p.R243Q in Spain)
is responsible for approximately 44% and 38%, respectively, of all mutations found, being
the other mutations rare (Rivera et al 1998, Desviat et al 1999). This same pattern was
found in the present study, in which p.I65T, p.R158Q, p.V388M, p.E390G, p.R408W, and
IVS12+1G>A represent 46.6% of the total alleles analyzed. If we include three other
mutations, IVS2+5G>C, p.R252W and p.R261Q, in this group that had a significant
frequency in the present study it would reach 60.4%, which is very similar to the frequency
of 68.5% previously obtained by our group with some different mutations in the top (I65T,

R408W, R261X, IVS2nt5G>C, R261Q, and V388M) (Santana da Silva et al 2003).

p.R408W and IVS12+1G>A mutations were highly frequent in this data, 10.2 and
5.7% respectively. In several published works, p.R408W is shown to be the most common
mutation in PKU patients from various regions of Germany, IVS12+1G>A, Y414C and
IVS10-11G>A were also being relatively common in this population (Guldberg et al 1996,
Hennermann et al 2000, Aulehla-Scholz and Heilbronner 2003). p.R408W and
IVS12+1G>A mutations are also commonly observed in Polish patients as previously
mentioned (Zschocke 2003). p.R158Q mutation was found for the first time in Brazil at a
high frequency (9.1%) in this study. This mutation is well known to be relatively common

throughout eastern Europe, mainly patients from Poland. p.R158Q mutation is also a
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common mutation in the Netherlands and Belgium along with two other frequent mutations
found in this work, IVS12+1G>A and p.R261Q. It is also highly frequent in northern Italy

(Zschocke 2003).

Finally, p.R252W mutation was found in 4.7% alleles in the present study, similar
to that reported in patients from Portugal (4.0%) (Rivera et al 1998), being also highly
prevalent in Italian patients from the Piemont region with a relative frequency of 15%

(Zschocke 2003).

In the present work we were able to identify a total of 83 mutations in a group of 30
different mutations corresponding to 94.3% of alleles studied and determinate 40
genotypes of 44 PKU patients. The results of this study show a profile of mutations among
the population of South Brazil, different of other regions of Brazil and Europe. This
characteristic emphasizes the need of drawing a specific strategy for a mutation-screening
program. The data indicate that the total mutations in patients with PKU from South Brazil
i1s mainly represented by few mutations that are highly, which is the pattern of PAH gene

molecular alteration spectrum around the world.
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Table 1. Sequences of Primers and probes used in real-time PCR

Mutation Primer sequence (5°— 3’) Probe sequence (5°— 3°)
Forward Normal
CATTGGCCAAAGTATTGCGCTTA ATTGTAGCACTGACCTC

IVS2+5G>C
Reverse Mutant
AGAACATGGAAGTTTGCTACGACAT TTGTAGCAGTGACCTC
Forward Normal
CCTCCCCATTCTCTCTTCTAGGA ACCCACATTGAATCT

p.165T
Reverse Mutant
CCAAATGGGTGAAAAATTCATACTCATCTT CCCACACTGAATCT
Forward Normal
TGCTTTCCTCTCGGGATTTCTTG CCTTCCGAGTCTTC

p-R261Q
Reverse Mutant
GGATCCATGTCTGATGTACTGTGT CCTTCCAACTCTTC
Forward Normal
TGCTTTCCTCTCGGGATTTCTTG TGGCCTTCCGAGTCT
p-R261X
Reverse Mutant
GGATCCAGTTCTGATGTACTGTGT CTGGCCTTCTGAGTCT
Forward Normal
TGGTTTTGGTCTTAGGAACTTTGCT ACAATACCTCGGCCCTT
p-R408W
Reverse Mutant
GTATGGGTCGTAGCGAACTGA ACAATACCTTGGCCCTT
Forward Normal
GGACAATACCCAGCAGCTTAAGATT CTGATTCCATTAACAGTAAGTA
IVS12+1G>A

Reverse

Mutant

GAGTGGCCTCGTAAGGTGTAAAT

TGATTCCATTAACAATAAGTA




Table 2. Relative frequency of identified mutations

Location Mutation name Relative frequency (%)
Exon 2 p-F39L 1.14
Exon 2 p.F55L 1.14
Exon 2 c.165delT 2.27
Intron2 IVS2+5G>C 4.55
Exon 3 p.165T 5.68
Exon 3 p-A104D 1.14
Intron 4 IVS4+4A>G 1.14
Exon 5 p-R158Q 9.09
Exon 6 p-R176X 341
Exon 7 p-T238N 1.14
Exon 7 p.T238R 1.14
Exon 7 p.-R241H 1.14
Exon 7 p.L249F 2.27
Exon 7 p.R252W 4.55
Exon 7 p-R261Q 4.55
Exon 7 p-R261X 1.14
Exon 7 p-E280K 1.14
Exon § p-R297H 1.14
Exon 8 p-A300S 1.14
Exon 9 p.I306V 1.14
Exon 9 p.L311P 1.14
Exon 10 p.L348V 2.27
Intron10 IVS10-11G>A 2.27
Exon 11 p.-V388M 10.23
Exon 11 p-E390G 5.68
Exon 12 p-R408Q 1.14
Exon 12 p.R408W 10.23
Exon 12 p-Y414C 2.27
Exon 12 p-D415N 341

Intron 12 IVS12+1G>A 5.68




Table 3. Genotype distribution in this study

Patient Genotype Patient Genotype
1 p.E390G p.R408Q 23 p.R261Q IVS12+1G>A
2 p.R158Q p.T238N 24 c.165delT p.R408W
3 p.V388M p.V388M 25 p.R408W p.R408W
4 p.T238R p.1306V 26 p.165T p.R176X
5 p-R261Q p.E390G 27 IVS4+4A>G IVS12+G>A
6 p-R176X p.D415N 28 p.L348V IVS12+G>A
7 p.165T p.E390G 29 p.F55L IVS2+5G>C
8 p-F39L p-V388M 30 p-R158Q p-R158Q
9 p-A104D p-E390G 31 p-R158Q p-R408W
10 p-R408W p.D415N 32 p-R297H p-R408W
11 p.L249F p-R261Q 33 p-R158Q IVSI12+1G>A
12 p.R241H p.R408W 34 IVS2+5G>C IVS10-11G>A
13 IVS2+5G>C p.V388M 35 p.R158Q p.R252W
14 p.R176X p.R261X 36 p.R252W p.D415N
15 p.L348V p.Y414C 37 p.165T p.R408W
16 p.L249F p.V388M 38 p-R158Q p.V388M
17 p.165T p.Y414C 39 IVS10-11G>A p-E390G
18 p-R158Q p.-V388M 40 IVS2+5G>A p-R408W
19 p.165T p.E280K 41 IVS12+1G>A ?
20 p-A300S p.L311P 42 c.165delT ?
21 p-V388M p-V388M 43 p-R252W ?
22 p.R252W p.R261Q 44 ? ?

? denotes unidentified mutation.



38

Table 4. Comparison between the relative frequencies of mutations identified in different

regions of Brazil.

Relative Frequency (%)

Mutations
RS® RS and SC" SP* MG*
IVS2+5G>C 4.6 9.8 3.5 5.8
p.I65T 5.7 19.5 3.5 5.8
p-R158Q 9.1 2.4 3.5 0.6
p.R252W 4.6 - 6.5 5.1
p-R261Q 4.6 9.8 12.2 16
p.V388M 10.2 9.8 9.1 21.2
p-E390G 5.7 - 0.8 -
p.R408W 10.2 9.8 3.5 0.6
IVS12+1G>A 5.7 4.9 1.3 0.6

2 Present study; b Santana da Silva et al 2003; < Acosta et al 2001; 4 Santos et al 2008
RS (Rio grande do Sul); SC (Santa Catarina); SP (Sao Paulo); MG (Minas Gerais).
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3.2. Parte II - Analises in silico

Os resultados das analises in silico serdo apresentados na forma de descri¢do dos

dados experimentais, incluindo os matérias e métodos, resultados e discussao.
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3.2.1. Materiais e métodos

3.2.1.1. Construcdo do Modelo Estrutural da PAH

As analises in silico foram realizadas através da constru¢do de um modelo do
mondmero da PAH completo pelo programa Modeller 9v7, usando como molde estruturas
cristalograficas da proteina PAH obtidas sob os codigos 1PHZ e 2PAH presentes no
Resource for Studying Biological Macromolecules — Protein Data Bank (RCBS PDB).

Visando a reproducdo da interface de oligomerizagdo, um segundo modelo do
mondmero da PAH completo foi criado a partir dos mesmos cristais selecionados, mas
usando como referéncia a cadeia B presente no cristal 2PAH. Todos os procedimentos de
construcdo foram igualmente executados para este segundo modelo. As analises foram
realizadas utilizando apenas o modelo criado a partir da cadeia A. Somente este modelo
(cadeia A) foi submetido a simulagdo como mondmero livre. De forma a evitar erros por
comparar estruturas que apresentassem diferencas na regido de oligomerizag¢do, ndo foram
realizadas andlises utilizando o modelo a partir da cadeia B, pois ndo teriamos os dados do
comportamento do monomero livre neste caso.

O alinhamento das sequéncias dos moldes selecionados foi realizado no programa
ClustalW (Larkin et al., 2007) e a constru¢do do modelos foi alcangada através da
utilizagdo do programa Modeller 9v7 (Apéndices Al e A2), apesar dos moldes
apresentarem duas lacunas (1 ao 19; 136 ao 143) em sua estrutura o programa ¢ capaz de
predizer regides curtas a partir da sequéncia de aminoacidos (Eswar et al., 2000; Marti-
Renom et al., 2000). Esta predi¢do ¢ considerada confidvel para algcas compostas por até 20
aminoacidos (Fiser et al, 2000). Assim, realizamos a constru¢do de 10 modelos do
mondmero da PAH completa para cada cadeia A ¢ B.

Estes modelos passaram por uma inspe¢ao visual e comparacdo com as estruturas
dos cristais moldes. A qualidade estereoquimica foi avaliada principalmente pelo mapa de
Ramachandran (Ramachandran et al., 1963) gerado pelo Procheck (Laskowski et al,
1993). Os modelos selecionados para o trabalho foram aqueles que apresentaram melhores
valores nesta analise. O modelo da cadeia A apresentou 95,3% dos residuos nas regides

mais favoraveis e 4,7% nas regides adicionalmente favoraveis, enquanto que o modelo da
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cadeia B apresentou 92,8% dos residuos nas regides mais favoraveis, 6,5% nas regioes

adicionalmente favoraveis e 0,7% nas regides generosamente favoraveis (Apéndice B).

3.2.1.2. Montagem do dimero e do tetramero da PAH

Apo6s a obtengao do modelo do mondmero, a montagem do dimero e do tetrdmero
foi realizada pelo programa Python-enhanced molecular graphics tool 1.1 (PyMOL 1.1).
Para tanto, o ambiente cristalino da estrutura 2PAH foi reconstituida utilizando o plugin
SYMEXP. Os modelos foram sobrepostos as formas diméricas e tetraméricas presentes no
cristal. As organizacdes oligoméricas foram verificadas para que nao houvesse qualquer

tipo de impedimento estérico na regido de oligomeriza¢do da PAH.

3.2.1.3. Visualizacdo das estruturas tridimensionais

A visualizacdo das moléculas utilizadas no presente estudo foi realizada através dos
programas Swiss-PdbViewer DeepView (Spdbv), PyMol (DeLano, 2002) e VMD
(Humphrey et al., 1996).

3.2.1.4. Simulacdo de dindmica molecular coarse-grained

No total foram realizadas 3 simula¢des de DM tipo CG. Uma para cada forma de
organizacdo da PAH definida no presente trabalho (monomero, dimero e tetramero).
Os sistemas simulados foram:
e PAH monomérica, simulada por 1,05 ps;
e PAH dimérica, simulada por 1,05 ps;
e PAH tetramérica, simulada por 1,05 ps;

Um dos primeiros passos para a realizagdo da DM tipo CG ¢ a conversdo das
estruturas atomisticas em estruturas CG. Este procedimento foi realizado por meio do

script ‘atom2cg’, onde cada residuo ¢ substituido por seu equivalente no CG que ¢
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composto por beads apresentando diferentes propriedades. O bead pode ser descrito como
sendo, em média, a simplificagao de 4 atomos em um valor tnico (Figura 6). Para gerar a
topologia das proteinas para o CG, foram utilizadas a sequéncia da proteina do PDB e a
estrutura secundaria como arquivos de entrada para o script ‘seq2itp.pl’. Todos os scripts
utilizados para gerar os arquivos de topologia foram obtidos no website oficial do campo
de forca MARTINI (http://md.chem.rug.nl/cgmartini/).

O protocolo geral da simulagdo foi baseado em praticas anteriormente descritas
(Monticelli et al., 2008) e as simulagdes foram realizadas em temperatura de 300 K durante
o periodo de 1,05 ps. As proteinas, independentemente de sua organizagdo, foram
solvatadas em uma caixa triclinica, sendo utilizado o modelo de agua descrito previamente
(Marrink et al., 2007). Com o objetivo de neutralizar as cargas dos sistemas estudados,
quando necessario, houve a adi¢do de contra-ions, neste caso o ion sédio. Ao que se segue,
foi realizado o passo de minimizagdo de energia baseada no algoritmo de Steepest Descent,
seguida de um passo de integragdo de 10 fs (Apéndice C1). A metodologia MARTINI
(Marrink et al., 2007, Marrink et al., 2008) foi empregada para realizar o calculo das
interagdes eletrostaticas. Por fim, os sistemas foram mantidos em temperatura e pressao
constantes, utilizando a constante de acoplamento de t [1= 1,0 ps (Monticelli et al., 2008).
As simulagdes CG foram realizadas utilizando o pacote de programas Groningen machine
for chemical simulations 4.0 (GROMACS 4.0) (Apéndice C2).

Tendo em vista a caracteristica simplificada das estruturas para simulagdes do tipo

CQG, o ferro presente no sitio ativo da PAH foi desconsiderado.



Ala C cys @ his “ Met Thr
8 Arg 2 on @ lle ' Phe ’ Trp
__Jp- 3 Glu @ Leu @ o OB 7y
3 Asp Gly Lys Ser @ Val

Apolar Intermediario Polar Carregado

Figura 6. Representacdo dos aminodcidos no sistema coarse-grained. As cores diferentes
representam classes diferentes de bead (Adaptado de Monticelli et al., 2008).
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3.2.2. Resultados

3.2.2.1. Construcdo do modelo da PAH completa

O primeiro passo para realizagdo deste estudo foi a constru¢do de um modelo
completo da PAH. Isto foi necessario pelo fato que ndo encontramos nenhuma estrutura
cristalografica desta proteina no PDB que apresentasse a estrutura completa desta enzima
(452 aminoacidos divididos em trés dominios). Nesta busca, selecionamos duas estruturas
cristalograficas (codigos IPHZ e 2PAH). A selecdo destes dois cristais deve-se ao fato de
apresentarem regioes que se complementam para a constru¢do do modelo completo do
monodmero, ou seja, o 1PHZ apresenta o dominio de regulagdo e o 2PAH apresenta o
dominio de oligomerizacdo, além de possuir esta interface de oligomerizagdo. O cristal
2PHM também apresenta a mesma regido que o 1PHZ, porém em menor resolucdo (Tabela
2).

Tabela 2. Descri¢ao dos cristais obtidos na busca para selecdo de moldes para construcao
do modelo.

Cristais

obtidos no PDB Descricdo Resolucio (A)
1KWO 1 cadeia A: residuos 103 - 427 2,50
1LRM 1 cadeia A: residuos 103 - 427 2,10
1IMMK 1 cadeia A: residuos 103 - 427 2,00
1PHZ 1 cadeia A: residuos 19 - 427 2,20
2PAH 2 cadeias A e B: residuos 119 - 452 3,10
2PHM 1 cadeia A: residuos 19 - 427 2,60

O cristal obtido sob o cddigo 1PHZ estende-se do aminoacido 19 ao 427, enquanto
o cristal obtido sob o cddigo 2PAH estende-se do aminoacido 118 ao 452 (Cadeia A e B).
Ambas estruturas apresentam uma lacuna entre os aminoacidos 136 ao 143, porém esta
esta presente em outros cristais depositados no PDB. Esta regido da proteina é formada por
uma alca flexivel e pode ndo ser capaz de organizar-se em uma estrutura cristalina.
Provavelmente isto ocorreu no caso dos cristais selecionados para o trabalho. Os primeiros
19 aminoacidos da proteina ndo estdo presentes nos cristais depositados no PDB e, através
da predigdo do contetido de estrutura secundaria da proteina, foi possivel identificar o

carater menos ordenado (alcas) na estrutura secundaria dessa regido (Figura 7).
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Figura 7. Predicao da estrutura secundaria da PAH. Em destaque a regido que se estende do
aminoacido 1 ao 40. A predigdo foi realizada através da sequéncia de aminoacidos da PAH
utilizando o programa PSIPRED.

A composicdo dos cristais selecionados para o presente trabalho e a sequéncia

completa da proteina podem ser observados na figura 8.

1-19 i 1-1181  :136-143 427 - 452

iz I Y 0T

2PAH | | BEEmmeeaes e e |

R S

COMELETA4 100 0_ . 300 400 450
Residuos

[l Dominio de Regulagao
] Dominio Catalitico
. Dominio de Oligomerizagédo

[ ] Regigo ausente na estrutura cristalografica

Figura 8. Composicdo das estruturas cristalogrificas selecionadas como moldes.
Representagdo esquematica da sequéncia da proteina PAH mostrando a composigdo dos cristais
selecionados como moldes para a construgdo do modelo e a proteina completa.

As estruturas cristalograficas selecionadas foram utilizadas como moldes e
submetidas ao programa Modeller para a constru¢ao do modelo do mondmero completo da

PAH. As regides de algas ausentes em todos os cristais foram preditas pelo programa,
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respeitando seus critérios para refinamento de algas curtas sem estrutura tridimensional de
referéncia. O resultado pode ser observado na figura 9, onde, além do modelo do
mondmero criado, estdo o dimero e o tetramero construidos com base neste mesmo
mondmero.

A validagdo do modelo ocorreu por uma inspe¢do visual e comparagdo com as
estruturas dos cristais moldes através da sobreposi¢do do modelo com estas estruturas,
além de sua submissdo a andlise no programa PROCHECK, que realiza uma avaliagdo

estereoquimica das estruturas.

MODELO
1PHZ 2PAH MONOMERO

MONOMERO DIMERO TETRAMERO

Figura 9. Moldes e modelos da PAH. a) Cristal 1PHZ utilizado como molde; b) cristal 2PAH
utilizado como molde; c¢) e d) modelo obtido a partir dos moldes, os quais foram utilizados nas
simulagdes; ¢) modelo de dimero da PAH; f) modelo de tetrdmero da PAH. O dominio de
regulacdo estd em azul, o dominio catalitico em verde e o dominio de oligomerizagdo em roxo.
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3.2.2.2. Caracterizacdo da dinamica da PAH em solucdo aguosa

A etapa seguinte a validagdo das estruturas construidas foi o emprego dos modelos
estruturais do mondmero, do dimero e do tetramero como estruturas de partida para
estudos de DM tipo CG. Para essas simulagdes, empregamos o pacote GROMACS 4.0
com o campo de forca MARTINI (Marrink et al., 2007, Marrink et al., 2008).

Os sistemas simulados foram:
e PAH monomérica, simulada por 1,05 ps;
e PAH dimérica, simulada por 1,05 ps;

e PAH tetramérica, simulada por 1,05 ps;

As trés simulagdes foram realizadas sob condigdes constantes de temperatura e
pressdo. Os dados obtidos foram avaliados através da visualizagcdo do comportamento das
estruturas durante a trajetoria da simulagdo, e pelas andlises de raio de giro, de flutuacao
média quadratica (root mean square fluctuations ou RMSF), desvio médio quadratico (root
mean square deviation ou RMSD) e andlises de distancia.

A escolha de realizar analises de DM deve-se a busca por respostas quanto ao
comportamento e a estabilidade dos dominios da PAH, de forma a acrescentar informagdes
sobre a estrutura destes agregados que sdo inacessiveis quando estudamos a proteina de
forma estatica. A PAH ¢ uma proteina grande sendo composta de 452 aminoécidos e, por
conseguinte, os sistemas diméricos e tetraméricos sdo compostos por 904 e 1808
aminoacidos, respectivamente. Devido ao tamanho dos sistemas a serem simulados, o
método de DM conhecido como CG foi escolhido pois realiza uma simplificagdo da forma
atomistica, ndo representando cada atomo explicitamente e, sim, criando beads para
representar grupos de atomos. O método CG também proporciou a realizagdo de

simulagoes por periodos longos (e.g.> 1pus).

3.2.2.3. Comportamento da PAH em solucdo aquosa durante a DM-CG
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Inicialmente, a estabilidade dos sistemas foi evidenciada empregando analises de
RMSD. Ao indicar o quanto a estrutura protéica muda, com o tempo de simulacdo, em
relacdo aos dados cristalograficos, esta andlise pode sugerir tanto o ganho de flexibilidade
na proteina quanto a ocorréncia de mudangas conformacionais. Desta forma, todos os
sistemas simulados apresentaram estabilidade conformacional a partir de ~ 0,4ps (Figura
10).

RMSD
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!

0.5 —
RN EEENE RRERE ERREE prna b b bl EERIEEENEREENE RRREE
0 0,25 0,5 0,75 1,0 0 0,25 0,5 0,75 1,0 0 0,25 0,5 0,75 1,0

Tempo (us) Tempo (us) Tempo (us)
2
15—
El g

0.5 —

0|||||||||||||||||||| pra b b bl pra b b b |
0 0,25 0,5 0,75 1,0 0 0,25 0,5 0,75 1,0 0 0,25 0,5 0,75 1,0

Tempo (us) Tempo (us) Tempo (us)

B Monomero (1 - 452)
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Figura 10. Anailise de RMSD dos mondmeros da PAH. A analise foi realizada com os
monomeros nas formas monomérica, dimérica e tetramérica em func¢éo do tempo (1,05 ps) da DM-
CG. As analises foram realizadas na presenca da regido de oligomerizagdo (residuo 1 ao 452) (em
preto) e na auséncia desta regido (residuo 1 ao 410) (em vermelho).

Apobs observar o comportamento dos mondmeros em diferentes organizagdes em
relagdo a estrutura inicial submetida a simulagdo, decidimos realizar uma andlise para
investigar a forma pela qual o dominio de oligomerizagdo estaria influenciando na
estabilidade dos sistemas. Para isso, realizamos a mesma analise (RMSD), porém
excluindo a regido de oligomerizagdo da proteina (regido 1 - 411) (Figura 10). O resultado

obtido através desta andlise mostra um perfil diferente para o comportamento do dominio
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de oligomerizacao dos mondmeros em organizagdo monomeérica ¢ dimérica em relacdo a
tetramérica. Podemos observar que os monomeros em sua forma livre e na organizagao
dimérica apresentaram diferenca em relacdo a andlise realizada na presenca e na auséncia
do dominio de oligomerizagdo. Isto ¢ um forte indicativo de que esta regido, no caso destes
dois sistemas, nao esta estabilizada e, por isso, apresenta um perfil de RMSD diferente em
relagdo a analise do monomero sem esta regido. Este comportamento ¢ evidenciado pelo
maior valor da curva em que a estrutura completa de ambos os sistemas (mondmeros em
sua forma livre e na organizagdo dimérica) apresentam em relag¢do a curva da analise sem o
dominio de oligomerizagao.

Diferentemente, o comportamento observado no mondémero em organizacao
tetramérica apresentou o mesmo perfil na presenga e na auséncia do dominio de
oligomerizagdo. Este comportamento ¢ compativel com esta regido ndo levando a
alteracdes conformacionais na proteina, mantendo-se, portanto, semelhante a estrutura
inicialmente submetida a simulacgao, indicando estabilidade.

A partir da evidéncia, tanto de dindmica diferenciada para os mondémeros da PAH
em diferentes sistemas quanto de interferéncia da oligomerizag¢ao nesta dinamica, analises
de raio de giro foram empregadas para caracterizar o grau de compactacdo dos diferentes
sistemas simulados (Figura 11). Observa-se uma maior compactacdo para a forma
monomérica em relagdo aos estados oligomerizados, indicando a interferéncia das formas
agregadas da proteina em sua estabilidade conformacional. Este comportamento do
mondémero pode ser melhor explicado ao analisarmos a trajetoria da simula¢do, quando
podemos constatar que a longa a-hélice responsavel pela oligomerizacdo se direciona ao
nucleo da proteina, ndo permanecendo em sua forma livre como observamos na figura 9.
Este movimento da a-hélice causa uma compactagdo da proteina durante a simulagdo, o
que ¢ retratado no grafico de raio de giro. Ao realizar a andlise do raio de giro dos
dominios do mondmero da PAH separadamente, nos trés sistemas de organizacao,
observamos que, em todos eles, o dominio catalitico se mantém estavel e ndo apresenta
alteracdes durante a trajetoria, independente da forma de organizacdo em que o mondmero

se encontra.



50

Raio de Giro
Mondémero Dimero Tetrdmero
2.6 26 —
D24 g 24 b ‘Nwm
Ch g
22 22
T B B ) B B A I I B B | [ I B R R A |
0 0,5 1,0 0 0.5 1,0 0 0,5 1,0 0 0,5 1.0
H Mondémero 50
B Mondémero (Dimero) B
B Mondmero (Tetrdmero) 2,5 —

@ Dominio de Regulagdo
W Dominio Catalitico
W Dominio de Oligomerizagéo

(nm)

R S (A nate ey

T 3 S R I I T A T I B [ B R
0 0,5 1,0 0 0,5 1,0 0 0,5 1,0
Tempo (us) Tempo (us) Tempo (us)

Figura 11. Analises de Raio de Giro. Raio de Giro dos monomeros da PAH em formacao
monome¢érica, dimérica e tetramérica em fungdo do tempo (1,05 us) da DM-CG. Analise de cada
dominio dos sistemas separadamente.

Os perfis de raio de giro semelhantes dos dominios da PAH em organizagao
monomérica e tetramérica ficam evidentes. Porém, como mencionado anteriormente, o
mondémero livre apresenta uma compactacdo quando obvervamos a andlise global da
proteina, o que nao ocorre com o mondmero do tetramero. Entretanto, ao analisarmos os
dominios separadamente, podemos evidenciar que estes dominios estdo semelhantes. Mas,
de maneira geral, o dominio de oligomerizacdo do monOomero livre na proteina estd se
direcionando ao nucleo, mantendo sua conformacdo. A diferenca geral entre este dois
sistemas ¢ visualizada no inicio da simulag¢do, onde o dominio de oligomerizagdao do
mondmero livre parece sofrer um “estiramento” inicial seguido de uma compactagao, ao
contrario deste dominio no mondmero em organizacao tetramérica, que permanece estavel
durante toda trajetéria. As variagdes no raio de giro global do mondémero em organizagao
tetramérica sdo causadas pela flutuagdes apresentadas pelo dominio de regulagcdo neste
sistema.

O comportamento do dominio de oligomerizagdo do mondmero em organizagao
dimérica foi diferente do perfil observado nos outros sistemas, uma vez que, pela analise

realizada, um aumento do raio de giro do mesmo estaria ocorrendo. Este fendmeno estaria

influenciando o raio de giro global do mondmero nesta organizacdo que apresentou um
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leve aumento no inicio da trajetéria com algumas flutuagdes até aproximadamente 0,5 ps,
e estabilizando apds este tempo até o final da trajetéria, em um raio de giro proximo ao
inicial (2,5 nm).

Embora as analises de RMSD e raio de giro permitam obter informagdes sobre a
dindmica da PAH e de seus diferentes dominios, elas ndo oferecem informagdes quanto a
flexibilidade dos residuos de aminoacidos da proteina. Uma ferramenta adicional que
permite obter tais informagdes ¢ o RMSF.

Os dados obtido pela andlise de RMSD mostraram que os mondmeros em
organizagdo monomérica ¢ dimérica apresentam um distanciamento maior da estrutura
inicial submetida a simulagdo na presenca do dominio de oligomerizacao. Por outro lado, o
mondmero em organizacdo tetramérica ndo apresentou diferenca na presenga ou auséncia
deste dominio. Este resultado, reforcado pela compactacio do mondémero observada
através da andlise de raio de giro, nos levou ao uso da analise de RMSF para avaliar a
flexibilidade desta regido e dos outros dominios da proteina, visando a compreensdo do
comportamento do mondmero em forma dimérica e a confirmacao da “imobilizacdo” deste
dominio nos mondmeros em organizagdo monomérica e tetramérica.

O grafico de RMSF mostra a flexibilidade dos residuos da proteina durante a
trajetoria. Em uma andlise global podemos observar que todos os mondmeros em
diferentes estados de organizacdo apresentam regides com flexibilidade proeminente
parecidas. Podemos destacar o dominio de regulacdo (1 ao 142) que ¢ bastante flexivel em
praticamente sua totalidade, apresentando uma regido mais rigida entre os aminoacidos 120
e 135, a regido que faz a conexao entre o dominio de regulagdo e o catalitico (135 ¢ 160) e
duas regides no dominio catalitico (250 ao 300 e 340 ao 380) (Figura 12). Por outro lado, a
flexibilidade da regido responséavel pela oligomerizagdo (residuos 411 a 452) ¢ menor no
monomero livre do que nos mondmeros em organizacao dimérica e tetramérica. Este perfil
esta de acordo com a compactacdo observada durante a trajetéria do mondmero livre
durante a simulagdo e com a diminuicdo do raio de giro do mesmo, uma vez que este
dominio ao se posicionar em dire¢do ao nucleo da proteina, perde a flexibilidade de

movimento.
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Figura 12. Analise da flexibilidade dos monémeros da PAH. Analise de RMSF dos monémeros
da PAH em formacdo monomérica, dimérica e tetramérica em fun¢do do ntimero de residuos da
proteina. Em destaque os dominios de regulagdo, catalitico e de oligomerizagao

O dominio de oligomerizacdo do mondmero em organizacdo tetramérica também
apresenta pouca flexibilidade, mas a explicag@o para este fendmeno ¢ a imobiliza¢do desta
a-hélice que esta coordenada com outras 3 a-hélices dos mondmeros que completam o
tetramero, impossibilitando o movimento da mesma.

Os mondmeros em organizagdo dimérica ndo atingem este grau de imobilizagao
observado nos mondmeros em organizagdo tetramérica. Como podemos observar no

grafico de RMSF, a a-hélice de oligomerizacao ¢ bastante flexivel, nos levando a concluir
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que esta regido ndo se mantém estavel em organizagdo dimérica, onde apenas 2 a-hélices
estdo coordenadas.

As diferencas encontradas na presenga e na auséncia da regido de oligomerizacao
através da analise de RMSD devem-se ao fato da alta flexibilidade desta regido (a-hélice),
que pode ser observada na analise de RMSF (Figura 12). Assim, ao avaliarmos a diferenca
da estrutura inicial submetida a simulacdo em relacdo a estrutura observada durante a
trajetoria, percebemos o quanto elas se distanciaram e, também, que o distanciamento ¢é
diferente na analise sem o dominio de oligomerizagdo, como podemos observar na analise
de RMSD. Este comportamento sugere que a oligomerizacdo dos monOmeros em
organiza¢do dimérica, com apenas 2 a-hélices coordenadas, ndo parece suficiente para
imobilizar este sistema e torna-lo estavel.

Por outro lado, quando observamos a andlise do mondmero em organizacao
tetramérica notamos que nao ha diferenca entre o comportamento do mesmo na presenca
ou na auséncia do dominio de oligomerizagdo, este dado confirma nossa teoria de que
nesta configuragao tetramérica, onde as 4 a-hélices estdo coordenadas, formando a regido
de oligomerizagao, estas se encontram imobilizadas, sendo pouco flexiveis. Assim, pode-se
inferir que a estrutura tetramérica € estavel o suficiente para manter os mondmeros unidos.

A fim de obter mais dados para confirmar esta compactacdo observada no
monodémero livre, usamos uma ferramenta capaz de medir a distancia entre regides da
proteina. Os resultados obtidos com esta analise nos permitiram confirmar esta
compactagdo visualizada durante a trajetoria da simulagdo do mondmero e extensamente
comprovada através das andlises (RMSD e raio de giro) realizadas neste trabalho.

A distancia entre o centro de massas do nucleo da proteina (residuos 1 - 411) e
ultimo 4tomo da a-hélice do dominio de oligomerizagdo (Lys) tem um aumento inicial nos
primeiros 0,025 ps, diminuido de ~5 nm para ~3 nm nos proximos 0,05 ps permanecendo
nesta faixa até o final da simula¢do onde atinge maior estabilidade (Figura 13). Esta
aproximacao condiz com a alteragdo proposta pelos resultados obtidos através da analise
de RMSD onde observamos um distanciamento da estrutura inicial quando comparamos o
mondmero na auséncia e na presenca do dominio de oligomerizagdo e, também com a

compactagdo da estrutura observada no perfil da analise de raio de giro.
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Figura 13. Analise de distincia entre o centro de massa do niicleo da proteina (AA 1-411) e 0
ultimo atomo da a-hélice do dominio de oligomerizacao (Lys - 452).

O mondmero em organizagdo dimérica apresentou um comportamento compativel
com a flexibilidade anteriormente observada nesta regido através da analise de RMSF. Em
um primeiro momento ocorre um distanciamento desta a-hélice do centro de massas da
proteina que perdura até aproximadamente 0,6 ps, passando por um curto periodo de
estabilidade na mesma distancia destas regides no mondomero em organizagdo tetramérica,
mas logo se desestabilizando e sofrendo um processo semelhante ao mondmero livre de
aproximarao desta regido ao nticleo da proteina.

Por fim, esta andlise apresenta outro dado interessante, a estabilidade desta
distancia no mondmero em organizagdo tetramérica, que vai ao encontro dos dados obtidos
anteriormente, ressaltando a importancia da coordenacdo destas 4 a-hélices para a

estabilidade da proteina.
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3.2.3. Discussio

O presente estudo permitiu simular através DM o comportamento da PAH em suas
formas monomérica, dimérica e tetramérica. Os resultados obtidos mostraram que o perfil
da trajetoria dos monOmeros nestas estruturas ¢ diferente, principalmente pelo
comportamento das a-hélices envolvidas na oligomerizacdo da proteina. A a-hélice de
oligomeriza¢cdo do mondmero livre sofre uma compactacdo, ou seja, esta se agregando ao
corpo da proteina, alterando sua flexibilidade e seu raio de giro, e isto é observado logo no
inicio da simulacdo. J4 a a-hélice de oligomerizacdo do mondémero em organizagdao
dimérica apresenta alta flexibilidade ao longo de toda trajetéria mostrando que apenas 2 Q-
hélices conjugadas parecem ndo ser suficientes para estabilizar este sistema.

Analisando de outra forma, podemos perceber também que quanto mais simples a
organizagdo do sistema mais exposta esta regido estard ao solvente, tendo assim maior
interferéncia do mesmo, de forma a desestabilizar esta regido, Por isso, ao formar o
tetrAmero esta regido se torna mais estdvel uma vez que estard protegida no centro do
complexo protéico. A regido de oligomerizacdo dos mondOmeros em organizacao
tetramérica apresenta pouca flexibilidade. A explicagdo para este fenomeno ¢ a
imobilizacao desta a-hélice que estd coordenada com as outras 3 a-hélices dos monomeros
que completam o tetrAmero, diminuindo a possibilidade movimento da mesma, ou seja,
estas a-hélices interagem imobilizando-se mutuamente, auxiliando na formagdo do
tetramero.

Algumas mutagdes do tipo missense, responsaveis por fendtipo clinico da
fenilcetonuria, ja foram previamente descritas apresentando uma alta atividade enzimatica
residual in vitro, nos levando a concluir que a perda de fun¢do nestes casos ndo seja por um
problema na catalise e, sim, por outros mecanismos como, por exemplo, alteracdes no
enovelamento da proteina que podem induzir a agregacdo e a rapida degradagdo da mesma
(Waters et al., 1998, Waters et al., 2000, Pérez et al., 2005).

Os dados obtidos no presente trabalho vdo ao encontro destes mecanismos
alternativos a problemas na catélise, j& que mostram a diferenca de estabilidade entre as
formas oligoméricas da enzima. Mutacdes do tipo missense podem levar problema de
enovelamento e desestabilizacdo conformacional, segundo andlises realizadas através do

algoritmo FoldX (Pey et al, 2007). Ensaios in vitro evidenciam que a localizacdo da
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mutacdo pode acarretar na formagdo de até 3 formas oligoméricas em diferentes
concentragdes e que os distirbios na oligomerizacao se manifestam como agregacao ou em
problemas na formagao do tetramero (Gersting ef al., 2008). Assim, através das diferencas
encontradas entre o comportamento das estruturas analisadas neste trabalho, acreditamos
que no momento em que ocorra uma mutacdo no gene PAH levando alteragdes
conformacionais na proteina e, posteriormente, dificultando, ou até impedindo a
organizagdo dos mondmeros em dimeros e dos dimeros em tetrameros, estas formas da
PAH nao sejam capazes de permanecer no organismo. Por fim, como visto no mondmero
livre possam iniciar um processo de agregagdo e serem destinadas a rapida degradagdo, ou
somente por nao atingirem conformac¢do adequada, sejam encaminhadas a esta rota.

Em suma, os resultados deste trabalho auxiliam na compreensao do comportamento
desta proteina em suas formas monomérica, dimérica e tetramérica. Estes dados sdo
importantes para ajudar no entendimento de novas estratégias terapéuticas como o uso do
cofator natural BH, para corre¢ao dos efeitos bioquimicos causados por certas mutagdes no
gene PAH, considerando que ¢ amplamente descrito que esta molécula possa funcionar
como uma chaperona, estabilizando a proteina e protegendo-a contra inativacao (Pey et al.,

2004, Erlandsen & Stevens et al., 2001).
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3.3. Discussao Geral

No presente trabalho, duas diferentes abordagens foram empregadas com a
finalidade de aprofundar o conhecimento sobre a PAH e PKU. Em uma das abordagens, foi
realizada a identificacdo das mutagdes no gene PAH responsaveis por pacientes com PKU
do sul do Brasil. A aplicagdo conjunta das técnicas de biologia molecular para
identificacdo de mutagdes no gene PAH permitiu a definicdo de 83 alelos mutantes
(94,3%) de um total de 88 alelos estudados e a identificagdo do genotipo de 40 pacientes
(90,9%) dos 44 incluidos neste trabalho.

Um total de 30 mutagdes diferentes foram identificadas, sendo que as mais
frequentes (p.V388M, p.R408W, p.R158Q, p.I65T, p.E390G, IVS12+1G>A, IVS2+5G>C,
p-R252W e p.R261Q), em conjunto, totalizam 60,2% dos alelos mutantes nesses pacientes.
O estudo realizado anteriormente pelo nosso grupo com outros pacientes com PKU
identificou 8 mutagdes, incluindo 6 encontradas nesse estudo, como responsaveis por
68,5% total de alelos analisados (Santana da Silva et al., 2003).

A partir destes dados obtidos, podemos concluir que a analise de um maior niimero
de pacientes (44 versus 23 pacientes incluidos no estudo realizado anteriormente) permitiu
a melhor caracterizagdo do espectro de mutacdes mais frequentes. Algumas delas
permaneceram igualmente prevalentes (p.V388M, p.R408W, p.I65T, IVS12+1G>A,
IVS2+5G>C, e p.R261Q).

Analisando a frequéncia dessas mutagdes em outras populagdes, pode-se observar
que elas apresentam alta prevaléncia em populagdes que colonizaram o sul do Brasil. As
mutagdes p.I65T e p.V388M foram descritas como prevalentes na populacdo portuguesa
(5,4% e 8,6%, respectivamente) (Rivera et al., 1998). As mutagdes p.R408W e
IVS12+1G>A, que foram identificadas em 10,2 e 5,7%, respectivamente, dos alelos
mutantes, sao comuns em paciente com PKU de varias regioes da Alemanha (Guldberg et
al., 1996; Hennermann et al., 2000; Aulehla-Scholz & Heilbronner, 2003). A mutacao
IVS12+1G>A também ¢ bastante comum em pacientes do norte da Italia, caracteristica
comum a mutagdo p.R261Q (Zschocke, 2003).

As diferencas entre as subpopulacdes do Brasil se refletem no espectro de mutagdes
e na frequéncia das mesmas. As mutagdes mais prevalentes no presente estudo foram

p.-V388M e p.R408W. A mutagdo p.V388M também foi identificada com alta frequéncia
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em Sao Paulo e Minas Gerais (9,1 e 21,2%, respectivamente) (Acosta et al., 2001; Santos
et al., 2008). Entretanto, a mutacdo p.R408W ¢ rara nestas populacdes, o que se pode ser
explicado pela origem germanica e pela concentracdo da imigracdo desta populagdo no sul
do Brasil. Estes dados também podem ser usados para explicar a alta frequéncia das
mutacoes p.R158Q (9,1%) e IVS12+1G>A (5,7%) em relacdo as outras regides (Minas
Gerais ¢ Sao Paulo), ja4 que estas mutagdes sdo relativamente comuns em pacientes da
Alemanha, Poldnia e Italia (Zschocke 2003).

Na abordagem das andlises in silico, a técnica de DM-CG foi utilizada para
investigar o comportamento e a estabilidade da PAH nas organizacdes monomérica,
dimérica e tetramérica. Através dos dados obtidos, um comportamento diferente dos
mondmeros nestas estruturas foi observado durante a trajetéria da simulacdo,
principalmente pelo comportamento das o-hélices envolvidas na oligomerizagdo da
proteina.

A a-hélice de oligomerizagdo do mondmero livre sofre compactacgdo, ou seja, esta
a-hélice se aproxima do nucleo da proteina perdendo sua flexibilidade e alterando a
estrutura do monomero. Esse comportamento foi observado desde o inicio da simulacao. A
a-hélice de oligomerizagdo do mondmero em organizagdo dimérica apresenta um
distanciamento inicial, acompanhado de uma aproximag¢do do nucleo da proteina ao final
da simulacdo. Esta regido apresenta alta flexibilidade ao longo de toda trajetoria, sendo um
forte indicio de que apenas 2 a-hélices conjugadas parecem ndo ser suficientes para
estabilizar este sistema. Por fim, o monOmero em organizagdo tetramérica apresentou
maior estabilidade em todas as analises realizadas e o dominio de oligomerizacao
apresentou baixa flexibilidade e nao apresentou diferenga em relagdo a estrutura
inicialmente submetida a simulag@o. Essas observa¢des podem ser explicadas por 2
motivos: (1) pela coordenagdo deste dominio de oligomerizacdo com outros 3 dominios
dos mondmeros que completam o tetramero e (2) pela menor exposi¢ao desta regido ao
solvente, uma vez que esta regido esta protegida no centro de 4 mondmeros. Assim, estas
a-hélices do dominio de oligomerizagdo estdo interagindo e estabilizando-se mutuamente,
mantendo o tetrdmero intacto.

O comportamento das estruturas analisadas neste trabalho evidencia as diferencas
na estabilidade destes oligomeros. Mutacdes de ponto de sentido trocado (missense) podem

levar problema de enovelamento e desestabilizagdo conformacional (Pey et al., 2007). A
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localizagao da mutacdo pode também desestabilizar a proteina como um todo, levando a
formacdo das 3 formas oligoméricas em diferentes concentracdes ou até impedindo a
formacao das formas oligoméricas, como ¢ o caso das mutagdes p.R408W e p.S310Y em
que, em ensaios in vitro, nao foram capazes de formar nenhuma das formas oligoméricas e
se agruparam em agregados protéicos (Gersting et al., 2008). As mutacdes p.165S e Y417C
apresentaram um comportamento alterado de oligomerizagao neste mesmo estudo, onde a
proteina com a mutagdo p.I65S forma uma concentracdo alta de dimeros que ndo atingem o
grau de tetramerizagdo e a proteina com a mutagdo Y417C apresenta uma concentraciao de
monodmeros elevada, o que ndo ¢ observado na proteina selvagem (Gersting et al., 2008).

Os disturbios na oligomerizacdo se manifestam como agregacdo ou como
dificuldades na formagdo do tetramero (Gersting et al., 2008). A formagao de agregados
e/ou proteinas ndo funcionais com alteracdes na sua conformagdo levam a rapida
degradacgdo destas proteinas anormais (Erlandsen et al., 2004; Perez et al., 2005). Assim,
através dos dados obtidos com a proteina selvagem, essas diferengas na estabilidade dos
oligobmeros foram evidenciadas produzindo fortes indicios que, na presenca de uma
mutagdo que cause alteragdes conformacionais na proteina, estas se agrupem em agregados
protéicos ou se mantenham na forma mondmero livre ou dimero, sem conseguir atingir a
organiza¢do de um tetramero, sendo, por fim, destinadas a rapida degradagao.

Portanto, os resultados do presente trabalho agregam novas evidéncias na
compreensdo dos alelos mutantes responsaveis por PKU através de caracterizagdo
adicional do perfil de mutacdes da populagdo do sul do Brasil, gerando evidéncias para
criacdo de estratégias de identificacdo de mutagdes personalizadas para a regido especifica
(nesse caso, sul do Brasil). Também foram produzidos novos dados que confirmam que um
grupo pequeno de mutacdes sdo responsaveis pela maioria dos alelos mutantes em PKU,
sem esquecer que mutagdes raras completam esse espectro. A identificagdo destas
mutacdes servira como base para andlises sobre o efeito das mesmas sobre o
funcionamento da proteina, que poderd ser avaliado por estatégias in silico usando os
diferentes comportamentos das formas oligoméricas submetidas a simulagao.

Por fim, os resultados obtidos sdo importantes para a compreensdo e criacdo de
novas estratégias terapéuticas. Atualmente, o uso do cofator BH4 para correcao dos efeitos
bioquimicos causados por determinadas mutacdes no gene PAH, que produzem proteinas

conformacionalmente instaveis, ja estd sendo utilizado, uma vez que ja foi descrito que
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esta molécula (BH4) pode funcionar como uma chaperona, estabilizando a proteina e
protegendo-a contra inativagao e/ou degradacao (Pey et al., 2004, Erlandsen & Stevens et

al., 2001).
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5. Conclusoes

e A aplicagdo conjunta das técnicas para identificacdo de mutagdes no gene da PAH -
PCR em tempo real, RFLP e sequenciamento direto - permitiu a defini¢do de 83
alelos mutantes (94,3%) de um total de 88 alelos estudados e a identificacdo do

genotipo de 40 (90,9%) pacientes com PKU dos 44 inclusos neste trabalho.

e O espectro de mutagdes foi composto por 30 mutagdes diferentes, previamente
descritas na literatura, incluindo 25 mutacdes de ponto de sentido trocado

(missense), 4 mutacdes em sitios de “splicing” e 1 delegao.

e As mutagdes mais frequentes foram p.V388M (10,2%), p.R408W (10,2%), p.
R158Q (9,1%), p.165T (5,7%), p.E390G (5,7%), IVS12 +1 G> A (5,7%), IVS2 +5
G> C (4,6%) p.R252W (4,6%) e p.R261Q (4,6%).

e Nossos resultados determinam o perfil de mutagdes na populagao do sul do Brasil e
indicam que os alelos mutantes em pacientes com PKU do sul do Brasil sdo
representado por um pequeno grupo de mutagdes frequentes e um grande numero

de mutagdes raras.

e O perfil de mutagdes na populagdo do sul do Brasil torna necessario a elaboragao de
uma estratégia particular para o programa de triagem de mutagdes, tendo como

finalidade alcancar a identificagdo do maior nimero das mesmas.

e Os resultados obtidos através das analises in vitro contribuem para o
aconselhamento genético de familias em risco, também, para proporcionar a oferta

de analises moleculares individualizadas para os mesmo.

e Através dos estudos in silico foi possivel construir 2 modelos do mondmero
completo da PAH, a partir de duas estruturas cristalograficas depositadas no PDB,
0s quais serviram como base para constru¢do da PAH em suas formas dimérica e

tetramérica.
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Os trés sistemas (mondmero, dimero, tetrdmero) foram submetidos a simulagdes de
DM-CG, permitindo a caracterizacdo dos diferentes comportamentos destas
estruturas durante a trajetoria desenvolvida, principalmente pelo comportamento

das a-hélices envolvidas na oligomerizacao da proteina.

A a-hélice de oligomerizagdo do mondémero livre sofre uma compactagdo a
estrutura, ou seja, estd se agregando ao corpo da proteina alterando sua

flexibilidade e seu raio de giro e isto é observado desde o inicio da simulagdo.

A a-hélice de oligomerizacdo do mondmero em organizagdo dimérica apresenta
alta flexibilidade ao longo de toda trajetoria, mostrando que apenas 2 a-hélices
coordenadas ndo parecem suficientes para imobilizar este sistema e torné-lo rigido

e estavel.

A regido de oligomerizagdo do mondmero em organizacdo tetramérica apresenta
pouca flexibilidade, devido a imobilizagdao desta a-hélice que esta coordenada com
outras 3 a-hélices dos mondmeros que completam o tetrdmero, impossibilitando o
movimento da mesma, ou seja, estas a-hélices estdo imobilizadas mantendo os

mondmeros em posi¢do para formagao do tetramero.

Por fim, mutagdes que impecam a oligomerizagdo da proteina podem formar estas
estruturas mais instaveis que, como visto no mondémero livre, podem iniciar um
processo de agregacdo e serem destinadas a rapida degradacdo, ou somente por nao

atingirem conformacao adequada, sejam encaminhadas a esta rota.
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6. Apéndices
6.1.Apéndice A

Arquivos de entrada utilizados no programa Modeller 9v7 para construgdo dos modelos
completos da PAH. O arquivo Al informa qual e a estrutura-molde, a sequéncia-alvo e o
arquivo de alinhamento alvo-molde, além de informar quantos modelos serdo construidos.

O arquivo A2 ¢ o arquivo de alinhamento da sequéncia-alvo com a sequéncia de
aminodcidos da estrutura-molde, em formato PIR modificado, conforme requerido pelo

programa Modeller.

Al: arquivo model-default

# Homology modeling by the automodel class

from modeller import # Load standard Modeller classes
from modeller. automode] dimport * # Load the automodel class
Tog.werbose() # request verbose output

eny = emviron) # <reate a new MODELLER environment to build this model in

env.io.atom_files_directory = ['.|']

[+1]
Il

automodel e,

alnfile = 'alinhamento.aldi’,

knowns = ('1PHZ', '2PAH'],

sequence = 'PAH_A')
a.starting_model= 1 # index of the first model
a.ending_model = 10 # index of the Tast model

# (determines how many models to calculate)
a.make)



A2: Arquivo de alinhamento.ali

}-P1; 2PAH
structurex:2PAH:118 tAIdS2 A

————————————————— YVPWFPRTIQELDRFAMOIL -——-———-DADHPGFE
DRV RARRKOFADTAY MY RHGOPIPRVEYMEEERKKTWSETVFRETLESLY KT
HACYEYMNHIFPLLEKY CGFHEDMIPOQLEDVSOFLOTCTGFRLRPVAGLLS
SRDOFLGGLAFRVFHCTOY IRHGSKPMYTPEPDICHELLGHVPLFSDRSFA
OFSOEIGLASLGARPDEYIEKLAT IVWFTVEFGLCKOGDSI KAYGAGLLSS
FGELOYCLSEKPKLLPLELEKTAIQMNYTWTEFQPLYYVAESFNDARKERKVE
MFAATIPRPFESVRYDPYTOQRIEVLONTOOLKTLADSTNSETIGI LCSALQK
Tk

»P1l;1PHZ

Structurex:1PHZ:159 it I s L
—————————————————— GQETSYIEDNSNQNGAISLIFSLKEEUGALAK
VLRLFEEMDIMLTHIESRPSRELMEDEYEFFTYLDERTHKPYLGSIIKSLREN
DIGATVHELSRDKEKNTYPWFPRTIQELDRFANOIL —===== DADHPGFE
DPVYYRARRKOFADTIAYNYRHGOPIPRVEYTEEEKOTWSTVFRTLEALYKT
HACYEHMHIFPLLEKYCGFREDMIPOLEDWYSOFLOTCTGFRLRPYAGLLS
SREDFLGGLAFRVFHCTOY IRHGSKPMY TPEPDICHELLGHYFLFSDRSFA
OFSOEIGLASLGAPDEY IEKLAT IVWFTVEFGLCKEGDSIKAYGAGLLSS
FGELOYCLSDKPKLLPLELEKTACQEY SVTEFQPLYYWVAESFSDAKEK VR
TFAATIPRPFEVRYDPYTOQRVEVLDNT — === e e e

>PL1l; PAH

sequence:PAH:L tAI452:iA
MSTAVLENPGLGRKLSDFGQETSYIEDNCNQNGAISLIFSLKEEVGALAK
YVLRLFEEMDWVMLTHIESRPSRLEKKDEYEFFTHLDRRSLPALTHMITIKILRH
DIGATVHELSROKKKDTYPWFPRTIGELDRFANGILSYSAELDADHPGFE
DR RARRKOFADTIAYNY RHGOPIPRVEYMEEEKKTWSTWVFRTLESLY KT
HACYEYMHIFPLLEKYCGFHEDMIPOQLEDVSOFLOTCTGFRLRPYAGLLS
SROFLGGLAFRVFHCTOY IRHGSKPMYTPERPDICHELLGHYPLFSDRSFA
OFSOEIGLASLGAPDEY IEKLAT IVWFTVEFGLCKQGDSIKAYGAGLLSS
FGELOYCLSERKPKLLPLELEKTAIGNYTWTEFQPLYYVAESFHNDAKERWVE
MFAATIPRPFEVRYDPYTOQRIEVLONTOOLKILADSIMNEETGI LCSAL R
IK*
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6.2. Apéndice B

Avaliacdo estereoquimica dos modelos construidos através do Mapa de Ramachandran.

Modelo PAH cadeia A Modelo PAH cadeia B

1801

~b

ASP 3
L

Psi (degrees)

~b

135 180 135 180
Phi (degrees)
A B

Residuos em regides mais favoraveis 383 95,3% 373 92,8%
Residuos em regides adicionalmente favoraveis 19 47% 26 6,5%
Residuos em regides generosamente favoraveis 0 0% 3 07%
Residuos em regides ndo permitidas 0 0% 0 0%
Numero total de residuos que néo prolina e glicina: 402 100% 402  100%
Numero de residuos de glicina (mostrados como

tridngulos) 25 25
Numero de residuos de prolina 23 23
Numero total de residuos (incluindo terminais) 452 452

Figura B. Mapa de Ramachandran para os modelos construidos a partir das estruturas
cristalograficas 1PHZ e 2PAH baseados nas cadeias A e B desta ultima estrutura. Vermelho:
regides mais favoraveis, amarelo: regides adicionalmente favoraveis, amarelo claro: regides
generosamente favoraveis, branco: regides ndo permitidas.
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Arquivos utilizados para definicdo dos parametros nas simulagdes de dinamica molecular.
Os arquivos serdo apresentados na forma de exemplos de arquivos “.mdp”empregados em
uma das simulagdes coarse-grained da PAH.

C1: Etapa de minimizacao de energia empregando o algoritmo Steepest Descent:

STAMDARD MD IMPUT OPTIOMNS FOR MARTIMI 2.0

for use with GROMACS 3.3

VARIOUS PREPROCESSIMNG O

title

PR

define
integratar
nsteps

emto

emstep
nstcomm
COmm-gr ps
nstxout
nstwvout
nstfout
nstlog
nstenar oy
nstlist
ns_type

phe

rlist
coulombtype
rcoulomb_switch
rcoulomb
epsilon_r
vidw_type
rvdw_switch
o ch
DispCorr
tcoupl
Pcoup
compressihility
ref_p
gen_vel
constraints

PT

IOMNS =
Martini
Jusrbindcpp
-DFLEx_SPC
steep

50000

100

0. 02

1

250
1000
0]
100
1oo
10
grid
YT
1.3
shift
0.0
1.2
15
shift
0.9
1.2
MO

MO

MO
4.5e-5
1.0
no
none



C2: Etapa de dinamica sob temperatura constante.

STAMDARD MD IMPUT OPTIOMS FOR MARTIWI 2.0

for use with GROMACZS 3.3

v WARIOUS PREPROCESSIMG O

title

PP

integrator
tinit

dt

nsteps

nstcomm
Comm-grps
nstxoUt

nstwout

nstfout

nstlog
nstenergy
nstxtcout
xLC_precisian
XTo-grps
energygrps
nstlist

ns_type

phc

rlist
coulombtype
rcoulomb_switch
rcoulomb
epsilon_r
vidw_type
rvdw_switch

s chw

Dispcorr

tcoupl

TC-grps

Tau_t

ref_t

Pcoup]
PooupTtype
Tau_p
compressihility
ref_p

gen_wvel
gen_temp
gen_seed
constraints
constraint_algorithm
unconstrained_start
Tincs_arder
Tincs_warnangle

PT

IONS =
Martin

Susrbingdcp
il

0.0

0,02
15000000
1

5000
5000
o
1000
100
1000
100

Frotein w IO
10

grid

WY E

1.3

shift

0.0

1.2

15

shift

0.5

1.2

[ [u]

Eerendsen
Protein w IO
0.1 0.1 0.1
300 300 300
berendsen
semiisotropic
0.5 0.5 0.5
4,52-5 4.5e-5 4. 5e-5
1.0 1.01.0
Ho

31a

473529

none

Lincs

Ho

4

30
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