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RESUMO

A fenilcetonaria (PKU) é uma doenca metabdlica didea resultante da
deficiéncia da enzima fenilalanina hidroxilase (BAjde converte o aminoacido fenilalanina
em tirosina. O presente estudo teve como objetivestigar o metabolismo dos aminoacidos
fenilalanina (Phe) e tirosina (Tyr) em heterozigopara PKU, nas condi¢des de jejum e apos
uma sobrecarga oral de Phe (25 mg/Kg), aplicanidoedites parametros bioquimicos (niveis
de Phe e Tyr e as relacbes Phe/Tyr e Phe?/Tyim aé identificar a melhor varidvel que
discrimine heterozigotos para a PKU de individuosmais. O protocolo empregado foi a
dosagem de Phe e Tyr plasmatica nas situaceguthe, j80, 45, 60 e 90 minutos apos a
sobrecarga de Phe na dose de 25mg/kg. A amostraofoposta de 50 individuos: 23
heterozigotos obrigatérios (10 homens e 13 mulherasn grupo controle de 27 individuos
higidos (13 homens e 14 mulheres), obedecendaé&iasi de pareamento: género e faixa
etaria (18 a 44 anos). Para analisar o efeito Beesarga oral de Phe em cada grupo, os
resultados dos parametros Phe, Tyr, Phe/Tyr & Blieapds a sobrecarga foram comparados
com os observados na situacdo de jejum. Foranzadak inferéncias estatisticas entre os
grupos nos aspectos longitudinal e transversallieadps os testes t de Student , teste de
Wilcoxon , teste t de Student e o seu equivale@teparameétrico e teste U de Mann-Whitney.
Na avaliacdo da Curva ROC das variaveis utilizadastrés melhores parametros para
classificar individuos heterozigotos de normaisifiora dosagem da Phe a 45 e 90 minutos,
assim como o resultado da fragdo micromolar’®lge apés 90 minutos da sobrecarga. A
funcdo discriminante revelou 86% de acuracia e classificacdo correta de 94,4% dos

individuos heterozigotos para PKU.

Palavras chaves:fenilcetonuria, heterozigotos, fenilalanina, reaarga



ABSTRACT

Phenylketonuria (PKU) is an inherited metabolicedse resulting from deficiency of
the enzyme phenylalanine hydroxylase (PAH) thatveds the amino acid phenylalanine into
tyrosine. This study aimed to investigate the mataim of amino acids phenylalanine (Phe)
and tyrosine (Tyr) in heterozygotes for PKU, intitag and after an overload of Phe (25 mg /
kg) using different biochemical parameters (lewd®he and Tyr and relations Phe / Tyr and
Phe 2/ Tyr), to identify the best variable to distnate heterozygotes for PKU and normal
subjects. The protocol used was the measuremeptasima Phe and Tyr in the case of
fasting, 30, 45, 60 and 90 minutes after the oaerlof Phe at a dose of 25mg/kg. The sample
consisted of 50 individuals, 23 binding heterozggotl0 men and 13 women) and a control
group of 27 healthy individuals (13 men and 14 wojnaccording to the matching criteria:
gender and age (18 to 44 years) . To analyze teetedf an overload of Phe in each group,
the results of the parameters Phe, Tyr, Phe / figrRhe2/Tyr after overload were compared
with those observed in the fasting state. Statiktiderences were performed between groups
in longitudinal and transverse aspects and apphiedStudent t test, Wilcoxon test, Student t
test and its equivalent nonparametric test andMbhan-Whitney test. Evaluating the ROC
curve of the variables used, the three best pamméb classify heterozygous and normal
subjects were: the dosage of Phe 45 and 90 minasesvell as the result of micromolar
Phe2/Tyr fraction after 90 minutes of overload. Tdiscriminant function showed 86%

accuracy and a correct classification of 94.4%ndhiiduals heterozygous for PKU.

Keywords: phenylketonuria, heterozygotes, pheayiale, overload



1. Introducéo

A Fenilcetondria (PKU) € uma doenca autossOmiceessea causada pela
deficiéncia parcial ou total da enzima da fenilalarhidroxilase (PAH) levando a um
bloqueio na conversdo do aminoacido fenilalanirre)o aminoéacido tirosina (Tyr). Como
resultado, a Phe acumula no sangue e outros teéddBke € um aminoacido essencial, ndo
somente para a sintese de proteina, mas tambémpremosor de Tyr e seus derivados. Na
auséncia da PAH, a Tyr se torna um aminoacido esdefScriver and Kaufman, 2001;
Baulny, H.O.et al, 2007).

A PAH consiste em dois componentes protéicos, Wit éncontrado no figado e
outro estavel, observado em outros tecidos. O coerge labil desse sistema enzimatico é o
que néo é afetado na PKU (Martins, A@dal, 2006).

A PAH é instavel e sua atividade no figado humamapidamente perdida apds a
morte (Savio Let al 1974). Portanto, a analise da atividade enzimdticta de PAH néo é
possivel para a investigagdo de pacientes com PHKldterozigotos, devido a processos
considerados invasivos (bidpsia hepatica) pardeaardaacao desta atividade. H4 uma grande
heterogeneidade molecular de muta¢cdes no gene datBando dificil usar as ferramentas
moleculares para a investigacao de heterozigotos.

Frente a estas limitacbes, surge a necessidadeeslenwblvimento de novas
abordagens para a discriminacdo de individuos dmggitos de individuos normais. Estas
abordagens podem ser aplicadas no rastreio deohgiatios para a PKU, principalmente em
parentes de pacientes com PKU.

Este trabalho apresenta como objetivo principalli@vao metabolismo dos

aminoacidos Phe e Tyr em heterozigotos para PKWY,coadicdes de jejum e ap0s uma



sobrecarga oral de Phe (dose de 25 mg/Kg de pegptiando diferentes parametros
bioquimicos (concentracées plasmatica de Phe e &grrelacdes Phe/Tyre e Hiigr), a fim
de identificar o parametro de expressao dos remdtque melhor discrimina heterozigotos de

individuos normais.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. FenilcetonUria

A Fenilcetonaria (PKU) é o mais comum erro inato detabolismo (EIM) dos
aminoacidos, sendo uma doenca com padrao de heratossOmica recessiva. A maioria dos
casos de PKU é causada por mutacdes no gene tdafieinia-hidroxilase (PAH), enzima que
converte o aminoacido fenilalanina (Phe) em tiraqinyr). A deficiéncia da enzima PAH
leva ao acumulo da Phe nos tecidos e plasma denpesi Elevados niveis de Phe interferem
na producdo de neurotransmissores dopamina e podditha (MaclLeod, E.Let al, 2009;

Sirtori, L.R.et al, 2005).

2.1.1. PKU por deficiéncia de PAH

A PKU é o termo genérico que designa um fenétipgumd se verifica um aumento
de fenilalanina (Phe) causado pela deficiente killrgdo hepética deste aminoacido. Na
hidroxilacdo da Phe em Tyr, ha a intervencdo darenfenilalanina hidroxilase (PAH) e da
coenzima tetrahidrobiopterina (BHScriveret al, 2001)

A PKU por deficiéncia de PAH sdo EIM apresentam entm na concentracdo de
Phe e seus subprodutos (fenilpiruvato, fenilacettgnilactato e fenilacetilglutamina) no

sangue e na urina, com formacéo reduzida de Tguékio-Filho E.A.,2004).
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O gene que codifica a PAH esta localizado no creome 12g23.2, contém 13
exons (Woo et al 1983). A PKU, além de ser caracterizada por umterbgeneidade
fenotipica, também apresenta heterogeneidade ntle@om cerca de 600 mutacdes ja

descritas no gene da PAH (http://www.pahdb.mcgiJl.c

2.1.2. PKU por deficiéncia do cofator BH

A deficiéncia da tetrahidrobiopterina (BHsurge por mutacdes nos genes que
codificam as enzimas necessarias para a sua sifdaseosinatrifosfato ciclohidrolase
[GTPCH]) e 6-piruvoiltetrahidrobiopterina sintetaséPTPS) ou para regeneracéo
(dihidropterina redutase [DHPR] e pterin@&earbinolamina dehidratase) (Sanford &f.al,
2009).

A incidéncia da deficiéncia de BHé de 1 em 1.000.000. O Tratamento das
deficiéncias BH consiste na suplementacao de;BH20 mg/ kg / dia) e dieta para controlar
a concentracdo de fenilalanina no sangue e tedspraposicado com neurotransmissores (L-

dopa, carbildopa e 5-hidroxitriptofano) e suplemernte acido folinico (Shintaku H., 2002).

2.1.3. Metabolismo da Phe

A Phe existe como enantibmeros D e L. A L-Phe é aminoacido essencial

necessario para sintese protéica em seres humAnfigura 1 mostra 0S processos que
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contribuem para o fluxo da L-Phe em seres humaBomo acontece com muitos outros

metabolitos, as concentracfes de Phe sdo regydadapermanecerem com 0S niveis estaveis
de entrada e saida de fluxo. O disturbio persistdatfluxo pode eventualmente resultar na
alteracdo na concentracdo deste aminoacido. AtagiesPhe juntamente com a reciclagem

endogena de aminoacidos séo as principais fontBseéWilliams R.Aet al,2008).

-
Proteina da dieta [ Reservatdrio endogenc de aminoacidos | [ Proteina da dieta
A —

3 i i . . x e L- Tirosina
L-Fenilalanina Fenilalanina Hidroxilase
+ tetrahidrobiopterina (BH4)
2 w=1
Fenilalanina Fenilpiruvato Fumarato
| ey
—4-"_-'_'_'-‘-'_'-
=
Y e
Fenilacetato
' Y
Fenilacetilglutamato 0-hidroxifenilacetato Fenil-lactato €O, + H,0

Figura 1 - Metabolismo da Phe. A ingestdo de Phe atrawéslieta € reciclado por meio gmols de
aminoacidos. A hidroxilagdo da Phe pela fenilalasiidroxilase (PAH) juntamente com o cofator BH
produzindo L-Tyr. E uma rota alternativa de melisbm da Phe por descarboxilacdo ou transaminacéo
produzindo metabdlitos que sédo excretados na (Fenilacetato, Fenilpiruvato e Fenil-lactato). (AtEdo de
Williams, R.A., 2008)

A Phe é um aminoacido essencial, hidroxilado empbyracdo da enzima PAH, que
€ um tetrdmero composto por quatro subunidadessigué regulada através da fosforilacéo
oxidativa destas subunidades, sendo ativada pélstrato Phe e inibida pelo cofator BH
(figura 2). A diminuicdo da conversdo enzimética do amimwad®he em Tyr pode ser

causada por mutacbes no gene da PAH ou por defe@osintese ou reciclagem das
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biopterinas, uma vez que esta reacdo necessitétan@amente da enzima PAH e do cofator
BH4. A via alternativa de metabolizacdo da Phe é ddivguando a via principal esta

parcialmente bloqueada. A via secundaria consastgamsaminacdo da Phe a fenilpiruvato;
seguidamente, a descarboxilagdo deste metabdligghamdo fenilacetato, enquanto sua
reducao leva a producao de fenilacetato. O feridémgpodera posteriormente ser conjugado

com a glutamina e produzir fenilacetilglutaminal@vinho, Let al, 2006).

COOH COOH
H-N—CH H-N—CH
j CH [D%E O - CH
=] Fenialanine « |
L "‘\,\ Hidroxilaze /,fj l
’4»” ““\| ‘\.1___ [F‘AH] - N r{r’j
S ™ S
L-Fenilalamna r’;( \
T . Oibidropterina OH
etrahidrobiopterina Quinondide L-Tirosina
(5] [aBH]
» Dihidropteridina /
\H Feductase
S ~
~DHPA]_
T
/ 7\
NAD+ NADH + H+

Figura 2 — Sistema de Hidroxilagdo da Phe

2.1.4. Metabolismo da Tetrahidrobiopterina (BH;)

A BH,4 é conhecida como cofator ndo protéico para catambol de aminoacidos

aromaticos. Portanto, é fundamental para a hidigdd da Tyr & L-dopa que origina



25

dopamina, e para hidroxilagdo do Triptofano (Trp)-hidroxitriptofano, necessario para a
sintese de serotonina (figura 2\ biossintese de novo BHenvolve as enzimas
guanosinatrifosfato ciclohidrolase | (GTPCH 1), iBgpoil tetrahidropterina sintase (PTPS),
6-piruvoiltetrahidropterina 2 — redutase (PTPR3epaterina redutase (SPR). A Bidrma-se
a partir de Guanosinatrifostato (GTP) ou a partr réciclagem de B} pela enzima

dihidropteridina redutase (DHPR) (Vilarinhogk al, 2006).

2.1.5. Aspectos Clinicos

A PKU nao tratada € associada com um fenotipo aaointluindo falha no
crescimento, microcefalia, deficiéncia mental cdasaelo efeito toxico de produtos do
metabolismo da Phe (Williams, Rei al, 2008).

O aumento da Phe e seus metabdlitos no sanguelestésvam aos principais sinais
e sintomas da doenca que podem se manifestar ean maimenor intensidade: atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor, hiperatividade, nvatsées alteracbes cutaneas,
comportamento agressivo (auto e heteroagressatipowautista, hipotonicidade muscular,
tremores, microcefalia, hipoplasia dentéria, de#ftezdcdo de ossos longos, retardo de
crescimento, anormalidades no eletroencefalogréip {ipsarritmia), odor caracteristico na
urina e suor e sinais extrapiramidais (Martins,My, apud Jervis,1937; Foist al, 1955;

Paine, 1957; Nyhan, 1979; Piatzal, 1993; Scriver, 1995).
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2.1.6. Incidéncia

A da PKU é variavel, sendo alta na Turquia, ceed dndividuo afetado em 2600
nascidos vivos e baixa no Japéao, onde ocorre 1aasb25.000 nascimentos. A freqiéncia
da PKU em populac¢des caucasoides € de aproximataiid®.000, com uma frequéncia de
heterozigotos entre 1:50 e 1:70 (Scriwadral, 2001; Silvaet al, 2003). No Brasil, a
incidéncia da fenilcetonudria varia nos diversosadss e regides, de 1:21.000 a 1:13.500

nascidos vivos. (Leé&et al, 2008).

2.1.7. Programa Nacional de Triagem Neonatal

O rastreamento neonatal para a PKU teve iniciceaiaddécada de 60 (Guthekal,
1963). No Brasil este rastreamento comecou naddéda 70, em Sao Paulo na Associacéo
de Pais e Amigos de Excepcionais (APAE), conhegdpularmente como o “Teste do
Pezinho”, devido ao procedimento da coleta de sangue € feita por punc¢do no calcanhar
(Amorin et al, 2005).

O Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN)ifstituido pela portaria
Ministerial n® 822 de 06 de junho de 2001, no ambid Sistema Unico de Saude (SUS),
executado de forma articulada pelo Ministério dadgae pelas Secretarias Estaduais de
Saude, Distrito Federal e municipios através de Bede Estadual de Triagem Neonatal,

tendo como unidade central os Servicos de Refex@eaciTriagem Neonatal (SRTN).
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O PNTN tem por objetivo o desenvolvimento de agiesriagem neonatal em fase
pré-sintomatica, acompanhamento e tratamento daxscds congénitas detectadas inseridas
no Programa em todos nascidos vivos: Fenilcetonttilotireoidismo Congénito, Fibrose
Cistica e Doencas Falciformes e outras Hemoglohitep (Manual de Triagem Neonatal,

SESPA/SRTN-UREMIA, 2009).

2.1.8. Diagnostico

2.1.8.1. Triagem Neonatal — Teste do Pezinho

O termo “triagem” significa selecdo, separacao megwpo, escolha entre inUmeros
elementos, e em saude publica, define-se comoocapaigaria dos programas de triagem, ou
seja, a deteccdo através de testes aplicados nupalagdo com probabilidade de
apresentarem determinadas patologias. O testertniaggonatal é realizado através do Teste
do Pezinho, o qual se utiliza gotas de sanguedashem papel filtro especial, para detectar
precocemente patologias que irdo interferir naidadé de vida do individuo. Este teste de
preferéncia devera ser realizado entre o 3° esbdelvida, quando a crianca ja foi alimentada
com leite materno ou artificial (Manual de Triagédeonatal, SESPA/SRTN-UREMIA,

2009).
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2.1.8.2. Diagnostico Laboratorial

Os estudos moleculares de identificacdo e caraatgid do gene da PAH em
pacientes com PKU proporcionaram informacdes vasiogue podem ser usadas no
diagndstico pré-natal e na deteccédo de heteroagum a deficiéncia de PAH, além de sua
importancia e utilidade no aconselhamento genéica determinacdo do prognostico da
doenca (Silvat al, 2000; Silveet al, 2003).

As PKU sédo acompanhadas de uma ampla heterogeeefdadtipica, variando
desde as formas mais graves (PKU classica), qeseamam deficiéncia mental grave quando
na auséncia da terapia dietética adequada, at@dommais leves e HPA ndo-PKU (forma
permanente), sendo esta Ultima geralmente benigeamitindo um desenvolvimento
intelectual normal sem necessidade de dieta. Estierdgeneidade fenotipica pode estar
associada ao grande namero de mutacdes patogéréces de 600) no gene que codifica a
PAH (Silvaet al,, 2003).

A definicdo da metodologia e dos parametros apbsguhra distinguir os diferentes
fendtipos observados é essencial para o estabelettindo diagndéstico diferencial entre as
formas de PKU. De acordo com as normas do PNTNgf®1822, 6 de junho d2001- MS)
duas propostas podem ser utilizadas para defindifaentes formas de PKU: A atividade
enzimatica de PAH (%) e os niveis de Phe no momamtdiagnéstico (mg/dL): (1) forma
classica, o percentual de atividade da enzima PAifaBcamente inexistente (menor que
1%), e os niveis plasmaticos encontrados de Phena@mes que 20 mg/dL; (2) forma leve
apresenta atividade enzimatica entre 1 e 3 % dwvessrplasmaticos de Phe, entre 10 e 20
mg/dL; (3) PKU permanente apresenta o percentuatidielade enzimatica acima de 3 %, e

0s niveis plasméticos entre 4 e 10 mg/dL.
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2.1.9. Tratamento

A dieta adotada € hipoproteica suplementada paimgnte por uma férmula de
aminoacidos isenta de Phe, a qual atua na repodasgiaminoacidos essenciais (todos com
excecdo da Phe). Apesar da importante restricdétidee que sera imposta ao paciente, essa
formula de aminoacidos permite a manutencdo donsileBeémento somatico e neuroldgico
adequado (Martinet al., 2006).

Os alimentos proibidos na PKU sdo os que possuexadd teor de Phe: leite e
derivados, carnes e derivados, feijao, ervilhaga,sgjdo de bico, lentilha, amendoim, nozes,
gelatinas, farinha de trigo, alimentos industredias com altos teores de Phe, paes em geral,
biscoitos, e alimentos para fins especiais contegmificante a base de aspartame (acido
aspartico, fenilalanina e metanol) (Monteatoal, 2006)

Os alimentos com médio teor de Phe (10 — 200mdLB6g/do alimento) podem ser
consumidos de acordo com a prescricdo desse artdnoaSendo as quantidades
determinadas pela idade, tolerancia individualweisiséricos apresentados periodicamente.
Dentre estes alimentos estdo: massas feitas sesreaam farinha de trigo com baixo teor de
proteina, arroz, batata-inglesa, batata-doce,&atdsa, mandioca, acara, abdébora, abobrinha,
berinjela, beterraba, brécolis, cenoura, chuchwvedlor, jil6, quiabo, repolho, vagem,
tomate, pepino, pimentdo, pimentdo, cebola, folbogofrutas em geral (Monteiret al,
2006)

O substituto de proteina isenta de Phe é fundaineat dieta de pacientes com
PKU. Esta dieta é baseada em L-aminoéacidos, suptadecom Tyr e pode conter adi¢do de
carboidratos, gorduras, vitaminas e minerais. N& Rdste substituto fornece 80-85% do

requerimento protéico (MacDonald &t al, 2006).
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Segundo Acosta e Yanniceli (1998), a quantidad®lte oferecida na dieta esta de

acordo com os niveis séricos deste aminoacido (qugd

Quadro 1 - Quantidade de Phe sérica x Phe na dieta oferecida

Phe sérica Phe na dieta
(uM/1) (mg/dL) (mg/Kg)peso/dia
<605 <10 70
>605<1.210 >16 20 55
>1.210< 1.815 >28 30 45
>1.815< 2.420 > 30< 40 35
> 2.420 > 40 25

2.2. Identificacdo de heterozigotos para PKU: tessebioquimicos quantitativos

Varios métodos bioquimicos foram desenvolvidos padeteccdo de heterozigotos
para PKU. A enzima PAH esta localizada principalteem figado, fato este que dificulta sua
investigacdo direta. Deste modo, as técnicas hitigag existentes séo indiretas e realizadas
através da dosagem de Phe e Tyr plasmaticas iala 2000).

Estudos demonstraram que a sobrecarga oral dedeleeig permitir a detecgao de
heterozigotos na populagédo através de diferengatelstes nas concentracbes de Phe e Tyr
entre heterozigotos e individuos normais. Apostaesmrga de Phe (100 mg/kg), os niveis
plasmaticos deste aminoacido foram duas vezes altas em heterozigotos que no grupo
controle. Estes achados estdo de acordo com avaekividade reduzida da PAH em
heterozigotos (Hsiat al, 1956).

Estas investigagdes basicamente deram inicio aestudos bioquimicos utilizados
na detecgcdo de heterozigotos para PKU. A maiosanaiétodos empregados, como um meio

de classificar individuos normais e heterozigot® KU, é baseada na avaliagdo dos niveis



31

sanguineos de Phe e Tyr, apos sobrecarga oral ¢H3iescoll, 1956; Rampini, 1969; Gutter

e Hansen, 1977) ou intravenosa (Jagenbteg, 1977) ou ainda apos a administracéo de Phe
marcada com deutério (Lehmaeh al, 1984). No entanto, a consideracdo de uma Unica
variavel (Phe) nédo oferece a correta discriminagétte os dois grupos de individuos
(Sartérioet al, 1988). Sendo assim, combina¢des multivariadagadedades distintas tais
como o0s niveis de Phe e Tyr, as relacbes microel&he/Tyr e Phe?/Tyr, tém sido
analisadas por funcdes discriminantes e com peguamos de classificacdo. Os graficos das
relacbes micromolares também sdo recomendadosupaamaior precisdo na deteccao de
heterozigotos (Rampimt al, 1969; Griffin e Elsas, 1975; Guttler e HansedV 7, Tenenholz

et al, 1983; Freehaudt al, 1984; Sartori@t al, 1988; Guneradt al, 1991).

Muitos fatores biologicos influenciam no metabolisaia Phe e da Tyr, fato que
torna dificil a deteccdo de heterozigotos. Enttesefatores estdo a gravidez, contraceptivos
orais, idade, sexo, obesidade, anemia com defiei@wferro, cirrose hepatica, desnutricéo,
doenca renal, leucemia e infecgOes. Por diferemtiesanismos, todas estas condi¢cdes
resultam no aumento da relagcdo Phe/Tyr, tanto @mjeomo apds a sobrecarga de Phe.
Deste modo, ocorre a possibilidade de classificarindividuo normal como heterozigoto
para PKU, mas o contrario ndo é verdadeiro. Ogdatque mais contribuem para o erro de
classificagdo sédo os contraceptivos orais e a aneam deficiéncia de ferro (Blitzet al,
1986; Lehmann, 1989; Sihat al, 2000).

Durante os primeiros anos de pesquisas direcionadasteccdo de heterozigotos
para PKU, os erros de classificacdo ficaram erftsee580%. Nos ultimos anos a proporc¢éo se
encontra entre 3% e 15%. O aperfeicoamento de wetbobquimicos e a descoberta de
novas técnicas e equipamentos contribuiram pamaiawd¢do dos erros de classificagdo. No

entanto, persiste a duvida de saber qual o mellEpdo bioquimico e estatistico para
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deteccao de heterozigotos, uma vez que diferentieeg usam diferentes analises estatisticas
(Lehmann, 1989, Silvat al, 1997; Silvaet al, 2000).

Véarios métodos bioquimicos foram desenvolvidos pateeteccdo de heterozigotos
para PKU, baseados principalmente nas dosageramosacidos Phe e Tyr no plasma (com
ou sem sobrecarga de Phe) e na analise dos resultach calculo das relacbes Phe/Tyr e
Phé/Tyr e de funcdes discriminantes. O uso destes doétosimples e de baixo custo, é
justificado pela alta frequéncia de heterozigotagpapulacédo (1:50 a 1:70) e pelo potencial
preventivo, ao permitir o aconselhamento genétian diagnostico pré-natal (Silvet al.,
1997).

Para identificacdo de heterozigotos, Sitaal, 1997, realizaram um estudo com 22
heterozigotos obrigatorios e 27 controles. Duas sta® sanguineas foram coletadas nas
condicbes de jejum e 30 minutos apdés uma sobrecgld0Omg/kg despartame (acido
aspartico, Phe e metanol) para a quantificacacatasentracdes plasmaticas dos aminoacidos
Phe e Tyr. Os valores de Phe, Phe/Tyr?Hlye foram superiores em heterozigotos, enquanto
a Tyr foi superior em controles em ambas situagdesinvestigacdo. A fungao linear
discriminante foi considerada o melhor parametra ghscriminar individuos normais de
heterozigotos para PKU, tanto na situacao de jejumo apds a sobrecarga de aspartame

Silva et al, (2000), concluiram que as relagbes Phe/Tyr e/Prefanto antes como
apos uma sobrecarga oral de aspartame (100 mglkegem ser a mensuragado mais confiavel

para discriminar heterozigotos para PKU de indiggnormais.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Este estudo busca investigar o metabolismo dos catitios Phe e Tyr em
heterozigotos para a PKU, nas condi¢des de jejapte uma sobrecarga oral de Phe (dose de

25 mg/Kg de peso).

3.2. ESPECIFICOS

» Avaliar na condi¢do de jejum o metabolismo da Phigreem individuos controle
e heterozigotos para a PKU, aplicando diferente@npetros bioquimicos (Phe, Tyr, Phe/Tyr

e Phé/Tyr).

» Avaliar ap0s sobrecarga oral de Phe o metabolissBlet e Tyr em individuos
controle e heterozigotos para a PKU, aplicandaelifies parametros bioquimicos (Phe, Tyr,

Phe/Tyr e PH&Tyr).

» Identificar o parametro de expressdo dos resultafias melhor discrimina

heterozigotos de individuos normais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento do estudo

4.1.1. Tipo de estudo

Foi realizado um estudo de delineamento transvatsalés de coletas de sangue e
posterior analise para dosagem dos aminoacidosPhg no periodo de julho de 2008 a

junho de 2009.

4.1.2. Caracterizagao da amostra

A amostra foi composta de 23 heterozigotos obrigatdna faixa etaria de 18 a 45
anos (10 homens e 13 mulheres), pais de pacieoteP&U, residentes nos municipios de
Belém, Curralinho, Sdo Miguel do Guama, Monte Adeddao Félix do Xingu, Oriximina,
Santa Bérbara e Castanhal. O grupo controle fatitaido por 27 individuos (13 homens e
14 mulheres), obedecendo a critérios de pareamgét®ro e faixa etaria (18 a 44 anos),

todos residentes no municipio de Belém.
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4.2. Protocolo empregado

Todos os individuos participantes estavam em jajenpelo menos 10 (dez) horas
antes da colheita de sangue. Foram feitas cindeeitat de sangue (3mL cada uma) em tubo
heparinizado com auxilio de um escalpe. A primediaeita foi feita na condicéo de jejum, e
logo em seguida foi administrada via oral o amir@é&he na dose de 25mg/kg de peso,
diluido em agua. Foram realizadas mais 04 colhdiasangue (30, 45, 60 e 90 minutos apos
a sobrecarga oral de Phe).

O peso foi aferido em quilos e gramas, em balaneariydo tipo plataforma, com
precisdo de 100g, com o individuo trajando roupasd e descalco. As colheitas de sangue e
todos os demais procedimentos foram realizadoslepsndéncias do Laboratorio de Erros

Inatos do Metabolismo (LEIM) da Universidade FetldaPara (UFPA).

4.3. Critérios de Inclusdo e Excluséo

Como critério de inclusdo dos heterozigotos foistderado a condicdo dos mesmos
serem pais bioldgicos dos pacientes com PKU. Qério$s de exclusdo adotados foram:
gravidez, anemia, uso de anticoncepcional e meatstau Nestas condi¢cbes, o metabolismo

dos aminoacidos se encontra alterado (Sitval, 1997).
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4.4. Anélise Biogquimica

O plasma foi separado ap6s as colheitas e congelad® C até o momento da
analise quantitativa dos aminoacidos Phe e Tyrddsagens de Phe e Tyr foram feitas em
duplicatas e conforme os métodos fluorimétricosMiEaman e Robins (1962) e Philips
(1967), respectivamente.

A dosagem de Phe foi realizada conforme o protoabéoxo:

* Adicionar uma aliquota de 200 pL de plasma a uraraeligual de TCA 0,6 N e centrifugar
por 10 minutos a 2500 rpm para completa despratggip da amostra;

e Retirar uma aliquota de 25 pL de plasma desprataioi e adicionar a 400 uL de uma
mistura reagente contendo tampao succinato 0,3Mb,BHninhidrina 30mM e L-leucil-L-
alanina 5mM;

* Incubar os tubos contendo a amostra e a mistunzaagin banho Maria a 60° C por 2 horas;

» Resfriar os tubos em banho de dgua corrente panftos;

* Adicionar 2,5 mL de reagente cuprico e manter d®gupor 10 minutos em temperatura
ambiente;

» Fazer a leitura da florescéncia das amostras eattesfluorimetro, usando os comprimentos
de onda de 365 nm (excitacéo) e 455 nm (emissao);

e Calcular as concentracdes plasmaticas a partirnd@ curva padrdo com concentracdes

conhecidas de Phe.

A dosagem de Tyr foi realizada conforme o proto@tdaixo:
* Adicionar uma aliquota de 200 pL de plasma a uraraeligual de TCA 0,6 N e centrifugar

por 10 minutos a 2500 rpm para completa despratgap da amostra
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* Retirar uma aliquota de 20 pL de plasma desprataioi e adicionar a 500 pL de uma
mistura reagente contendo 1-nitroso-2-naftol &, &cido nitrico 0,3 N.

* Incubar os tubos contendo a amostra e a misturaaaem banho Maria a 100° C por 10
minutos;

» Adicionar 3,0 mL de agua destilada;

 Proceder a leitura da fluorescéncia das amostrasespectrofluorimetro, usando os
comprimentos de onda de 436 nm (excitacdo) e 53Eemissao);

e Calcular as concentracdes plasmaticas a partirndi@ curva padrdo com concentracoes

conhecidas de Tyr.

4.5. Andlise Estatistica

Foram realizadas inferéncias estatisticas entgrugms de heterozigotos (n=23) e controle
(n=27). A andlise longitudinal (intragrupo) constiel aplicacdo de testes para amostras pareadas
Foram aplicados os testes t 8idente o teste d&Vilcoxonconforme recomenda Ayres al,
(2007, p147). A analise transversal (intergrupo)t@ercom a aplicagdo do teste t Steidente o
seu equivalente ndo paramétrico, teste WMden-Whitney.

A avaliacdo do desempenho operacional dos amuohasdpi realizada pelo método da
Curva ROC Receiver Operating Characteristic Cuyva qual foi elaborada com base nos valores
preditivos, os quais foram calculados conforme itesem Ayreset al, 007, p107).

Além da especificidade e da sensibilidade, foratoutados os valores preditivos (Falsos
Positivos, Falsos Negativos, Valor Preditivo dot&d3ositivo, Valor Preditivo do Teste Negativo,

acurdcia,Likelihood RatioPositiva elikelihood RatidNegativa)
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As variaveis que obtiveram melhores desempenh@saojpnais (Curva ROC) foram
submetidas ao modelo de analise discriminantevadidar, finalmente, a eficiéncia do modelo.
Todos os testes de hipotese foram avaliados sobved de significancia p < 0,05. O

processamento estatistico foi suportado pelo softBeestat verséo 5.3.

4.6. Aspectos Eticos

De acordo com a resolucao 196/96 (MS), o preseanjetp foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do Instituto de Ciéncias daleSda Universidade Federal do Para,
Protocolo n°088/08 (Anexo A).

Os individuos do grupo controle e os heterozigdtmam convidados por contato
pessoal para participar desta pesquisa. Nestadocas objetivos e a metodologia do estudo
foram detalhadamente esclarecidos aos participantes

Os individuos do grupo heterozigoto sdo pais deeptes PKU, os quais fazem
acompanhamento com equipe multidisciplinar do $erde Referéncia de Triagem Neonatal
do Estado do Para e foram convidados a participgredquisa, no momento da consulta do
filho(a).

As pessoas que aceitaram a participar deste egtugloe concordaram com oS
objetivos e metodologia, assinaram um termo deewimento livre e esclarecido (Anexo
B).

O estudo nao proporcionou desconfortos adicior@sshaterozigotos e individuos do

grupo controle, uma vez que nao se tratou de ugednmento invasivo de carater cirdrgico.
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As colheitas de sangue séo rotineiramente realizada quantidade de sangue obtida

nao interferiu na homeostase dos individuos.
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5. RESULTADOS

Testes estatisticos foram aplicados para avalignotencial discriminatério das
variaveis Phe, Tyr, Phe/Tyr e BRgyr entre individuos heterozigotos para PKU e czes.
Em todas as variaveis foram realizadas analisegitlmhinais e transversais. A analise
longitudinal teve a finalidade, em cada grupo, dalizar comparacbes dos valores na
condicéo de jejum (TO) e apds a sobrecarga de Brag(kg): T30 (30 minutos), T45 (45
minutos), T60 (60 minutos) e T90 (90 minutos). Adlese transversal foi realizada para
comparar os dois grupos, considerando TO (conaiegejum) e T30, T45, T60 e T90 (apos a

sobrecarga de Phe).

5.1. Variavel Phe

5.1.1. Andlise longitudinal

Na andlise longitudinal da Phe no grupo controi®liservado em TO valores de Phe
de 1,23+0,31mg/dL. Estes valores subiram signifiaatente (p<0,01) até atingir o ponto
maximo de 3,29+1,20mg/dL no tempo de 30 minuto®élal). Todos os valores observados
apos a sobrecarga de Phe foram significantemefaeedies (p<0,05) do valor evidenciado
no jejum. A média desta variavel em T60 (2,53+0,6ih) foi estatisticamente diferente

(p<0,05) em relagéo a T45 (2,97+0,76mg/dL) e T3R9B1,20mg/dL). O valor da Phe obtido
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em T90 (2,18+0,48mg/dL) foi significativamente ddste (p<0,05) de T60
(2,53+0,60mg/d/L), T45 (2,97+0,76mg/dL) e T30 (%220mg/dL) (Quadro 2);(Tabela 1).
No grupo de heterozigotos, o valor médio de PheTénfoi 1,61+0,46mg/dL e
elevou-se significativamente (p<0,01) até atidgd8+1,24mg/dL em T45. Todos os valores
desta variavel apos a sobrecarga do aminoacidoféd?ae significativamente diferentes
(p<0,05) de TO, assim como, T90 (3,45+0,86mg/digrdi de T45 (4,38+1,24mg/dLEe T60

(4,32+1,29mg/dL) (Quadro 2);(Tabela 1).

5.1.2. Analise transversal

A avaliacdo da diferenca dos niveis séricos deePlre os grupos de heterozigotos
(n=23) e controle (n=27) mostrou que em quatro M@0, T45, T60 e T90) os grupos
apresentaram comportamento significativamente ehter (p<0,001). Nestes tempos 0 grupo
de heterozigotos apresentou valores maiores queapm gontrole. Em T60 ocorreu a maior
diferenca (1,79 mg/dL) entre heterozigoto (4,3292In®y/dL) e controles (2,53+0,60 mg/dL).

A avaliacdo dessa diferenca através do teste “Btddenfoi muito significante (p <0,001).
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Tabela 1: Valores dos niveis de Phe (mg/dL) nos grupos ©Gnin=27) e Heterozigoto
(n=23), nos tempos TO, T30, T45, T60 e T90

Controle Heterozigoto
Tempo (minutos) Tempo (minutos)
0 30 45 60 90 0 30 45 60 90
Minmo | 678 | o88| 156| 125 141 o074 1,16 134 1,77 1,95
Maximo

195 | 522| 5,28, 391 3,26 260 6,53 656 664 5,08

Amplitude| 4 12 | 434| 372| 266 1,85 1.86 587 522 487 313

Media | ) o3| 309| 297| 253 218 161 385 438 432 345
Aritmética
Desvio | 531 | 120| 076 060 048 046 147 1]24 12,29 086
Padrao

p-valor intergrupo: T0<0,001; T45<0,001; T60<0,@&0T90<0,001

Quadro 2: Comparac¢do estatistica intragrupo entre os né&eBhe nos tempos testados

T0 T30 T45 T60 T90
T0 : <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
Heterozigoto T30 - - 0,0544 0,1852 0,1713
T45 : i i 0,7884 | <0,0001
T60 i i i i <0,0001
T90 i i § - -
T0 T30 T45 T60 T90
T0 - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
Controle T30 - - 0,0537 | 0,0011 | <0,0001
T45 - - - <0,0001 | <0,0001
T60 - - - : <0,0001
T90 i i 3 - -

5.1.3. Andlise longitudinal x Analise transversal

A figura 3 resume as andlises (longitudinal e trarsal) da variavel Phe nos

dois grupos testados.
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Figura 3: Média e Erro padrdo da variavel Phe (mgdL) nogpggsuControle (n=27) e
Heterozigoto (n=23), nos tempos TO, T30, T45, TAD@e.

5.2. Variavel Tyr

5.2.1. Andlise longitudinal

O grupo controle apresentou em TO niveis médiosTytede 1,14+0,32mg/dL,
atingindo valores significativamente maiores em @801,74+0,95mg/dL (p<0,001) (Tabela
02). Os valores médios de Tyr observados apés eeciga do aminoacido Phe foram
diferentes estatisticamente (p<0,05) do valor olagkr em TO. A média das concentracdes
plasmaticas de Tyr em T90 (1,40+0,33mg/dL) foi oremue a observada em T30

(1,74+0,95mg/dL), T45 (1,61+0,54mg/dL) e T60 (1,8480mg/dL) (Quadro 3);(Tabela 2).
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No grupo de heterozigotos foi observado valores iosédle Tyr em TO de
1,02+0,23mg/dL, atingindo valores maximos em T6@&10,55mg/dL) (Tabela 2). Apos a
sobrecarga de Phe, foi observado que os niveisyddofam diferentes estatisticamente
(p<0,01) de TO somente em T45 (1,24+0,48mg/dL) @ En T90 (1,13+0,33mg/dL) o valor
observado deste aminoacido diferiu significantemépt0,05) de T60 e este foi diferente de

T30 (Quadro 3);(Tabela 2).

5.2.2. Analise transversal

O grupo controle apresentou valores meédios de iyl 80, T45 e T90 maiores que
os observados no grupo de heterozigotos. Em T3feac@ maior diferenca (0,64 mg/dL)

entre heterozigoto (1,10+0,38 mg/dL) e control&@4%0,95 mg/dL) (p <0,001) (Tabela 2).

Tabela 2 Valores dos nives da variavel Tyr (mg/dL) nosipgis Controle (n=27) e
Heterozigoto (n=23), nos tempos TO, T30, T45, TAEe.

Controle Heterozigoto
Tempo (minutos) Tempo (minutos)
0 30 45 60 90 0 30 45 60 90
Minimo 1 5551 073 | 097 080 071 048 047 076 0F3 053
Maximo |1 95| 573 | 350| 294 252 141 227 282 250 1,99
Amplitude | 1 14| 500 | 253 214 181 093 180 206 187 146
Media |9 141 174 161] 154 140 102 110 124 188 113
Aritmeética
Desvio | 351 095 | 054| 049 033 023 038 048 055 033
Padrao

p-valor intergrupo: T30<0,0001 ; T45=0,0016 e T906RQ0



Quadro 3: Comparacao estatistica intragrupo entre os ndeeiByr nos tempos testados

T0 T30 T45 T60 T90
TO : 0,1511 | 0,0396 | 0,0018 | 0,1658
Heterozigoto T30 - : 0,1578 | 0,0088 | 0,7363
T45 - - - 0,0612 | 0,1566
T60 - - : : 0,0049
790 - : : : -
T0 T30 T45 T60 790
T0 : <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
Controle T30 - : 0,3805 | 0,0716| 0,0011
T45 - : : 0,1742 | 0,0031
T60 - - : : 0,0107
T90 - : : : -

5.2.3. Andlise longitudinal x analise transversal

A figura 4 mostra as analises (longitudinal e tvansal) da variavel Tyr nos dois

grupos testados.

6=

S a1
1 1

Tyr (mg/dL)
e

t90

Tempo (minutos)

24 t45 %
C
xf/‘ﬁﬂ: = CONTROLE
1 h9=0 HETEROZIGOTO
C | ) | ) | ) | ) | ) | )
0 15 30 45 60 75 90

45

Figura 4. Média e Erro padrdo da variavel Tyr (mg/dL) neapgs controle (n=27) e de
heterozigotos (n=23), nos tempos TO, T30, T45, 86Q0.
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5.3. Variavel Phe/ Tyr

5.3.1. Andlise longitudinal

Em relacdo a variavel Phe/Tyr foi observado no gregntroleem TO o valor médio
de 1,16 +0,42. O valor maximo encontrado para ressgdo foi em T30 (2,17£1,02) (Tabela
03). Todos os valores ap0s a sobrecarga de Pha foi@ores que os observados em TO
(p<0,05). O valor observado em T90 foi menor quemsontrados em T45 e T30 (p<0,05).
Assim como T60 diferiu de T45 e T30 (Quadro 4);@lal8).

A relacdo Phe/Tyr no grupo de heterozigotos emoi@é 1.66+0.61, atingindo o
valor maximo em T45 (3,86+1,58). Todos os valorbseovados ap0s a sobrecarga foram
maiores que 0s encontrados em TO (p<0,05). O valédio observado em T90 foi
significativamente menor que o verificado em T480(05) (Quadro 4);(Tabela 3).

5.3.2. Anélise transversal

Quando os dois grupos foram comparados, os valapessentados pela relagéo
Phe/Tyr foram significativamente maiores em todas tempos testados no grupo de

heterozigotos (p<0,01) (Tabela 3).
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Tabela 3: Valores da variavel Phe/Tyr nos grupos Controk2{) e Heterozigoto (n=23),

nos tempos TO, T30, T45, T60 e T90.

Controle Heterozigoto
Tempo (minutos) Tempo (minutos)
0 30 45 60 90 0 30 45 60 90
Minimo
0,49 | 0,38| 0,87 0,68 | 0,82 0,61 1,43 148 1,78 1,62
Maximo
168 | 483| 291 2,81 | 2,52| 2,56 9,200 6.41 491 6,20
Amplitude
2,17 | 5,21 | 3,78 3,49 | 3,34| 3,17 10,63 7,89 6,69 7,82
Média = | 446 | 217| 1,09 1,78 | 1.65| 1.66| 377 385 351 3.28
Aritmética
Desvio | 545 | 1,02| 072 0,63 | 059] 061| 203 158 1,57 1,31
Padréao

p-valor intergrupo: T0=0,0019 ;T30=0,0019 ;T45<@DO T60<0,0001 e T90<0,0001

Quadro 4: Comparacao estatistica intragrupo entre os vattagslacdo Phe/Tyr nos tempos

testados.
T0 T30 T45 T60 T90
T0 - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
Heterozigoto T30 - - 0,4115 0,5034 0,1961
T45 - - - 0,0516 0,0431
T60 - - - - 0,5320
T90 - - - - -
Jejum 30 min 45 min 60 min 90 min
T0 - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
Controle T30 - - 0,2887 0,0484 0,0102
T45 - - - 0,0134 0,0010
T60 - - - - 0,0817
T90 - - - - -

5.3.3. Andlise longitudinal x Andlise transversal

A figura 5 mostra as analises (longitudinal e tvansal) da varidvel Phe/Tyr nos dois

grupos testados.
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Figura 5: Média e Erro padrao da variavel Phe/Tyr nos gruposrole (n=27) e heterozigoto
(n=23), nos tempos TO, T30, T45, T60 e T9O0.

5.4. Variavel Phé/Tyr

5.4.1. Andlise longitudinal

Em relacdo & variavel PH&yr, o grupo controle em TO apresentou valor igaal
1,49+0,80 mg/dL com elevacdo maxima em T30 (7,78x4ng/dL). A partir deste tempo, a
variavel comecou a declinar (Tabela 4). Todos ¢erea desta variavel apés a sobrecarga do
aminoacido Phe foram maiores que os observados @n{p30,05). Outras diferencas
significativas também foram observadas: T45 (6,26%t3ng/dL) em relagdo a T30 (7,75%
4,90 mg/dL); T60 (4,73£2,40 mg/dL) em relacéo a €3fe T45; T90 (3,78+1,99 mg/dL) em

relacdo ao TO, T30, T45 e T60 (Quadro 5);(Tabela 4)
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No grupo de heterozigotos a relacdo Phe em TO foi de 2,87+1,74 mg/dL,
atingindo o seu valor maximo em T45 (18,22+11,32thp(Tabela 4). Todos os valores ap0s
a sobrecarga de Phe foram maiores que os obseremdoE0 (p<0,05). O valor médio
encontrado para esta variavel em T90 (11,85+6,64diohgfoi menor que os valores
encontrados em T45 (18,22+ 11,32 mg/dL) e T60 @6,2,09mg/dL) (p<0,05) (Quadro

05);(Tabela 4).

5.4.2. Analise transversal

Quando o dois grupos foram comparados, os valopessentados pela variavel
Phé/Tyr foram significativamente maiores em todos espos testados no grupo de

heterozigotos (p<0,01).

Tabela 4 Valores da variavel PA@yr nos grupos Controle (n=27) e Heterozigoto @)=2
nos tempos TO, T30, T45, T60 e T9O0.

Grupo controle Grupo de heterozigoto
Tempo (minutos) Tempo (minutos)
0O 30 45 60 90 0 30 45 60 90
Minimo L
0,47 043 | 205| 1,00 1,25 | 045| 1,72| 198 345 396
Maximo |3 67191 13| 16.11| 973 837 | 7.28| 5355 4755 3508245
Amplitude | 5 501 50 70| 14,06 | 879 7.12 | 6.83| 51.83 4557 31,5728,49
Mediana |1 6| 702 | 536| 431 326 | 255 1429 1458 1224037
Media 1) 49| 775 | 625| 473 378 | 2.87| 1619 1822 1623185
Aritmética
Desvio 0,80| 490 | 371| 240 199 | 1,74| 1323 11,32 10,096,64
Padrdo

p-valor intergrupo: T0=0,0007 ; T30=0,0042 ; T4®0M1 ; T60<0,0001 e T90<0,0001
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Quadro 5: Comparacéo estatistica intragrupo entre os néeeBh&Tyr nos tempos testados.

TO T30 T45 T60 T90
TO - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
Heterozigoto |— T30 - - 0,2735 | 0,9515| 0,2478
T45 - - - 0,1618 | 0,0021
T60 - - - - 0,0116
T90 - - - - -
TO T30 T45 T60 T90
TO - <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
Controle T30 - - 0,0488 | 0,0012 | 0,0004
T45 - - - 0,0031 | <0,0001
T60 - - - - 0,0035
T90 - - - i -

5.4.3. Andlise longitudinal x Andlise transversal

A Figura 06 mostra as andlises (longitudinal esvarsal) da variavel Pfi@yr nos

dois grupos testados.

Phe?/Tyr

h30

h90

t90

—F CONTROLE

c90

30

45 60
Tempo (minutos)

75

90

HETEROZIGOTO

Figura 6: Média e Erro padrdo da variavel Bfigr nos grupos controle (n=27) e

heterozigoto (n=23), nos tempos TO, T30, T45, TGOE.
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5.5. Valores utilizados na analise do desempenhosdmétodos discriminatorios (grupo

controle x grupo de heterozigotos)

Os parametros (Phe, Tyr, Phe/Tyr e #hg) para distinguir individuos heterozigotos
de controles foram selecionados a partir dos valdeesensibilidade e especificidade. Esses
indicadores foram utilizados para construir a @&edldo desempenho dos métodos
diagndsticos, os quais foram plotados na Curva RRe€eiver Operating Characteristic
Curve. A tabela 5 mostra os valores obtidos que sarvita base para construcéo das figuras

7,8,9e10.

Tabela 5: Sensibilidade, Especificidade e Ponto de Cortevddaveis Phe (mg/dL),
Tyr(mg/dL), Phe/Tyr e PRETyr.

Sensibilidade  Especificidade Distancia  Ponto de Car

T45 0,869 0,926 0,150 3,960
Phe T60 0,782 0,926 0,230 3,240
T90 0,869 0,852 0,197 2,710
T30 0,815 0,783 0,286 1,290
Tyr T45 0,778 0,689 0,377 1,220
T90 0,825 0,652 0,378 1,150
10 0,738 0,778 0,343 1,340
T30 0,739 0,815 0,320 2,650
Phe/Tyr | T45 0,826 0,815 0,254 2,480
160 0,957 0,630 0,373 1,910
T90 0,913 0,778 0,239 2,030
10 0,783 0,815 0,286 1,810
T30 0,565 0,926 0,441 14,080
Phé/Tyr | T45 0,913 0,778 0,239 7,300
T60 0,739 0,963 0,263 9.500
T90 0,826 0,889 0,206 6,220

Fonte: Protocolo da pesquisa.
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5.6. Curva ROC para a variavel Phe

A figura 7 mostra caracteristica operacional daavet Phe (mg/dL). Os valores de
sensibilidade e especificidade para o parametro flelsemomentos T45, T60 e T90 sao
apresentados no diagrama o qual destaca as resgedistancias até o padrao ouro (Golden
Standard, Sensibilidade = 1 e Especificidade N&)Curva ROC a linha tracejada (d) indica
que a Phe (mg/dL) no instante T45 foi 0 ponto gaésme aproximou do padréo ouro, logo,
apresentou os melhores valores de sensibilidad®9p,e especificidade (0,926). Desta
forma, foi em T45 que o aminoacido Phe (mg/dL) sgnédou maior potencial de distincdo

entre os grupos de heterozigoto e controles.

Sensibilidade

1 - Especificidade

Figura 7: Curva ROC da variavel Phe para determinar o nngdboto de corte que
discrimine heterozigotos de individuos normais.
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5.7. Curva ROC para a variavel Tyr

A figura 8 mostra a caracteristica operacional a@vel Tyr (mg/dL). Os valores de
sensibilidade e especificidade para Tyr (mg/dL) mmsnentos T30, T45 e T90 s&o os que
apresentaram a menor distancia em relacdo ao padrao Porém, o melhor resultado da
variavel Tyr ocorreu em T30, o qual obteve sendide de 0,815 e especificidade de 0,783.
Entretanto, a variavel Tyr isoladamente ndo estemre 0s resultados que mais se

aproximaram do padréo ouro.

Ttan v

06— -

Sensibilidade
LS

0.4+ e

0.2+ A

0.0 T ] T 1 1

1 - Especificidade

Figura 8: Curva ROC da variavel Tyr para determinar o meffumto de corte que discrimine
heterozigotos de individuos normais.
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5.8. Curva ROC para a variavel Phe/Tyr

A figura 9 mostra o desempenho da variavel Pheéigr T30, T45 e T90. Estes
tempos para Phe/Tyr sdo 0s que apresentaram a distécia em relacdo ao padréo ouro. O
melhor resultado para esta variavel ocorreu em d3fyal obteve sensibilidade de 0,913 e
especificidade de 0,778. No entanto, a variavel Bnendo esteve entre os resultados que

mais se aproximaram do padrao ouro.

145 =
0.8 >

06— -

Sensibilidade
LS

04— -

1 - Especificidade

Figura 9: Curva ROC da variavel Phe/Tyr para determinar ihongponto de corte que
discrimine heterozigotos de individuos normais.
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5.9. Curva ROC para a variavel Ph&Tyr.

A figura 10 mostra o desempenho da variavel’Alye nos momentos T45, T60 e
T90, os quais apresentaram a menor distancia ewaekho padrédo ouro. Foi observado que

T90 apresentou um dos melhores valores de sedsitdi(0,826) e especificidade (0,889).

Sensibilidade

1 - Especificidade

Figura 10: Curva ROC da variavel PH&yr para determinar o melhor ponto de corte que
discrimine heterozigotos de individuos normais.

5.10. Valores Preditivos

A tabela 6 apresenta o conjunto compldts valores preditivos das trés melhores
variaveis (Phe T45, Phe T90 e Bigr T90) observadas na Curva ROC. Esses valores

permitem uma abordagem analitica do desempenhizsies.



Tabela 6valores preditivos das variaveis Phe T45, PheerBB&Tyr T9O.

Phe 45 Phe 90 PhegzéTyr
Sensibilidade 0,869 0,869 0,826
Especificidade 0,926 0,852 0,889
Ponto de Corte 3,96 2,71 6,220
Falsos Positivos 7,41% 14,81% 11,11%
Falsos Negativos 13,04% 13,04% 17,39%
Valo.r. Preditivo do teste 90.91% 83.33% 86.36%
Positivo
Valor Predltlvo do teste 89.29% 88.46% 85.71%
Negativo
Acuracia 90,00% 86,00% 86,00%
+LR (Likelihood Ratio) 11.74 587 7.43
Positiva
-LR (L'|keI|hood Ratio) 0.14 0.15 0.20
Negatlva

Fonte: Protocolo de Pesquisa

5.11. Curva ROC para os trés melhores parametros

A figura 11 apresenta a curva ROC usada na comgmaragtre os trés melhores
resultados (Phe T45, Phe T90 e #he T90). O diagrama mostra a distancia obsenesdea
a curva e o padrdo ouro: Phe T45 (distancia = DR T90 (distancia = 0,197) e Bhgr
T90 (distancia = 0,206). Essas variaveis sao asnggihor expressaram a diferenca entre
individuos heterozigotos e o grupo controle. Paotaforam selecionadas para compor o

modelo multivariado (analise discriminante).
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Figura 11. Curva ROC das trés melhores variaveis (PheT48T8Mh e Phe2/TyrT90) para
determinar o melhor ponto de corte que discrimirdividuos heterozigotos de individuos
normais.

5.12. Andlise Discriminante das trés melhores vanéis (Phe T45, Phe T90 e Phayr

T90)

A analise discriminante apresentou as funces: 0.0996 X1 + 0.9928 X2 + 0.0668
X3 e Y” = 0.1000 X1 + 0.9801 X2 — 0.1717 XA partir destas funcdes foi elaborado um
diagrama que auxiliou na classificacdo de cadaviddo do grupo de heterozigotos e do
grupo de controle, conforme os valores apresentaa®srés variaveis preditivas (Figura 12),
onde:

» X1 — Phe T45

» X2 — Phe T90

= X3 — Phé/Tyr T90
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O quadro 6 apresenta a classificacado dos individoesdois grupos testados a partir

da aplicacao das equacdes discriminantes.

Quadro 06 - Classificacao dos individuos a partir da apbcagas equacgdes discriminantes

Sensibilidade 73,91%
Especificidade 88,89%
Falso-positivos (Erro Tipo 1) 11,11%
Falso-negativo (Erro Tipo 1) 26,09%
Prevaléncia 0,460 ou 46%
Valor preditivo do teste positivo 94,4%
Valor preditivo do teste negativo 81,25%
Acuracia 0,86 ou 86%
+LR (Likelihood Ratio) Positiva 19,96
-LR (Likelihood Ratio) Negativa 0,27

Fonte: Protocolo da Pesquisa

A figura 12 mostra 06 individuos pertencentes amgrde heterozigotos que apés a
sobrecarga de Phe apresentaram valores abaixsp@sdos para homozigotos normais para
PKU (falso negativos) e 03 individuos do grupo omet que se comportaram como se

pertencessem ao grupo de heterozigotos (falsoymsi(figura 1 e tabela 7).
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Figura 12: Diagrama de classificacdo dos individuos do gdsbeterozigotos e do grupo

controle

A tabela 7 ilustra valores minimos e maximos de @hg/dL) das trés melhores

variaveis utilizadas para distinguir individuoseretzigotos de normais (PheT45, PheT90 e

Phe&/TyrT90).

Tabela 7: Valores minimos e méximos das trés melhores wisdque discriminam
individuos normais de heterozigotos

Phe T90 Phe’/Tyr T90
Phe T45 (mg/dL
GRUPOS (mg/dL) | (mgrdL) (mg/dL)
Min. Max. Min. Max. Min. Max.
Grupo Heterozigoto 1,34 5,56 1,95 5,08 3,96 32,45
Falsos Positivos (03) 2,48 5,28 2,19 3,26 6,18 8,37
Grupo controle 1,56 5,28 1,41 3,26 1,26 8,37
Falsos Negativos (06) 1,34 4,31 1,95 2,81 306 37,2

Fonte: Protocolo da Pesquisa



60

6. DISCUSSAO

A auséncia de técnicas adequadas para o ensainzitaaefenilalanina hidroxilase
para a deteccdo de heterozigotos para PKU e tarabdificuldade de analise molecular no
gene da PAH devido ao grande numero de mutacbexdétnbuido para implantacdo de
testes bioquimicos confiaveis que sejam utilizaslosprocedimentos de discriminagdo entre
heterozigotos para a PKU e individuos normais.

O presente estudo analisa quais dos diferentesmpas (Phe, Tyr, Phe/Tyr e
Phée/Tyr) possuem a propriedade de discriminar indiefdnormais de heterozigotos para a
PKU. Para tanto, foram comparados valores dest&s/ess na condicdo de jejum (TO) e apds
a sobrecarga de Phe (25mg/kg): T30 (30 minutos,(#8 minutos), T60 (60 minutos) e T90
(90 minutos). A ingesta diaria de Phe para um iddiv normal € de 2500mg/dia (Scriver,
2001). A FAO/OMS/ONU (1985) preconiza 14mg/Kg/deste aminoacido.

Os parametros utilizados neste estudo se bas@arseguintes fatos: a taxa esperada
de hidroxilacdo da Phe em Tyr € menor que nos dmggtos quando comparada com a de
individuos normais; é esperado que o aminoacidoapyesente niveis plasmaticos maiores
em individuos normais; considerando que 0s hegotzs apresentam niveis mais elevados
de Phe e menores de Tyr, é esperado que as relg8EEyr e PHéTyr sejam usadas para
aumentar o grau de discriminagdo entre os hetermaigpara PKU e individuos normais.
Apesar dos estudos descreverem importantes zonssbdeposicao quanto estes parametros
sao usados (Silvet al, 2000; Guldberg,1998).

No grupo controle todos os valores de Phe obsesvagds a sobrecarga deste
aminoacido foram significantemente diferentes (psPdo valor encontrado em TO. Esses

achados estdo de acordo com outros trabalhos @lé 1993). Esta variavel elevou-se
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significativamente (p<0,01) até atingir o ponto m&x em T30, sugerindo que este
aminoacido esta sendo rapidamente metabolizadoyem T

A variavel Tyr atingiu valores significativamenteaimres em T30(p<0,001),
sugerindo da mesma forma que, na analise da vhfhae o substrato Phe esta sendo
rapidamente desdobrado em Tyr.

Para as variaveis Phe/Tyr e Bfigr, o valor maximo encontrado para estas relacdes
foi em T30 e todos os valores ap0s a sobrecarghddoram maiores que os observados em
TO (p<0.05). Esses achados foram obtidos em outatmlhos (Hiltonet al, 1986; Silva
1997)

No grupo de heterozigotos o valor médio de Phe eelasdes Phe/Tyr e PHeyr
atingiram o valor maximo em T45, sugerindo que sdderamento deste aminoacido em Tyr
esta mais lento, comparado com o grupo controleardéise da variavel Tyr, observou-se que
esta atingiu valor maximo em T60. Ratificando adeidroxilacdo da Phe em Tyr. Estes
resultados foram encontrados por Silva e colaboesd@000).

Quando foi feita a comparagdo entre os dois grmposondicdo de jejum e apols a
sobrecarga, 0s niveis séricos de Phe entre osgloos apresentaram comportamento
significativamente diferente (p<0,001). O grupohéterozigotos apresentou valores maiores
gue o grupo controle. Este achado estad de acomtodemlos da literatura (Verduci, 2002,
Silva, 2000). Em T60 ocorreu a maior diferencaesiigterozigoto e controles (p <0,001).
Garciaet al (1993) observou em seu estudo que o0 grupo deokgetos apresentou o dobro
da concentracdo deste aminoacido em relacdo ao gamrole e em 60 minutos ocorria a
maior diferenca.

Em relacdo a varidvel Tyr, o grupo controle apresenalores médios de Tyr em

T30, T45 e T90 maiores que os observados no grepoeterozigotos. Em T30 ocorreu a



62

maior diferenca entre heterozigoto e controle (&D). Esses achados estdo de acordo com
Spadeet al (1998) e Guldberg (1998).

As variaveis Phe/Tyr e PH&yr foram significativamente maiores no grupo de
heterozigotos em todos os tempos testados (p<EB81gs achados estdo de acordo com 0s
trabalhos de Silvat al, (1997); Songet al, (2001); Abdallaet al, (2008).

O uso da curva ROC para selecionar o melhor pardmgee discrimine heterozigotos
para PKU de individuos normais e com a menor taéxsotbreposicao possivel foi encontrado
apenas no trabalho de Abdalet al (2008). Neste trabalho foram comparados 20
heterozigotos obrigatéros para a PKU com 45 indiwsd presumivelmente normais. As
concentragcdes plasmaticas de Phe e Tyr, além déesaPhe/Tyr e PR&yr foram
determinadas e analise estatistica da diferenga eatdois grupos foi feita pelo teste t de
Student. Os valores médios para os valores de Phe/Tyr e PHheTyr foram
significativamente maiores em heterozigotos PKU o individuos controle. A analise da
curva ROC foi realizada para as mesmas quatrovesidioquimicas. O valor da area sob a
curva (ROC) foi obtido para cada parametro. A @adh&Tyr apresentou uma &rea
correspondente a 1, o que significa que esta @lagésentou discriminagcdo dos grupos sem
sobreposicao (Abdallet al, 2008).

Este procedimento também foi realizado em 20 mesnbeofamilias em situacao de
risco para PKU e foram encontrados 9 heterozigpéwa PKU, indicando um método com
alto grau de precisdo, simples, confiavel e podesadt Util no rastreio de heterozigotos para
PKU (Abdallaet al, 2008).

Em relacdo ao presente estudo, a curva ROC dargbRé&e (mg/dL) no instante T45
foi o ponto que mais se aproximou do padrado ourell{ames valores de sensibilidade e
especificidade do teste). A variavel Tyr (mg/dLyegentou o melhor desempenho em T30 e

as variaveis Phe/Tyr e PiiByr apresentaram o melhor resultado em T90.
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Os trés melhores parametros para distingdo erdreidnios heterozigotos de normais
foram, na ordem, Phe T45, Phe T90 e ?Phe T90, sendo que esta Ultima variavel
apresentou o melhor desempenho no estudo de Aledalla2008.

A taxa de falso-negativos para as trés melhorddweais (Phe 45, Phe 90 e PHgr
T90) foi de 13,04%, 13,04% 17,39%, respectivamente. A taxa de falso-positicd de
7,41% para Phe 45, 11,11% para Phg 90 e 14,81% para Phe 90. A variavel Phe 45
apresentou a menor taxa de falso-positivos, indizarma discriminacao correta de 92,59%
dos individuos do grupo controle.

Neste trabalho foram observados 6 individuos peetgies ao grupo de heterozigotos
que apoOs a sobrecarga de Phe apresentaram vabaige dos esperados para homozigotos
normais e 03 individuos do grupo controle que@®portaram como se pertencessem ao
grupo de heterozigotos. No trabalho de Séval 1997, ap0s uma sobrecarga do adocante
aspartame (100 mg/kg, o qual contem 56 mg/kg d¢, PBeindividuos (mulheres) do grupo
controle apresentaram valores de Phe acima dosadsgepara individuos normais e 01
heterozigoto para PKU apresentou valores menore® g@sperado para esta condigéo.

A curva ROC demonstrou que os melhores parameaém@sdiscriminar heterozigotos
de individuos controles foram Phe T45, Phe T90 &/Pyr90. A partir desses achados, foi
possivel identificar a acuracia desses parametr@3;,00%, 86,00% e 86,00%,
respectivamente. A acuracia corresponde a propaftgéondividuos verdadeiros positivos e
verdadeiros negativos em relacdo a todos os rdsslgiossiveis para o teste em questdo. O
valor preditivo positivo expressa a probabilidade am heterozigoto ser de fato um
heterozigoto para PKU. O valor preditivo positivaasd melhores variaveis foram
respectivamente: 90,91%, 83,33% e 86,36%. O valedifivo negativo expressa a
probabilidade de um individuo do grupo controle s&o heterozigoto para PKIQ valor

preditivo negativo foram respectivamente: 89,298048% e 85,71% (tabela 6).
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A Razéo de Probabilidade Positiva (+URkelihood Rati) refere-se a razao entre a
probabilidade de um teste ser positivo em heteotagge a probabilidade do mesmo teste ser
positivo em individuos controle (falso-positivogxpressa quantas vezes € mais provavel
encontrar um resultado positivo em heterozigotoanda comparado com individuos
controle. Os resultados deste teste para as ti@eme variaveis foram: Phe 451,74), Phe
90 (5,87) e Ph&Tyr 90 (7,43).

A Razao de Probabilidade Negativa (-LURkelihood Rati refere-se a razéo entre a
probabilidade de um teste ser negativo em hetastmagpara PKU (falso-negativos) e a
probabilidade do mesmo teste ser negativo em ihaldg controle. Expressa quantas vezes €
mais provavel encontrar um resultado negativo erterbEgotos para PKU quando
comparado com nao portadores. Os resultados destie para as trés melhores variaveis
foram: Phe 450,14), Phe 900,15) e Ph&Tyr 90(0,20).

Com o objetivo de aumentar o grau de discriminagatve os dois grupos aqui
analisados foram elaboradas fungdes discriminanpastir dos trés melhores parametros.

Foi possivel identificar uma sensibilidade de 739 uma especificidade de 88,89%.
A taxa de falso positivos e falso negativos foipeztivamente 11,11% e 26,09%. O valor
preditivo do teste positivo foi de 94,4% e o valoeditivo do teste negativo foi de 81,25%.

A especificidade expressa a porcentagem de pasisata a doenga, cujos resultados
do exame foram negativos. Se o teste apresentaesfitecificidade raramente classificara
como doente um individuo sem a doencga. Por outto, lae o teste ndo é especifico ele
indicara erroneamente a presenca da doenca ensaiglividuos ndo doentes que significara
a taxa de erro falso-positivo (Fontelles, 2010).

A sensibilidade expressa a porcentagem dos pasienota a doenga cujos resultados

dos exames foram positivos. Se o teste ndo é stmdé/ndo detectard a doenga em alguns
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dos individuos doentes. A proporcdo destes indoddé chamada de taxa de erro falso-
negativo (Fontelles, 2010).

No trabalho de Silvat al (1997) a funcdo discriminante aplicada na situalgijum
mostrou-se mais eficaz que a utilizada apds a ecalga de aspartame, classificando
corretamente 98% dos individuos testados com 97%rdeisdo. Apenas um individuo
heterozigoto por apresentar valores abaixo de Yiatepadres da média, foi erroneamente
classificado e considerado falso negativo. Porool#do, a funcédo discriminante apds a
sobrecarga classificou corretamente apenas 91,8%indlividuos com 96% de preciséo.
Novamente, um individuo heterozigoto foi consideréalso negativo. Contudo trés mulheres
do grupo controle apresentaram valores acima dosra$os para homozigotos normais e
apresentaram uma probabilidade significante depeetem ao grupo de heterozigotos (Silva
et al, 1997).

Neste estudo, apOos a aplicagcdo da funcdo discri@ndoram identificados 6
individuos falso negativos no grupo de heterozigof®6,09%), sendo quatro do sexo
masculino e dois do sexo feminino e 3 individudsof@ositivos no grupo controle (11,11%),
dois do sexo masculino e um do sexo feminino. Eipoeressaltar que foram determinados
previamente nesse estudo critérios de exclusadredeles o uso de anticoncepcionais orais,
periodo menstrual e gravidez. Fatores que podesrféent no metabolismo da Phe e
classificar um individuo controle como um heterosigpara PKU. Dentre estes fatores, 0s
que mais contribuem para erro de classificacadcos&wntraceptivos orais, porém a anemia
por deficiéncia de ferro também é um fator a sesickerado. Nao se pode descartar também
a pequena possibilidade da presenca de heterozigmtagrupo controle, uma vez que a
frequéncia de heterozigotos na populacdo varia @ B 1:70 (Blitzeret al1986:

Lehman,1989: Silvat al,2000).
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Este trabalho é original quanto a dosagem de Rlwada na sobrecarga (25 mg/Kg)
e os diferentes tempos testados para avaliar doletao dos aminoacidos Phe e Tyr. Dentre
0s outros trabalhos analisados a utilizacdo daa&CR@C foi verificada apenas no trabalho de

Abdallaet al (2008).
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7. CONCLUSAO

1. Em relacao ao grupo controle todos os valores vhdes apos a sobrecarga de Phe
foram significantemente diferentes (p<0,05) do wawidenciado em TO. Esta variavel
elevou-se significativamente (p<0,01) até atingrooto maximo em T30. Os valores médios
de Tyr observados apds a sobrecarga do aminoatidddPam diferentes estatisticamente
(p<0,05) do valor observado em TO. As variaveis/Pytee Ph&Tyr apresentram elevacéo
maxima em T30 e todos os valores ap0s a sobreagBhe foram maiores que 0s

observados em TO (p<0,05).

2. Em relacdo ao grupo de heterozigotos para PKWaréavel Phe elevou-se
significativamente (p<0,01) até T45. Todos os \edodesta variavel apos a sobrecarga do
aminoacido Phe foram significativamente diferer{fes0,05) de TO. A variavel Tyr atingiu
valor maximo em T60. Apés a sobrecarga de Phegyldsérvado que os niveis de Tyr foram
diferentes estatisticamente (p<0,01) de TO somemer45 e T60. As variaveis Phe/Tyr e
Phé/Tyr apresentram elevacdo méxima em T45 e todasloses apds a sobrecarga de Phe

foram maiores que os observados em TO (p<0,05).

3. Quando os dois grupos foram comparados na cmdig jejum e apds a
sobrecarga, 0s niveis séricos de Phe entre osgloos apresentaram comportamento
significativamente diferente (p<0,001). O grupohgterozigotos apresentou valores maiores
que o grupo controle. Em T60 ocorreu a maior difggeentre heterozigoto e controles
(p<0,001). A variavel Tyr apGs a sobrecarga, ngpgrcontrole apresentou valores médios

maiores que os observados no grupo de heterozigetosT30 ocorreu a maior diferenca
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entre heterozigoto e controle (p <0,001). As vaisvPhe/Tyr e PREyr foram

significativamente maiores no grupo de heterozgeta todos os tempos testados (p<0,01).

4. A curva ROC demonstrou que as variaveis Phe P18 T90 e PREyr 90 foram
os melhores parametros para discriminar individueterozigotos para PKU de individuos
normais. Em funcdo desses resultados foi obsergadaapos 45 minutos da sobrecarga do
aminoacido Phe houve um maior faixa de distincameens grupos de heterozigoto e

controles.

5. ApOs a analise discriminante foi observada uma de 86% de acuracia e

classificacao correta de 94,4% dos individuos beigotos para PKU.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO DE ERROS INATOS DO METABOLISMO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Baseado na Resolugdo N°196 de 10/10/1996 do Conse Iho Nacional de Saude)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a), da pesquisa: “METABOLISMO DA
FENILALANINA E TIROSINA EM HETEROZIGOTOS PARA A FEN ILCETONURIA”", que € desenvolvida pela
Laboratorio de Erros Inatos do Metabolismo (Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
do Para). Para que vocé decida participar ou ndo da pesquisa lhe serdo prestadas as seguintes
informacdes:

Titulo do projeto: “Metabolismo da Fenilalanina e Tirosina em Heterozigotos para a
Fenilcetonudria”

Pesquisadores responsaveis: Mestranda do Programa de Pds-Graduagcdo em
Neurociéncias e Biologia Celular Roseani da Silva Andrade e seu orientador
Prof. Dr. Luiz Carlos Santana da Silva.

Esta € uma pesquisa sigilosa e garantido o total anonimato dos participantes
do estudo, isto significa que, somente os pesquisadores terdo acesso aos
resultados.

Os riscos associados a esse procedimento sdo minimos por que os métodos
e praticas sdo de uso rotineiro, podendo ocorrer dor e (equimoses) manchas
roxas no local da coleta.

Serdo utilizados materiais descartaveis como luvas, agulhas e seringas e

escalpe.
Ninguém ¢é obrigado a participar da pesquisa, assim como podera deixar a pesquisa no
momento que quiser, pois ndo havera prejuizo pessoal por esta causa.

Nao haver4 nenhum tipo de despesa para participagdo da pesquisa, assim
como nao havera nenhuma forma de pagamento para participacao.

Assinatura do Pesquisador Responsavel
Nome: Roseani da Silva Andrade
End: Av. Alcindo Cacela, 943 — Umarizal
Fone: (91) 3246-2229 (residéncia)

(91) 3201-8030 (LEIM)

Assinatura do Pesquisador Responsavel
Nome: Luiz Carlos Santana da Silva

End.: Rua Caripunas, 3660, Apto. 201 (Guama)
09132018030
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Declaro que li as informacgdes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente
esclarecido sobre o conteddo da mesma. Declaro ainda que, por minha livre
vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com a coleta de material.

Belém, / /

Assinatura do Participante

Comité de ética em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Para (CEP-ICS/UFPA) — Complexo de Sala de Aula/ CCS — Sala 13 — Campus

Universitario, n 01, Guamad - CEP: 66075-110 — Belém-Para. Tel/Fax 3201-7735. E-mail:
cepccs@ufpa.br
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Apéndices:

(A) Valores Médios de Phe, Tyr, Phe/Tyr e
Phée/Tyr do grupo heterozigoto

(B) Valores Médios de Phe, Tyr, Phe/Tyr e
Phée/Tyr do grupo controle
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Apéndice A

Valores Médios de Phe, Tyr, Phe/Tyr e #hgr do grupo de heterozigotos em jejum (J); 3Garinutos
apo0s a sobrecarga de Phe

J-Phe | J-Tyr |J-Phe/Tyr | J-Phe¥Tyr |30'-Phe | 30-Tyr |30-Phe/Tyr | 30-Phe¥Tyr | 45'-Phe |[45'-Tyt |45'-Phe/Tyr 45'-PhedT yr
H001 2,03 1,01 2,02 4,09 5,72 1,19 4,81 27,52 6,56 1,17 5,61 36,77
H002 1,60 0,82 1,94 3,10 3,69 0,80 4,59 16,91 5,41 0,99 5,46 29,55
H003 1,21 1,16 1,04 1,26 5,75 1,64 3,51 20,18 4,31 1,66 2,60 11,19
H004 2,19 1,41 1,56 3,41 4,75 151 3,15 14,94 5,26 1,47 3,57 18,75
H005 1,52 0,91 1,67 2,55 3,62 0,93 3,89 14,08 4,94 1,04 4,75 23,46
H006 2,13 0,79 2,69 5,72 4,40 0,93 4,75 20,87 4,54 2,82 1,61 7,30
H007 1,33 0,93 1,43 1,90 2,66 1,00 2,65 7,05 3,98 1,10 3,61 14,40
H008 0,98 0,48 2,03 1,99 1,16 0,78 1,48 1,72 2,08 0,84 2,48 5,15
H009 1,69 1,26 1,34 2,26 2,75 1,22 2,25 6,20 6,24 1,30 4,82 30,07
HO010 1,79 0,88 2,03 3,65 6,53 0,83 7,84 51,14 5,74 0,93 6,16 35,36
HO11 1,47 0,99 1,48 2,18 4,08 1,04 3,92 15,99 4,36 1,17 3,73 16,28
H012 1,76 1,12 1,58 2,78 5,04 1,21 4,16 20,96 4,13 0,87 4,73 19,54
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Apéndice A

Valores Médios de Phe, Tyr, Phe/Tyr e #hgr do grupo de heterozigotos em jejum (J); 3Garnutos
apo0s a sobrecarga de Phe

J-Phe  J-Tyr J-Phe/Tyr J-Phe¥Tyr 30-Phe 30-Tyr 30-Phe/Tyr 30-Phe¥Tyr 45-Phe 45'-Tyt 45'-Phe/Tyr 45'-PhedT yr

HO13 1,53 1,07 1,42 2,17 1,59 111 1,43 2,26 1,34 0,91 1,48 1,98
HO14 0,74 1,22 0,61 0,45 5,32 1,36 3,92 20,84 3,96 1,13 3,51 13,89
HO15 1,84 1,05 1,75 3,21 2,68 1,08 2,48 6,64 4,09 1,15 3,56 14,58
HO16 2,09 0,66 3,17 6,62 5,04 0,47 10,63 53,55 6,02 0,76 7,89 47,55
HO17 1,59 1,40 1,14 1,81 3,29 1,37 2,40 7,90 4,45 1,56 2,86 12,70
HO018 1,21 1,18 1,03 1,24 6,04 2,27 2,66 16,09 4,17 1,98 2,11 8,80
HO019 0,93 0,78 1,20 1,11 2,32 0,71 3,29 7,65 4,25 0,86 4,93 20,97
HO020 1,98 1,26 1,58 3,13 3,00 1,26 2,37 7,12 4,02 1,20 3,35 13,45
HO021 1,05 1,10 0,95 1,00 2,48 0,90 2,77 6,87 2,54 0,86 2,95 7,49
HO022 2,60 0,93 2,80 7,28 3,06 0,66 4,66 14,29 4,29 0,86 4,98 21,35

HO023 1,85 1,07 1,73 3,20 3,62 1,14 3,18 11,51 3,99 1,87 2,14 8,53
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Apéndice A

Valores Médios de Phe, Tyr, Phe/Tyr e #hgr do grupo de heterozigotos em e 60 e 90 miamds a
sobrecarga de Phe

60'-Phe 60'-Tyr 60'-Phe/Tyr 60'-Phe?d/Tyr 90'-Phe 9 O-Tyr 90'-Phe/Tyr 90'-Phe?/Tyr
HOO1 5,72 1,21 4,73 27,06 4,35 1,11 3,93 17,09
H002 5,22 1,01 5,17 27,01 4,30 1,09 3,94 16,94
HO003 4,97 2,48 2,00 9,95 2,73 1,68 1,62 4,42
H004 4,97 2,48 2,00 9,94 4,60 1,57 2,92 13,44
HO005 5,86 0,98 5,98 35,02 4,15 0,53 7,82 32,45
H006 4,97 2,60 1,91 9,50 4,33 1,99 2,17 9,41
HO07 3,98 0,73 5,42 21,60 2,71 1,02 2,66 7,23
H008 1,77 0,91 1,95 3,45 1,95 0,96 2,03 3,96
H009 5,29 1,67 3,17 16,75 5,08 1,24 4,10 20,83
HO010 4,52 0,80 5,65 25,51 4,09 0,90 4,55 18,60
HO11 3,85 1,28 3,01 11,57 3,91 1,12 3,49 13,62

HO12 4,49 1,24 3,63 16,33 4,25 1,36 3,13 13,29
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Apéndice A

Valores Médios de Phe, Tyr, Phe/Tyr e #hgr do grupo de heterozigotos em 60 e 90 minufmss a
sobrecarga de Phe

60'-Phe 60'-Tyr 60'-Phe/Tyr 60'-Phe/Tyr 90'-Phe 9 0-Tyr 90'-Phe/Tyr 90'-Phe?/Tyr
HO013 1,95 0,99 1,97 3,85 1,95 0,73 2,68 5,24
HO014 2,72 1,37 1,99 5,41 2,81 1,27 2,21 6,22
HO015 3,73 1,13 3,30 12,29 3,10 1,22 2,54 7,86
HO016 5,10 0,76 6,69 34,11 3,87 0,99 3,91 15,14
HO17 5,92 1,87 3,16 18,73 3,18 0,69 4,63 14,71
HO018 3,24 1,82 1,78 5,76 2,58 1,53 1,68 4,35
HO019 6,64 1,36 4,90 32,52 3,12 1,05 2,97 9,27
H020 2,68 1,11 2,42 6,49 2,89 1,11 2,61 7,57
HO021 3,04 1,47 2,07 6,28 2,71 0,95 2,84 7,68
H022 4,40 0,88 4,99 21,97 3,30 0,84 3,91 12,91

HO023 4,43 1,61 2,75 12,19 3,33 1,07 3,12 10,37
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Apéndice B

Valores Médios de Phe, Tyr, Phe/Tyr e #hgr do grupo controle em jejum (J); 30 e 45 misuapds a
sobrecarga de Phe

J-Phe J-Tyr  J-Phe/Tyr J-Phe?/Tyr 30-Phe 30-Tyr 3'-Phe/Tyr 30'-Phe?/Tyr 45'-Phe  45-Tyr 45'-Phe/Tyr  45'-Phe?/Tyr

Co01 0,88 1,15 0,77 0,67 3,80 1,47 2,59 9,82 285 ,431 1,99 5,68
C002 0,88 1,10 0,80 0,70 0,88 1,10 0,80 0,70 269 541 1,75 4,70
C003 1,53 1,35 1,14 1,75 2,09 1,60 1,31 2,73 202 ,301 1,55 3,14
C004 1,53 0,71 2,17 3,33 4,22 1,29 3,27 13,80 3,87 1,31 2,95 11,43
C005 1,95 1,04 1,88 3,67 5,14 1,69 3,04 15,63 528 1,73 3,05 16,11
C006 0,82 0,82 1,00 0,82 2,01 1,31 1,53 3,08 2,75 ,601 1,72 4,73
coo7 0,96 1,96 0,49 0,47 3,99 5,73 0,70 2,78 3,03 ,503 0,87 2,62
C008 1,55 0,96 1,61 2,49 3,96 1,93 2,05 8,13 275 411 1,95 5,36
C009 0,84 1,32 0,64 0,54 1,15 3,06 0,38 0,43 245 201 2,04 5,00
C010 0,78 0,86 0,91 0,71 1,33 1,23 1,08 1,44 156 ,191 1,31 2,05
Co11 1,32 1,27 1,04 1,38 3,38 1,56 2,17 7,32 291 351 2,16 6,27
Co12 1,27 0,65 1,95 2,48 4,06 0,78 5,21 21,13 3,7 ,980 3,78 13,97
C013 1,30 1,06 1,23 1,59 2,22 0,9 2,47 5,48 3,4 1,1 3,09 10,51

C014 1,16 1,02 1,13 1,31 3,13 1,38 2,27 7,10 265 /582 1,03 2,72
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Apéndice B

Valores Médios de Phe, Tyr, Phe/Tyr e #hgr do grupo controle em jejum (J); 30 e 45 misuapds a
sobrecarga

J-Phe J-Tyr J-Phe/Tyr J-Phe?/Tyr 30'-Phe 30-Tyr 30'-Phellyr 30'-Phe?/Tyr 45'-Phe 45'-Tyr 45'-Phe/Tyr 45'-Phe?/Tyr

C015 1,59 1,49 1,07 1,70 5,06 2,66 1,90 9,63 333 771 1,88 6,26
C016 1,69 1,75 0,96 1,63 5,22 2,23 2,34 12,22 38 ,831 2,08 7,89
Cco17 0,94 1,28 0,73 0,69 2,74 1,56 1,76 4,81 2,74 781 1,54 4,22
C018 1,10 0,87 1,27 1,40 4,26 1,49 2,86 12,18 4,02 1,22 3,30 13,25
C019 0,92 0,52 1,76 1,61 3,06 0,73 4,19 12,83 2,28 2,29 1,00 2,27
C020 0,92 1,14 0,81 0,75 2,72 1,47 1,85 5,03 2,28 970 2,35 5,36
Cco21 1,30 1,10 1,19 1,55 2,07 1,66 1,25 2,58 207 741 1,19 2,46
C022 1,38 1,18 1,17 1,60 3,6 1,49 2,42 8,70 2,96 08 2, 1,42 4,21
C023 0,99 1,00 0,99 0,99 3,01 1,46 2,06 6,21 254 481 1,72 4,36
Cco024 1,39 1,33 1,05 1,46 3,64 1,47 2,48 9,01 3,03 ,591 191 5,77
C025 1,55 1,38 1,13 1,75 4,66 2,31 2,02 9,40 3,56 931 1,84 6,57
C026 1,36 0,90 1,52 2,07 3,54 1,37 2,58 9,15 248 161 2,14 5,30

coz27 1,27 151 0,84 1,07 3,91 1,93 2,03 7,92 3,12 491 2,09 6,53
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Apéndice B

Valores Médios de Phe, Tyr, Phe/Tyr e #hgr do grupo controle em 60 e 90 minutos apdshaemarga de
Phe

60'-Phe 60'-Tyr 60'-Phe/Tyr 60'-Phe?/Tyr 90'-Phe 0'-Tyr 90'-Phe/Tyr 90'-Phe?/Tyr
C001 2,80 1,29 2,17 6,08 1,44 1,27 1,13 1,63
C002 2,91 1,29 2,26 6,56 2,53 1,15 2,20 5,57
C003 2,51 1,48 1,70 4,26 1,95 1,59 1,23 2,39
C004 3,21 1,31 2,45 7,87 2,32 1,18 1,97 4,56
C005 3,91 1,82 2,15 8,40 3,26 1,27 2,57 8,37
C006 1,98 1,40 1,41 2,80 1,80 1,38 1,30 2,35
Ccoo7 2,00 2,94 0,68 1,36 2,07 2,52 0,82 1,70
C008 2,52 1,22 2,07 5,21 2,18 1,20 1,82 3,96
C009 3,14 1,18 2,66 8,36 2,53 1,06 2,39 6,04
Co010 1,25 0,93 1,34 1,68 1,49 1,08 1,38 2,06
Co11 2,65 1,54 1,72 4,56 2,65 1,37 1,93 513
Cco12 2,79 0,8 3,49 9,73 2,37 0,71 3,34 7,91
C013 2,65 1,22 2,17 5,76 2,84 1,12 2,54 7,20

C014 2,36 291 0,81 1,91 1,88 1,37 1,37 2,58
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Apéndice B

Valores Médios de Phe, Tyr, Phe/Tyr e #hgr do grupo controle em 60 e 90 minutos apdshaemarga de
Phe

60'-Phe 60'-Tyr 60'-Phe/Tyr 60'-Phe?/Tyr 90'-Phe 90'-Tyr 90'-Phe/Tyr 90'-Phe?/Tyr
Co15 2,6 1,77 1,47 3,82 2,36 1,49 1,58 3,74
Co16 3,11 1,91 1,63 5,06 2,8 1,87 1,50 4,19
Co17 2,11 1,42 1,49 3,14 2,11 1,42 1,49 3,14
Cco18 3,39 1,38 2,46 8,33 2,18 1,42 1,54 3,35
C019 1,37 1,87 0,73 1,00 1,51 1,82 0,83 1,25
C020 1,9 1,1 1,73 3,28 1,52 1,21 1,26 1,91
Co021 1,99 1,68 1,18 2,36 1,41 1,41 1,00 1,41
C022 2,7 1,46 1,85 4,99 2,12 1,42 1,49 3,17
C023 2,17 1,37 1,58 3,44 1,8 1,48 1,22 2,19
C024 2,55 1,51 1,69 4,31 2,3 1,41 1,63 3,75
C025 2,91 2,02 1,44 4,19 2,36 1,71 1,38 3,26
C026 2,87 1,22 2,35 6,75 2,79 1,26 2,21 6,18

coz27 2,00 1,55 1,29 2,58 2,22 1,54 1,44 3,20




