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LISTA DE ABREVIATURAS

EIM — erros inatos do metabolismo

GLUT 2 - transportador facilitado de glicose 2

UDP — uridina difosfato

G6Pase —enzima glicose-6-fosfatase.

G-6-P — glicose-6-fosfato

G-1-P - glicose-1-fosfato

Pi — fosforo inorganico

G6PC —sub-unidade catalitica da enzima glicose-6-fosfatase.
RE - reticulo endoplasmatico

RNAmM - &cido ribonucléico - mensageiro

Kb — mil pares de base

bp — pares de base

KDa — mil Daltons

ADP — adenosina difosfato

ATP - adenosina trifosfato

COoA - coenzima A

PCCS — amido pré-cozido

UCCS — amido cru

CNGDF - alimentagdo noturna via sonda nasogastrica
DNA - acido desoxirribonucléico

cDNA - regido codificadora de proteina do acido desoxirribonucléico



1. INTRODUCAO

Atualmente sdo conhecidas cerca de 500 doengas relacionadas aos erros inatos do
metabolismo (EIM). A incidéncia isolada de cada uma dessas doengas na populacdo ¢ baixa.
Entretanto, o conjunto destes EIM apresenta uma incidéncia acumulada de 1 para cada 500
nascidos vivos. @

Observa-se uma “epidemia” de erros inatos nos grandes centros. Este aumento da
incidéncia reflete na verdade o maior entendimento da fisiopatologia, uma sistematica
elaboracdo de novos testes diagnosticos e a emergéncia de profissionais da saude com
treinamento para reconhecer e investigar estas enfermidades.

Deve-se notar a complexidade envolvida no diagnéstico e seguimento deste grupo
heterogéneo de doentes, pois cada defeito enzimatico associa-se a caracteristicas unicas e
peculiares.

Na faixa etaria pediatrica, os EIM constituem diagnostico diferencial obrigatorios na
investigacdo de hipoglicemia, sendo sugestivo os seguintes achados:

e Hipoglicemia desencadeada por certos componentes da dieta: galactosemia,
doenca da urina de xarope de bordo, defeitos da gliconeogénese, intolerancia
hereditaria a frutose.

e Hepatomegalia: glicogenoses, e defeitos da gliconeogénese.

e Miopatias e cardiomiopatias: defeitos da f-oxidagdo, glicogenose tipo Illa.

Os principais EIM relacionados a manifestacdo de hipoglicemia sdo os seguintes

(TABELA 1) @:
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Tabela-1 Erros Inatos do Metabolismo Associados a Hipoglicemia

e Com Hepatomegalia
» Com insuficiéncia hepatica, podendo evoluir para fibrose ou cirrose: Tirosinemia tipo I,
Hemocromatose Neonatal, Distarbios da Cadeia Respiratoria, Galactosemia (GALT, GALE),
Glicogenose (tipo III, IV, IXc), Deficiéncia da S-adenosilhomocisteina hidrolase (rara), Insuficiéncia

hepatica grave de outras etiologias, Intolerdncia Hereditaria a Frutose (ap6s oferta de frutose).

» Sem insuficiéncia hepatica: Glicogenose tipo I. Deficiéncia da Frutose 1, 6 Difosfatase (hepatomegalia
moderada), Deficiéncia da Fosfoenolpiruvato Carboxiquinase (PEPCK), Sindrome de Fancone-Bickel

Glicogenose XI).

» Com fibrose hepatica: Defeito Congénito da Glicolisagdo (CDG).

¢ Sem Hepatomegalia Persistente
» Com cetoacidose: Acidurias Organicas, Doenga da Urina em Xarope de Bordo, Defeitos da Cetdlise,
Deficiéncia de Glicerol Quinase, Disturbios da Cadeia Respiratoria, Deficiéncia da Desidrogenase da
Acil-CoA de Cadeia Média (MCAD), Deficiéncia da Desidrogenase da 3-Hidroxi-Acil-CoA de Cadeia
Curta (SCHAD), Deficiéncia da Frutose 1,6 Difosfatase, Glicogenose 0.

» Acidose Sem Cetose: Deficiéncia HMG-CoA Liase (freqiiente), Deficiéncia da HMG-CoA Sintase

(rara), Distarbios da Oxidagdo dos Acidos Graxos (freqiiente), Sindrome de Reye Idiopatica.

» Cetose Sem Acidose: Deficiéncia da Desidrogenase da Acil-CoA de Cadeia Média(MCAD),
Deficiéncia da Desidrogenase da 3-Hidroxi-Acil-Coa de Cadeia Curta (SCHAD), Defeitos da Cetolise.

> Sem Cetose e Acidose: Distirbios da Oxidagdo dos Acidos Graxos (freqiiente), Deficiéncia da HMG-

CoA Liase (rara), Deficiéncia da HMG-CoA Sintase (rara), Deficiéncia da Frutose 1,6 Difosfatase
(rara), Defeito Congénito da Glicosilagdo (CDG).

GALT: deficiéncia da galactose 1 fosfato uridil transferase “galactosemia classica”;GALE: deficiéncia da uridil
difosfato galactose epimerase;HMG-CoA sintase: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintase;HMG-CoA liase: 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase; CDG: defeitos congénitos da glicosilagdo -Defeitos da sintese do N-Glican.

(modificado de SAUDUBRAY, J. M; CHARPENTIER, C. - Clinical phenotypes: diagnosis/algorithms. In:
Scriver, CR; Beaudet, AL; Sly, W S; Valle, D. The Metabolic & Molecular Bases of Inherited Disease.
McGraw-Hill, 2001, pp 1327- 1403).
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1.1. Glicogenoses

Glicogenoses compreendem um grupo de doengas hereditarias que interferem no
metabolismo do glicogénio. O glicogénio ¢ um polissacarideo de armazenamento do
organismo animal, freqiientemente chamado de amido animal (FIGURA I). E formado a partir
de um molde protéico, a glicogenina, pela adi¢do de cadeias com 11 a 18 residuos de a-D-
glicopiranose (com ligacdes glicosidicas a [1—4] ) e ramificagdes por meio de ligagdes

glicosidicas a [1—6].

Ligacédo 1- 4

Nova Ligacgéo 1-6

O

Glicose
Adicionada

Glicogénio Sintetase ‘ ‘ Enzima Ramificadora

Glicogenina

FIGURA I - Representagdo esquematica da sintese do glicogénio

Todas as proteinas envolvidas na sintese, degradac@o ou regulagdo do metabolismo do
glicogénio, podem, quando alteradas, causar glicogenoses. O glicogénio encontra-se nessas

circunstancias alterado em sua estrutura, quantidade, ou em ambas.
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A primeira descricdo de um defeito na mobilizagdo de glicogénio ocorreu em 1928 por
Snappes and Van Creveld. ®
Diversas formas da doenga foram descritas e classificadas numericamente respeitando

a ordem cronologica que as alteracdes enzimaticas foram identificadas (TABELA 2)

TABELA 2 - Tipos de Glicogenose

Nome Enzima Afetada Org&o Principal

Tipo 0 Glicogenio sintetase Figado

Tipo Ia Glicose 6 fosfatase Figado, rim e intestino

Tipo Ib Microssomal glucose-6-phosphate Translocase  Figado

Tipo Ic Microssomal Pi transportador Figado

Tipo II Lisossomal a-1,4-glucosidase M.esquelético e cardiaco

Tipo Illa Enzima desramificadora muscular e hepatica Figado, M.esquelético e cardiaco
Tipo IlIb Enzima desramificadora hepatica Figado, M.esquelético e cardiaco
Tipo IV Enzima ramificadora Figado e musculo

Tipo V Fosforilase muscular Misculo

Tipo VI Fosforilase hepatica Figado

Tipo VII Fosfofrutoquinase eritrocitaria e muscular Misculo e eritrocitos

TipoVIb, Fosforilase quinase Leucécitos, figado e misculo
VIII ou IX

Tipo XI Glut 2 Figado e rim
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A freqiiéncia acumulada das glicogenoses é de aproximadamente 1: 20.000 nascidos
vivos, sendo os tipos I, II, III, VI e IX os mais comuns, representando 90% de todos os casos
@,

As glicogenoses relacionadas ao achado de hipoglicemia sdo as dos tipos: 0, I, III, TV,

VI, IX, relacionadas ao acometimento hepatico, fundamental para a homeostase glicémica

(FIGURA II).

Glicogénio Fosforil
Glicogénio Sintetase (0) LN Fostortlase

i IX
Enzima Ramificadora (1V) Fosforilase (V1) Quinase (IX)
osforilase

Transferase
ol Enzima desramificadora (111)
UDP-Glicose- UDP-glicose
Pirofosforilase \
Glicose-1-P
Fosfoglicomutase T l Fosfoglicomutase
Glicose-6-P
Glicoquinase T l Glicose-6-Fosfatase (I)
Glicose
Fﬂ GLUT 2 (XI)
J
Glicose

FIGURA 1II- Enzimas envolvidas na glicogénese e glicogenolise e implicadas nas
glicogenoses com acometimento hepatico.
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1.2. Glicogenose tipo |

Em 1929 Edgar Otto Conrad von Gierke, patologista alemdo, publicou a primeira
descricdo de glicogenose tipo I, inicialmente chamada de “hepatonefromegalia glicogénica”(s) .

Em 1952, Cori e Cori, demonstraram que a doenga era causada pela deficiéncia da
enzima glicose-6-fosfatase © (FIGURA III). A descrigdo de alguns casos com quadro clinico
idéntico a glicogenose tipo I, mas com atividade preservada da glicose-6-fosfatase, levou a
criagdo, dos termos: Ib para classificar esses pacientes e la para classificar aqueles com
atividade deficiente da glicose-6-fosfatase (G6Pase) @,

Posteriormente demonstrou-se que um defeito no transportador de membrana
microssomal da glicose-6-fosfato (G-6-P translocase) era a causa do tipo Ib @ (FIGURA 11I).

Em 1983 um terceiro tipo de glicogenose tipo I foi descrito, sendo atribuido a este tipo

um defeito no transportador de fosfato® (FIGURA I1I).

Glicose-6-P Glicose + Pi

f f

Citosol

Membrana do RE

Transportador
G-6-P ase S de Pi

Lumem do RE

f

Glicose + Pi
Ib Ia Ic

FIGURA III — Complexo da Glicose-6-Fosfatase. A glicose-6-fosfato é transportada pela
enzima G6Pase translocase para o lumem do Reticulo Endoplasmatico (RE). Apenas no
lumem a glicose-6-fosfato ¢ catalisada pela enzima G6Pase, sendo desfosfatada. (modificado
de CHEN, Y. T. — Glycogen Storage Diseases. In: Scriver, C. R.; Beaudet A. L.; et al.: The
Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease, 8" ed, vol 1. New York McGraw-
Hill, 2001; 1521-1551.) @
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1.3. Glicogenose tipo I a

1.3.1. Definic¢ao:

A glicogenose do tipo la € resultado do defeito da sub-unidade catalitica do complexo
enzimatico da Glicose-6-Fosfatase ©.

Durante o jejum, a glicogenoélise e a gliconeogénese, principais responsaveis pela
homeostase glicémica, produzem glicose-6-fosfato, que ¢ hidrolizada no figado para glicose e
fosfato. A hidrélise da glicose-6-fosfato constitui a etapa final da produgdo de glicose, pois

enquanto a mesma estiver fosfatada, ¢ incapaz de atravessar a membrana celular do hepatdcito

para alcangar outros tecidos.

1.3.2. Epidemiologia:

Glicogenose tipo I é uma doenga com incidéncia estimada de 1: 100.000-1:300.000
nascidos vivos ‘'Y Em populacdes de judeus Ashkenazi a incidéncia da doenga pode ser

muito mais alta, sendo a freqiiéncia estimada de portadores na populagdo de 1:65 individuos

(12)

A freqiiéncia relativa de glicogenose tipo Ia e glicogenose tipo Ib ¢ da ordem de 5-10:1

@) Um recente estudo multicéntrico realizado na Europa apresentou 57 pacientes (19%) com

glicogenose tipo Ib e 231 pacientes (81%) com glicogenose tipo Ia. ),

. A s . .. 15
Acomete com igual freqiiéncia pessoas do sexo masculino e feminino 19),

A doenga ¢ descrita em caucasianos, hispanicos, orientais (japoneses e chineses),

judeus e turcos (16)



16

1.3.3. Genética

A glicogenose tipo la (OMIM - 232200) @7 ¢ uma doenca autossdmica recessiva 02,

determinada por alteragdo no gene G6PC (HGNC: 4056) @8 localizado no cromossomo 17

locus q21 @n, que codifica a sub-unidade catalitica do complexo enzimatico Glicose-6-

Fosfatase 9.

O gene G6PC (FIGURA 1V) apresenta uma estrutura com 12,6 kb, divididos em 5

(20)

exons com 309, 110, 106, 116 ¢ 2455 pares de bases, respectivamente @) No exon V

somente 509 pares de bases sdo codificadores (19),

| I 1l \Y, v

—n j i i I

309pb 110pb 106pb 116pb 2455pb
509pb

q
A

12,6 Kb

FIGURA 1V - Representacgdo da Estrutura do Gene da G6PC (modificado de Geneatlas: Gene
Database [on line]. G6PC [citado 11 jan 2006]. Disponivel em: http://www.dsi.univ-
paris5.fr/genatlas/fiche.php?symbol=G6PC)

O gene G6PC codifica um RNAm com 3096 pares de bases, sendo que 1074 pares de

bases representa a regido codificadora @Y A proteina resultante, apresenta 357 aminoacidos.
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Até o momento, 85 mutacdes diferentes foram descritas nesse gene @) (TABELA 3).

TABELA 3: Frequiéncia dos Tipos de Mutacdo do Gene G6PC

Tipo de Mutagéo Numero de mutagdes
Sentido incorreto/ Sem sentido 63
Splicing 4
Reguladora 0
Pequenas delegdes 11
Pequenas inser¢des 4
Pequenas delecdo/insergao 3
Grandes delecdes 0
Grandes inser¢des 0
Rearranjos complexos 0
Variagdes repetidas 0
TOTAL 85

(Modificado de HUMAN GENE MUTATION DATABASE [on line]. G6PC. [citado 13 out
2006]. Disponivel em : http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=G6PC)

As mutagdes mais freqiientemente observadas nos pacientes com glicogenose tipo la
sdo: R83C (26,7%), 158 delC (20%) e Q347X (11,7%), localizadas respectivamente nos
exons2,1e5 @)

Em caucasianos observa-se que as mutagdes mais freqiientes sdo: R83C (29,9%) e

Q347X (32%) @9,
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1.3.4. Complexo enzimético Glicose-6-Fosfatase:

O complexo enzimatico Glicose-6-Fosfatase ¢ uma proteina integral da membrana do
reticulo endoplasmatico (25), que catalisa a hidrolise da glicose-6-fosfato para glicose e fosfato
(FIGURA V). Essa reacdo faz parte da glicogenodlise, que é o conjunto de reacdes que

catalisam o glicogénio, liberando a glicose para alcangar outros tecidos.

Glicose

Glicose
Glicose 6 Fosfatase T

Glicose-6-P
Fosfoglicomutase T

Glicose-1-P
Fosforilase

Transferase
Enzima Desramificadora

Glicogénio

FIGURA V — Enzimas responsaveis pela glicogendlise

O complexo enzimatico G6Pase ¢ constituido por duas sub-unidades (FIGURA
I11):

e Sub-unidade catalitica (G6PC - HGNC: 4056) ®
e Sub unidade translocase (SLC37A4 - HGNC: 4061) 26)
G6Pase sub-unidade catalitica é uma glicoproteina de 36,5 KDa, costituida por 357
aminoacidos, ** ancorada ao reticulo endoplasmatico por 9 hélices trans-membrana com os

terminais amino e carboxi, voltados para a face luminal e citoplasmatica respectivamente

(FIGURAVI) @),
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Seqiiénciamentos sugerem que as G6Pases, fosfatases lipidicas, fosfatases acidas e
haloperoxidases de vanadio conservam uma regido idéntica, que se apresenta como uma
assinatura de fosfatases. Na G6Pase, isso ocorre entre os residuos 76 ¢ 180. Baseado na
estrutura cristalizada de cloroperoxidases contendo vanadio foi inferido que os aminoacidos
que participam diretamente da reacdo de catalise, ou seja, constituem o sitio ativo da enzima,
sdo os: K76, R83, H119, R170 e H176 #*.

A localizagdo dos aminoacidos R83, H119, R170 e H176 determina que o sitio ativo
da enzima esteja encerrado na face luminal da enzima. Assim, para que a reacdo de catalise
ocorra, ¢ necessario que o substrato (glicose-6-fosfato) seja transportado para o interior do
reticulo endoplasmatico @) Esse transporte € realizado pela G-6-Pase translocase, parte

igualmente fundamental do complexo enzimatico da Glicose-6-Fosfatase @n

Lumem do RE

Citoplasma

FIGURA VI — Estrutura proteica da G6Pase exibindo a sequencia de aminoacidos e algumas
mutagdes na face luminal ¢ na regido transmembrana.(modificado de Pan, C. J.; Kei, K.;
Annabi, B.; et al. — Transmembrane topology of glucose-6-phosphatase. J Biol Chem, 273:
6144, 1998.)@)
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Nenhuma mutagio que codifica aminoacidos das algas citoplasmaticas foi identificada.
Observa-se que mutagdes de bases que codificam aminoacidos localizados nas hélices

transmembrana causam maior redugdo da atividade enzimatica do que aquelas relativas a

aminoacidos localizados nas alcas luminais @) Assim, especula-se que a integridade

estrutural das hélices transmembrana seja fundamental para o funcionamento da enzima.

1.3.5. Fisiopatologia:

Nos periodos de jejum, a glicose armazenada sob a forma de glicogénio, ou aquela
produzida a partir de substratos ndo carboidratos, deve sofrer catalise.
Mutagdes no gene GO6PC causam disfuncdo da Glicose-6-Fosfatase em sua sub-

. Iy 1 . . ~ ..
unidade catalitica @, comprometendo o metabolismo normal, pois a reagdo constitui a etapa

final dessas reacdes de catalise: glicogenolise e gliconeogénese.

Como conseqiiéncia os individuos com glicogenose tipo Ia sdo incapazes de manter

glicemia normal nos periodos de jejum, ficando suscetiveis a hipoglicemia (FIGURA VII).

Glicogénio

» Glicoie—l—P Hipoglicemia
ADP

/ Glicose-6-P l Glicose
Acido Urico Trigses-P —p Glicerol - P
Hiperuricemia ,* }Triglicérides
Piruvato
Lactato A/ L= —_ —p Acetil-CoA _p.Ac. Graxos
<~ Ciclobe '\, A
; At L Krebs / I i Colesterol
Acidose Latica "~ _ s :

Dislipidemia
Tecido Adiopso

FIGURA VII - Fisiopatologia bioquimica da glicogenose tipo I (modificado de CHEN, Y. T.
— Glycogen Storage Diseases. In: Scriver, C. R.; Beaudet A. L.; et al.: The Metabolic and
MoIeCL(JI)ar Bases of Inherited Disease, 8" ed, vol 1. New York McGraw-Hill, 2001; 1521-
1551.) @,
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O actimulo de glicose-6-fosfato no meio intracelular, leva a um aumento da reagdo

glicolitica (29)

*com producdo abundante de acetil-CoA e glicerol, que sdo os substratos para a
producdo de triglicérides e colesterol, resultando em aumento da lipogénese (28) (FIGURA
VII)

A lipdlise das lipoproteinas circulantes é defeituosa nos pacientes com glicogenose

tipo | (031 " A diminuicdo da atividade da lipoproteina lipase (0)

e a diminui¢do da captacio
de LDL observada em pacientes com glicogenose tipo la ®2) Jevam a diminuicio do
clareamento plasmatico de triglicérides e colesterol respectivamente. Observa-se ainda que
nos pacientes com glicogenose tipo Ia ha aumento dos niveis séricos de acidos graxos livres,
provavelmente, conseqiiente a lipolise do tecido adiposo regulada pela atividade da lipase
hormonio sensivel em resposta aos baixos niveis de insulina @8),

Assim, o aumento da sintese e¢ a diminui¢do dos mecanismos de clareamento,
poderiam explicar a dislipidemia.

Especula-se ainda, que o aumento da produgdo de piruvato e conseqiiente acetil-CoA,
leve a um aumento da producdo de malonil-CoA, que atua inibindo a carnitina palmitoil
transferase I, enzima fundamental a reacdo da beta-oxidagao ®3) Assim, além do aumento da
producdo de lipideos, ocorre a diminuic¢do de sua utilizagdo.

O aumento da reagdo glicolitica leva ainda a produgdo abundante de piruvato,
convertido em acido latico pela enzima desidrogenase latica, determinando acidose latica
(FIGURA VII).

No hepatdcito, o acimulo de substancias fosfatadas participantes da reacdo glicolitica,
leva a deplecdo do fosfato intracelular e um conseqiiente aumento da degradagdo de
nucleotideos de adenina, e produgdo de acido urico (FIGURA VII). O acido latico produzido
em excesso compete com o acido urico na excre¢do renal. Assim o aumento de produgdo ¢ a

e - . . . (4
diminui¢@o de excregao resultam em hiperuricemia @,
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1.3.6. Quadro Clinico:

O quadro clinico dos pacientes com Glicogenose tipo Ia ¢ inerente as alteragdes
fisiopatologicas, podendo se apresentar agudamente sob a forma de crises ja nos primeiros
meses de vida, ou como complicacdes das alteragdes bioquimicas cronicas.

A idade média para apresentagdo de sinais e sintomas em pacientes com glicogenose
tipo la € de 6 meses, sendo que 90% dos pacientes apresentam alguma manifestagdo antes de

completar 1 ano de vida ),

Recentemente, um grupo de 288 pacientes com glicogenose tipo Ia foi avaliado ) e
as caracteristicas dominantes apresentadas pelos pacientes foram: abdomen protuberante
(83% dos pacientes), sintomas de descompensagdo metabolica aguda (71%), falha de
crescimento (25%), hipotonia (13%), atraso do desenvolvimento neuropsicomotor (7%) e
infec¢des recorrentes (3%). Fascies semelhante a uma boneca € referida como caracteristica
da doenga ® ¥ 0 abdome protuberante ¢ conseqiiente ao aumento do figado e dos rins @3
Os sintomas de descompensag@o metabolica aguda sdo relacionados a hipoglicemia e acidose
latica.

Hipoglicemia, uma das caracteristicas mais marcantes da doenca, ocorre nos periodos
de jejum, quando se faz necessario o uso de glicogénio para manutencdo da homeostase
glicémica, concomitante a acidose latica. Em lactentes isso ocorre quando o intervalo entre as
mamadas é mais longo @9),

A descompensacdo metabolica aguda pode manifestar-se através de: convulsdes,
sudorese profusa, taquipnéia, perda ou rebaixamento do nivel de consciéncia, crises de apnéia
ou de cianose e até mesmo Obito @ 314,

Observou-se que em 65% das crises metabolicas agudas o paciente apresentou

convulsdes e em 15% sudorese e palidez ),
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A dislipidemia é observada através do aparecimento de xantomas e maculas

amareladas na conjuntiva. Pode ser detectada, durante uma coleta de sangue, pela presenca de

A . . ~ S 10) (@
soro lipémico, o que pode interferir em outras mensuragdes bioquimicas 1 @3 ©9),

Complicagdes relativas a dislipidemia ndo sdo freqiientes, porém pancreatites e colelitiase

podem ocorrer (14 (@),

A possibilidade de aterosclerose precoce foi avaliada devido a presenca de

NPT . . .. . . 36
dislipidemia e microalbuminuria, marcas quase constantes da glicogenose tipo Ia (36),

~ A . 37) (38
Entretanto, ndo se detecta com freqiiéncia a aterosclerose nesses pacientes " @9,

A hiperuricemia pode levar a complicagdes em 14% dos pacientes A doenca

4 (39

gotosa pode ser observada na puberdade , porém complicagdes renais como o

aparecimento de calcificacdes e litiase renal podem ocorrer precocemente, ja em lactentes
jovens g

Outra caracteristica da doenga é a tendéncia a sangramentos ou epistaxe presente em
cerca de 23% dos pacientes com glicogenose tipo | ), possivelmente resultante de disfungao

da agregacao plaquetaria @69,

12 .
I @ estando associada a um

Anemia é comum em pacientes com glicogenose tipo
pobre controle metabdlico 0 Um estudo recente observou 20% de anemia em pacientes com
glicogenose tipo Ia . A anemia apresenta-se como microcitica e relacionada a deficiéncia
de ferro *?. Anemia resistente a terapia com ferro foi relacionada a presenca de adenomas
hepaticos, que uma vez ressecados determinam a rapida corre¢do da mesma “y)

Crescimento deficiente com estatura abaixo de 2 desvios-padrido da estatura média
para a idade foi observada em 16% dos pacientes com glicogenose tipo Ia e idade entre 2 ¢ 5
anos e em 39% entre 5 e 10 anos.

Um estudo observou que os pacientes com glicogenose tipo Ia mesmo durante o

— 40
tratamento apresentam altura significantemente menor que suas estaturas alvo “0_Observou-
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se -1,2940,59 desvios-padrao na altura de criangas entre 7-14 anos em tratamento com amido
cru e -1,2440,63 desvios-padrio para as tratadas com infusdo noturna continua de glicose, ndo
havendo diferenca significante entre os dois grupos (42) A estatura final foi alcancada em uma
idade mediana de 21 anos para os pacientes do sexo masculino e 20 anos para as do sexo
feminino. Foi observado atraso de desenvolvimento puberal em 56% dos pacientes com

(14)

glicogenose tipo Ia . Um controle metabolico adequado pode melhorar o crescimento

desses pacientes “3)

Uma complicagdo freqiiente em pacientes com glicogenose tipo la ¢ a formacao de
adenomas hepaticos @0 @9 o aparecimento dessa complicagdo ja foi descrito em pacientes
de 2 a 54 anos de idade, ndo obstante, ¢ muito mais freqiiente a partir da segunda década de
vida 4 (49 (49). Dependendo da populagdo estudada, observa-se uma prevaléncia que varia
entre 22% e 75% “°.

Os adenomas podem ser solitarios ou multiplos e evoluir com complicagdes
hemorragicas ou transformagdes malignas. A regressdo desses tumores foi observada em
alguns pacientes apos a instituigdo do tratamento dietético “°).

Complicacdes renais também sdo freqiientes em pacientes com glicogenose tipo Ia @
(14) (36) (47) (48) (49), Nefromegalia secundaria ao acimulo de glicogénio no tecido renal é muito
comum ¥ “8 (49, Hiperfiltracdo, geralmente, é a primeira manifestacdo de doenca renal ) (8),
Aos 16 anos, cerca de 40% dos pacientes ja apresentam microalbumintria e 8% proteinuria.
Aos 24 anos, cerca de 80% tém microalbumintria e 20% proteintiria @, Hipertensao arterial
foi observada em 6% dos pacientes com idade mediana de 17 anos ), Hipocitratiria foi
observada em 100 % dos pacientes em 2 estudos independentes com pacientes cujas idades
variaram de 2 & 24 anos e 2 a 28 anos " 0, Hipercalcuria foi observada em 45% dos
pacientes @0 A alta prevaléncia da hipocitraturia as vezes associada a hipercalciuria explica a

(36) (47) (48) (50)

frequente ocorréncia de litiase ou nefrocalcinose nesses pacientes . Outras
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complicagdes observadas sdo: tubulopatias, amiloidose renal, nefropatia secundaria a
hiperuricemia e insuficiéncia renal cronica com a progressdo da doenga renal (4) (a7) (48) (49)
Estudos comparando a densidade mineral dssea de pacientes com glicogenose tipo Ia e

grupos controles, observaram significante reducdo no primeiro grupo GLEAG3) A osteopenia,

(44)

N .

provavelmente ocorre secundaria a acidose metabodlica cronica e hipercalcitiria e estd

associada a redugdo da forca muscular e pobre controle metabodlico ®9_ Fraturas freqiientes

6)

foram observadas em pacientes adultos @ , entretanto, em estudo onde a idade mediana foi de

. - , . N . - . 14
10 anos, as complica¢des secundarias a osteopenia ndo foram freqiientes ),
L, . ~ . L, . 55 ~
Outras caracteristicas como a redug@o da capacidade de exercicio ®9) lesdo cerebral
. V. . . A . 56 . - , .
conseqiiente a hipoglicemia cronica grave 8), hipertensdo pulmonar grave secundaria a altos

(57) (58)

, . . . ,- (59 .
niveis de serotonina e diarréia ©?, foram observadas em alguns pacientes.

1.3.7. Diagnostico

O quadro clinico caracteristico permite a suspeita do diagndstico. Ao exame,
geralmente observa-se hepatomegalia e sinais e sintomas que refletem os distarbios
bioquimicos relativos a hipoglicemia e acidose metabolica.

Um algoritmo de investigacdo de hipoglicemia normalmente ¢ seguido @ sendo
recomendada a realizacdo de teste de tolerancia a glicose, com a determinagdo de glicemia e
lactato ©% 1,

Durante o jejum, observa-se aumento do lactato, conforme fisiopatologia
anteriormente descrita, que diminui com a carga de glicose. Essa situagdo ¢ exatamente oposta
em pacientes normais em que o lactato diminui durante o jejum e tem uma discreta elevacio

apos a carga de glicose @3)
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Outro teste funcional que pode ser executado € o teste de jejum com administragdo de
glucagon ou epinefrina. Durante esse teste observa-se que o paciente apresenta hipoglicemia e
aumento do lactato durante o jejum e ndo hd aumento da glicemia ou redugéo do lactato com a
administracdo de glucagon ou epinefrina como ocorreria em uma pessoa sadia. Em um
paciente com glicogenose tipo Ia o glucagon ou a epinefrina ndo elevam significativamente a
glicemia e o lactato aumenta (13) (60) (12),

Os testes supracitados, ndo obstante, sdo apenas parte de uma triagem, na investigagdo
de diagnosticos diferenciais relacionados a hipoglicemia.

O diagnostico definitivo € realizado através da mensuracdo da atividade da enzima
glicose-6-fosfatase em tecido obtido através de bidpsia hepatica @) € (12) (13 (62)

As caracteristicas anatomo-patologicas do fragmento obtido através da bidpsia
hepatica sdo relativamente sensiveis para o diagnostico da glicogenose tipo I, entretanto, ndo é
especifica, especialmente para determinag@o do subtipo. Assim, embora possa contribuir para
o diagnostico ndo fornece informagio suficiente para sua certeza 2.

A analise anatomo-patoldgica do fragmento observa-se intenso actimulo de glicogénio
nos hepatdcitos, com distribuigdo relativamente uniforme, exceto nas por¢des onde ¢
interrompida por vacuolos lipidicos, que sdo freqiientes ¢ grandes (FIGURAVIII). Os
hepatocios apresentam ainda, colora¢do palida e membrana plasmatica proeminente
(FIGURA IX). O aumento dos hepatocitos associado ao concomitante colapso dos sinusoéides
proporciona ao parénquima uma aparéncia de mosaico, por obscurecer a arquitetura da placa
limitante. A presenga de glicogénio no nucleo dos hepatdcitos é comumente observada em
pessoas normais, mas na glicogenose tipo I chama a atengdo a profusdo e aspecto grosseiro

desse fendmeno, ou seja, a hiperglicogenose nuclear, (63) (64) (69),
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Observa-se ainda que a presenca de fibrose (FIGURA X), inicialmente, considerada

ausente nos pacientes com glicogenose tipo I, foi descrita em graus variados, e pode progredir

(64) (65)

com a idade

FIGURA VIII — Fragmento de bidpsia hepatica, mostrando parénquima celular distendido

arranjado em uma forma de mosaico e com presenga de grandes vacuolos lipidicos.

FIGURA IX — Fragmento de bidpsia hepatica, mostrando intenso acimulo de glicogénio nos

hepatdcitos determinando aspecto de palidez.
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FIGURA X — Fragmento de biopsia hepatica, mostrando fibrose no tecido hepatico.

(19)

Atualmente, com a identificagdo do gene codificador da enzima Go6Pase o

diagnostico definitivo pode ser realizado através da analise de suas mutagdes (19) (24) (67) (68) (69)

(70) (71) (72) (73) (74) (75) (76) (77) (78) (79) (80) (81) (82) (83) (84) (85) (86) (87) (88) (89) (90) (91) (92) (93)

Baseado em varios dos estudos acima, um roteiro para investigacdo diagnostica foi

proposto por Rake et al (FIGURA XI):
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Anormalidades Clinicas e Bioquimicas Suspeitas de Glicogenose Tipo |I:

Hepatomegalia, hipoglicemia, hiperlactacidemia, baixo crescimento, facies de boneca, obesidade axial,
hipotrofia muscular, diarréia, hiperlipidemia, hiperuricemia, fun¢do plaquetaria alterada.
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1 Mutagio Relevante:
Glicogenose Ib

Analise Molecular
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Auséncia de
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Auséncia de
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Ensaio enzimatico.

G6PC = Sub-unidade catalitica da Glicose-6-Fosfatase (Glicogenose tipo Ia)
G6PT = Sub-unidade tranportadora da Glicose-6-Fosfatase (Glicogenose tipo Ib)

FIGURA XI (Modificado de Rake JP, ten Berge AM, Visser G, Verlind E, Niezen-Koning
KE, Buys CH, et. al. Glycogen storage disease type Ia: recent experience with mutation
analysis, a summary of mutations reported in the literature and a newly developed diagnostic

flow chart) 2
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1.3.8. Tratamento

O tratamento da glicogenose tipo la visa prover uma fonte dietética de glicose a fim de

manter a glicemia acima de 70 mg/dL e o lactato sérico menor que 2,0 mmol/L (4) (12) (13) (37) (1)

©8) 0 calculo para essa quantidade ¢ baseada na taxa de producdo basal de glicose em

mg/minuto (0,0014x> — 0,214x* +10.411x-9,084, sendo x = peso em Kg) *?.
Mantendo-se a glicemia acima dessa concentragdo critica ¢ possivel bloqueara

ativagdo de contrarreguladores da hipoglicemia, evitando-se com isso as descompensagdes

metabdlicas agudas (42) (99) (100) (101) (102)

Um bom controle da glicemia pode retardar ou até mesmo evitar o aparecimento de

complicagdes tardias da doenca (12) (14 8)

Uma variedade de métodos para prover essa fonte de glicose foi tentada, incluindo a

(100) (103)

infusdo parenteral continua de glicose , infusdo continua de glicose através do trato

(44) (100) (101) (102) (104)

gastrointestinal através de sonda gastrica ou gastrostomia , € 0 uso de

alimentos com liberagdo lenta de residuos de glicose (maltodextrina e amido) () (12) (13) (37) (42)

(44) (98) (99)

Uma extensa revisao proveniente de 16 centros hospitalares especializados em doenca

2 (105), constituindo o Estudo

metabdlica em 12 paises diferentes, foi publicada em 200
Europeu de Glicogenose do Tipo I, que incluiu 231 pacientes com glicogenose tipo la com
idades que variaram entre 0,4 e 45.4 anos com mediana de 10,4 anos,

As diretrizes do tratamento dietético (TABELA 4), metas do tratamento (TABELA 5),
manejo das complicacdes agudas e cronicas e as normas para seguimento dos pacientes,
estabelecendo a freqiiéncia das consultas e dos exames laboratoriais e de imagem foram

. .~ (105
definidos nessa revisio 1%,
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TABELA 4 - Dieta Recomendada para Pacientes Portadores de Glicogenose Tipo |

Idade Dia Noite Necessidade de
glicose
0-12 meses Aleitamento materno / Férmula infantil | CNGDF se possivel por 12 |7-9 mg/kg por
(sem lactose, com maltodextrina) a cada | horas (50% —> 35% energia), | minuto
2-3 horas. caso contrario: alimentagdes
A partir de 6 meses: maltodextrina da | frequentes
formula ¢ substituida por arroz/milho
(acima de 6%)
1-3 anos 3 refeicdes com PCCS e 2 lanches | CNGDF durante 12 horas | 6-8 mg/kg por
(preferencialmente PCCS) (35% de energia), caso|minuto
UCCS (4 horas de intervalo, 1,0-1,5|contrario: UCCS (4 horas de
g/kg) intervalo, 1,0-1,5 g/kg)
3-6 anos 3 refeicdes com PCCS e 2 lanches | CNGDF durante 12 horas |6-7 mg/kg por
(preferencialmente PCCS) (35% de energia), caso|minuto
UCCS (4-6 horas de intervalo, 1,5-2,0 | contrario: UCCS (4-6 horas de
g/kg) intervalo, 1,5-2,0 g/kg)
6-12 anos 3 refeicdes com PCCS e 2 lanches | CNGDF durante 10 horas|5-6 mgkg por
(preferencialmente PCCS) (30% de energia), caso|minuto
UCCS (6 horas de intervalo, 1,5-2,0 | contrario: UCCS (6 horas de
g/kg) intervalo, 1,5-2,0 g/kg)
Adolescentes |3 refeicdes com PCCS e 2 lanches | CNGDF durante 10 horas|5 mgkg por
(preferencialmente com PCCS) (30% de energia), caso|minuto
UCCS (6 horas de intervalo, 1,5-2,0 | contrario: UCCS (6 horas de
g/kg) intervalo, 1,5-2,0 g/kg)
Adultos 3 refeicdes com PCCS e 2 lanches | CNGDF durante 8-10 horas |3-4 mg/kg por
(preferencialmente com PCCS) (25%-30% de energia), caso | minuto
UCCS: (6 horas de intervalo, 1,5-|contrario: UCCS (6-8 horas de
2,0g/kg) intervalo, 2,0 g/kg)
CNGDF e UCCS durante a
noite para substituicdo aos
finais de semana e feriados

PCCS: Amido Pré Cozido
UCCS: Amido Cru
CNGDF: Alimentagao Noturna Continua Via Sonda Gastrica

TABELA 5 - Metas Bioquimicas Na Glicogenose Tipo |

N -

o)}

Glicemia pré prandial >3,5 — 4,0 mmol/l
Relagdo lactato/creatinina urinaria < 0,06 mmol/mmol
Concentragdo sérica de acido Urico no limite superior da normalidade para

idade e valor laboratorial.

Base excess em sangue venoso > -5 mmol/l e bicarbonato em sangue venoso>

20 mmol/l

Concentragao sérica de triglicérides < 6,0 mmol/l
Concentragdo fecal normal de a-1-antitripsina para Glicogenose Ib
Indice de massa corporea entre 0,0 e + 2,0 desvios padrio
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1.3.9. Prognostico

A elucidagdo dos mecanismos moleculares e bioquimicos envolvidos na doenca
permitiu a racionalizagdo da investigacdo diagnostica, do tratamento e seguimento
ambulatorial dos pacientes com glicogenose tipo la.

Com a institui¢do do tratamento, prevenindo a hipoglicemia, melhoraram as alteragdes
metabolicas relativas a acidose latica, hiperuricemia, dislipidemia e os pardmetros clinicos
relacionados ao crescimento e desenvolvimento neuroldgico, bem como as complicagdes
tardias (12 (14) (38) (42) (99) (100) (101) (102)

Aderéncia ao tratamento e precocidade no diagnodstico sdo fundamentais para uma boa
evolugdo nas doengas onde o tratamento ndo é curativo.

A incidéncia de algumas complicagdes foi relacionada a época do diagnoéstico e inicio
de tratamento “® 9,

O diagnoéstico pré-natal, amplamente desejado, ocorre apenas quando existe um
antecedente familiar.

A maioria dos diagnoésticos ¢ realizada através da suspei¢do clinica, que deve ser
confirmada com a analise da atividade enzimatica em fragmentos de tecido hepatico ou
através da analise de mutagdes.

O diagndstico precoce pressupde geralmente que um lactente jovem de 3-4 meses seja
submetido a uma bidpsia hepatica, muitas vezes a céu aberto, devido a necessidade de um
grande fragmento para a realizacdo da mensuracdo da atividade enzimatica. Esse
procedimento invasivo € com riscos inerentes ao ato cirirgico e anestésico, torna a realizagdo
do diagnostico precoce um grande desafio.

Com a identificacdo do cDNA, a identificagdo do gene G6PC e sua localizacdo no

locus 17g21 tornou-se possivel estabelecer o diagndstico de certeza da glicogenose tipo Ia
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através de técnicas moleculares pelo rastreamento das mutagdes da G6PC (19) (24) (67) (68) (69) (70)

(71) (72) (73) (74) (75) (76) (77) (78) (79) (80) (81) (82) (83) (84) (85) (86) (87) (88) (89) (90) (91) (92) (93)

Este método, diferente de seu antecessor (mensura¢do da atividade enzimatica em
microssomos hepaticos) permite o diagndstico da doenca sem a necessidade de procedimentos
invasivos, podendo ser realizado em amostras de sangue periférico. Assim, a analise de
mutacdes, além de seguranca para o paciente, apresenta outra vantagem sob o método
antecessor.

A existéncia de laboratdrios capazes de realizar a mensuracgio da atividade enzimatica
em fragmentos de biopsia hepatica, bem como a analise de mutacdes do gene GO6PC ¢é restrita
a poucos centros especializados. Amostras de sangue em papel periférico sdo facilmente
transportadas em papel filtro, enquanto tecido hepatico exige uma logistica e cuidados muito

mais complicados.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Avaliar as mutagdes no gene G6PC em pacientes com suspeita clinica de glicogenose

tipo la através de seqiienciamento.

2.2. Objetivo Especifico

Desenvolver um teste baseado em técnicas moleculares, para detecgdo das mutagdes
mais freqlientes que causam a GSDIa, padronizado para amostras de sangue armazenadas em

papel filtro.
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3. MATERIAIS E METODOS:

3.1. Casuistica

Foram estudados 16 pacientes de 14 diferentes familias, sendo 7 originalmente do
Ambulatério de Hepatologia do Departamento de Pediatria da Santa Casa de Misericordia de
Sdo Paulo e 9 encaminhados a esse servigo durante novembro de 2005 a novembro de 2006.

Das 14 diferentes familias, 7 tinham histdria de consangiiinidade.

Os critérios de inclusdo no estudo foram:

e Pacientes com suspeita clinica de glicogenose tipo Ia, ou seja, aqueles que
apresentavam hepatomegalia associada a hipoglicemia ou hipertrigliceridemia ou
hipercolesterolemia.

e Pacientes com diagnostico de glicogenose tipo la previamente confirmado pela analise

da atividade enzimatica em fragmentos de tecido hepatico.

Durante a consulta o paciente e suas familias foram convidados a comparecer a uma
entrevista, onde foram explicados os objetivos da pesquisa e os procedimentos a serem
realizados. Os pacientes encaminhados por outros servigos foram informados a respeito dos
objetivos da pesquisa e dos procedimentos a serem realizados, pelos seus respectivos
médicos, que haviam sido orientados pelos pesquisadores.

Obteve-se previamente a aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo e pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) conforme o parecer de niimero 11943/2007, (anexo
1). Todos os pacientes ou responsaveis formalizaram sua anuéncia através de termo de

consentimento livre e esclarecido (anexo 2)
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3.2. Métodos

3.2.1. Coleta de Material

Foi realizada anti-sepsia com alcool 70°GL na regido da veia braquial e secado com
gaze esterilizada.

Foi realizada pung@o venosa para coleta 1 mL de sangue. Com a seringa o sangue foi
gotejado em papel filtro do tipo “FTA Gene Card” de forma a preencher 4 circulos de
aproximadamente 1,5 cm de didmetro previamente marcados no papel filtro. Aguardou-se a
secagem do material em temperatura ambiente, e acondicionou-se o material protegido contra

umidade ou ressecamento, ao abrigo da luz em saco plastico.

3.2.2. Extracdo de DNA

O DNA foi extraido por método padronizado no Laboratério de Medicina Molecular
do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa
de Sao Paulo (ainda ndo publicado — Rocha et.al).

Foram removidos, utilizando um perfurador Olfa, trés discos (circulos) de
aproximadamente 3 mm do cartdo “FTA Gene Card” contendo amostra de sangue e colocados
em um tubo eppendorf de 1,7 mL, onde foram adicionados 80 uL de agua destilada. A
mistura foi incubada com a tampa aberta a 60°C em bloco térmico durante 12 horas.

Apds esse periodo foram adicionados ao tubo agora seco, SOuL de agua destilada e
incubada a mistura por 10 minutos.

Apds, centrifugou-se a mistura por 30 minutos a 14000 rpm, deixando o DNA em
suspensdo. Apods a extragdo, o DNA em suspensdo foi transferido para um novo tubo e foi

armazenado em refrigeracdo -20°C, sob protecéo da luz.
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3.2.3. Amplificagdo através da reacdo em cadeia da polimerase dos 5 exons que
compdem o gene G6PC.

A amplificagdo foi realizada utilizando-se os primers (TABELA 6), que flanquearam
os 5 exons em fragmentos de diferentes tamanhos (FIGURAXII):

TABELA 6 Sequéncia dos Primers Utilizados para Flanquear os 5 Exons do Gene G6PC

Exon | Seqiiéncia dos primers (5°—3") Fragmentos (bp)

1 Direto-1 TCT GCT GAC ATC TTC CT 307

Inverso-1 GCC TCT TTT CTT GCT GA

2 Direto-2 GCA TTC ATT CAG TAA CCC 192

Inverso-2 TCC ACT CAG CTT CTG TCT

3 Direto-3 CAC CTT TAC TCC ATT CTC 209

Inverso-3 GTG GTG TGT CAG CTA CA

4 Direto-4 GCC AGG CTC CAA CAT TT 259

Inverso-4 GGA GAG AAA CGG AAT GG

5 Direto-5 CTT CCT ATC TCT CAC AG 647

Inverso-5 TCA CTT GCT CCA AAT ACC

307pb 192pb 209pb 259pb 647pb
— = o S e e B e N
309pb 2455pb
! Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5*
ATG

FIGURA XII — Tamanho dos fragmentos amplificados e suas posi¢des em relagdo aos exons

19 "No exon V somente 509 pares de bases sdo codificadores e fragmento de 647 pb os

encerra.
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Na reagdo utilizamos reagentes do “GeneAmp - PCR reagent kit with AmpliTaqg DNA
polymerase PERKIN ELMER, Branchburg, New Jersey, USA” n° catalogo N801-0055.
» 200 ng de DNA gendmico
» 3uL de solugdo tampao(100mM Tris-HCI pH 8.3; 500 mM KCI; 15 mM MgCl,, 0.01
w/v gelatina) 10X
» 0,2 mM de dNTPs ( desoxinucleotideos)
» 20 pmol de cada primer (direto e inverso)
» 2,5 U de Taqg DNA polimerase
para um volume final de reacdo de 30 pL.
A mistura foi colocada em termociclador (GeneAmp(R) PCR System 9700 Applied
Biosystem, Foster City,CA, USA) para amplificacdo dos exons do gene G6PC, sendo

submetida a 30 ciclos (FIGURA XIII):

I—I 30 ciclos  —
| |

|
94°C | 94°C

72°C

|
|
| 72°C

5 min 1 min

52°C 1 min 7 min

1 min 4°C

FIGURA XIII- Representacdo do protocolo utilizado na programagio do termociclador para a

execucdo da reacdo de amplificacdo dos fragmentos dos 5 exons do gene G6PC.

O produto final da reagdo foi entdo armazenado refrigerado a -20°C, protegido da luz.
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3.2.4. Purificacdo do Produto de PCR

A 5pL do produto de PCR foram adicionados 2 puL da enzima SAP (Shrimp Alkaline
Phosphatase) e 0,5uL da enzima EXOI (Exonuclease 1), em gelo (0°C), sendo a
homogeneizagao realizada com pipeta.

A mistura foi incubada a 37°C por 15 minutos para ativag@o das enzimas SAP e EXO

I, sendo apos incubada a 80°C durante 15 minutos para inativagao das mesmas.

3.2.5. Reacdo de Sequenciamento

A 1uL do produto de PCR purificado foram adicionados 4 puL de agua, 3 pL de tampéo,
1uL de Primer da PCR 1,6 pmol/uL (direto ou inverso) e 1uL do kit de sequenciamento (Kit
Big Dye Terminator 3.1).

A mistura foi incubada a 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4

minutos por 25 ciclos (FIGURA XIV).

I_I 25 ciclos |_|

5 seg

FIGURA XIV — Representacdo do protocolo utilizado para programagdo do termociclador

para a execug¢do da reagdo de sequenciamento.
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3.2.6. Purificacdo da reagdo de sequenciamento para BigDye (3,1):

Foram adicionados ao produto de reagdo de sequenciamento 50 uL de isopropanol
65%, prosseguindo-se com homogeneizagdo com uso de vortex e transferéncia para tubo de
1,5 mL. A soluc¢ao foi deixada por 20 minutos a temperatura ambiente no escuro. A seguir foi
centrifugada por 25 minutos a temperatura ambiente. Retirado o sobrenadante desta solugdo
com a pipeta e adicionado 250 puL de etanol 60% . A solugdo foi homogeneizada e
centrifugada por 5 minutos a 1400 rpm em temperatura ambiente Foi seca no bloco térmico
por 90°C por 1 minuto ou em temperatura ambiente por 1 hora. Adicionados 15 pL de
formamida Hi Die, homogeneizado com uso de vortex (spin), e transferido para o tubo usado
no seqiienciador. Desnaturado a 95°C por 2 minutos. Transferido imediatamente para o gelo e

levado ao seqiienciador.

3.2.7. Sequenciamento Automatico

Para analise das mutagdes foi realizado o sequenciamento, utilizando-se seqiienciador
automatico ABI PRISM 310, que é baseado no método de terminagdo de cadeia usando
didesoxinucleotideos (ddNTP).

O sequenciamento automatico foi realizado em ambas as fitas, direta e inversa, para
que a analise das seqiiéncias fosse feita duas vezes em cada fragmento, aumentando a

confianga no resultado.
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3.2.8. Anaélise do Sequenciamento

Os resultados do sequenciamento foram salvos em eletroferogramas analisados com o
programa ChromasPro MFC Application, versdo 1.2.2.3.

Os eletroferogramas foram transformados em arquivo de texto analisado com o auxilio
do programa Gene Runner verséo 3.0.5.

Neste programa as seqiiéncias obtidas foram comparadas com a seqiiéncia do gene
G6PC referida no banco de dados Consensus CDS Database . E a regido intronica foi
comparada com a seqiiéncia do gene GO6PC referida no banco de dados Gene Atlas: Gene

Database — G6PC @Y,

3.2.9. Avaliacdo das Mutacbes Mais Freqlentes do Gene G6PC por Meio de
Enzima de Restri¢do (RFLP-Restriction Fragment Length Polymorphism)

Uma vez identificadas as mutacdes através da analise dos resultados do
sequenciamento automatico com o programa Gene Runner, as 2 mais freqiientes foram
selecionadas como alvo para padronizagao de teste rapido.

Como as 2 mutagdes mais freqlientes, R83C e Q347X, alteravam sitios de restri¢do de
enzimas conhecidas, a técnica de RFLP foi escolhida para sua detecgao.

Para a mutacdo R83C foi escolhida a enzima Hgal (New England Biolabs-cod.
R0154L)(107) e para a mutagdo Q347X foi escolhida a enzima Bfa I (New England Biolabs-

cod. RO568L) 1%,
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Na mutagdo R83C®Y h4 a troca de uma base C por uma base T, resultando na
substitui¢do de um aminoacido arginina por cisteina.

A seqiiéncia normal (Anexo 3) e a mutante (Anexo 4) obtidas com os primers
escolhidos para flanquear o exon 2 %) 5ob a agdo da enzima Hgal (New England Biolabs-

cod. R0154L)(107 sdo cortadas em fragmentos de tamanhos diferentes (FIGURAXV):

192pb A

Normal - - —
: :
! Exon 2 :
|
P R | . R |4—>E
49pb 99pb 44pb
192pb
< : > B
Mutante I
Exon 2 I
4 R
148pb 44pb
FIGURA XV

A) Representacdo dos fragmentos obtidos com a digestdo de um fragmento normal
flanqueado pelos primers do exon 2 pela enzima Hgal.

B) Representacdo dos fragmentos obtidos com a digestdo de um fragmento mutante
flanqueado pelos primers do exon 2 pela enzima Hgal.

Limites do fragmento flanqueado pelos primers.

Cortes obtidos com a enzima Hgal
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Na mutacdo Q347X ha a troca de uma base C por T, resultando em substitui¢do de
uma aminoacido glutamina, por um “stop cédon” ®1),
A seqliéncia normal (Anexo 5) e a mutante (Anexo 6), obtidas com os primers

escolhidos para flanquear o exon 5 (198) 5ob a agdo da enzima Bfa I (New England Biolabs-

cod. R0568L)(108) sdo cortadas em fragmentos de tamanhos diferentes (FIGURA XVI).

647pb

Normal

A
v

647pb

647pb

Mutante

FIGURA XVI 513pb 71é4pﬁb

A) Representacdo do fragmento obtido com a digestio de um fragmento normal

flanqueado pelos primers do exon 5 pela enzima Bfal.

B) Representacdo dos fragmentos obtidos com a digestdo de um fragmento mutante
flanqueado pelos primers do exon 5 pela enzima Bfal.

________________________________ Limites do fragmento flanqueado pelos primers.

_________ Cortes obtidos com a enzima Hgal
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Nas reagdes de digestdo utilizando-se a enzima Bfal foram utilizados:

» 4uL do produto de PCR do exon 5.
» 10 U da enzima Bfa [
» 1 uL de solugao tampdo da enzima

» volume final de 10uL

Nas reagdes de digestdo utilizando a enzima Hgal foram utilizados:

» 4uL do produto de PCR do exon 2.
» 6 U daenzima Hga [
» 1 uL de solugdo tampao da enzima

» volume final de 10puL

As digestoes foram realizadas durante 4 horas em TA. Ao produto de reacdo da
digestdio foram adicionados 2uL de Bluejuice™ Gel loading Buffer (Invitrogen), e submetido
a corrida eletroforética em um gel de agarose 3% com brometo de etidio (0,05%).

No gel foi aplicado marcador de peso molecular de 50pb (5uL). ¢ marcador “low
DNA mass ladder” (2uL) para quantificagdo do DNA.

O gel foi submetido a eletroforese a 100V, 50mA com um tempo de corrida de 20
minutos.

Ap0s esse periodo o gel foi colocado em transiluminador para visualizagdo das bandas

sob luz ultravioleta com posterior realizagdo de documentagao fotografica.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise das mutacg6es pela técnica de sequenciamento automatico

Foram encontrados em 13 pacientes (TABELA 7), 5 mutagdes no gene G6PC
(FIGURA XVII) detectados pelo sequenciamento dos 5 exons, sendo:
e Pacientes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 11 com 2 muta¢des pontuais conhecidas em
homozigose ou em heterozigose composta.
e Pacientes 7, 8, 9 com 1 mutacdo pontual conhecida e 1 nova mutagido pontual.
e Paciente 12 com apenas 1 mutagdo conhecida.
e Paciente 13 com 2 mutagdes pontuais silenciosas em heterozigose.

Nos pacientes 14, 15 e 16 ndo foi encontrada nenhuma alteragdo em nenhum dos 5

exons do gene G6PC (TABELA 7).

A274T*
Q54P R83C G188R Q347X
I i [ I I

5 — —
309pb 110pb 106pb  116pb 2455pb

509pb

12,6Kb
FIGURA XVII — Mutagdes encontradas na analise molecular do gene g6PC

*Nova Mutagao



TABELA 7 Resumo das Alteracbes Encontradas no Gene G6PC
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Alelo 1 Alelo 2
Familia | Paciente Exon ATlfoca’ d_e Mutacio | Exon leoce} d_e Mutacio Pai Mée
minoé&cido Aminoécido
1 1C 1 CAG—-CCG Q54P 1 CAG—>CCG Q54P ekl ool
2 2C 2 CGT->TGT R83C 2 CGT->TGT R83C falelel ol
3 3C 2 CGT->TGT R83C 2 CGT->TGT R83C folalel FHx
4 4C 4 GGC—HCGC | G188R 4 GGC—H»CGC | G188R ol el
5 5 2 CGT-H>TGT R83C 5 CAG-HTAG Q347X | R83C | Q347X
6 6C 2 CGT->TGT R83C 2 CGT-HTGT R83C R83C | R83C
7 7 2 CGT->TGT R83C 5 GCT—>ACT | *A274T falekel roxx
8 2 CGT-H>TGT R83C 5 GCT->ACT | *A274T | R83C | A274T
° 9 2 CGT-H>TGT R83C 5 GCT—->ACT | *A274T | R83C | A274T
10 C 5 CAG-HTAG | Q347X 5 CAG-HTAG Q347X falakel Q347X
9
11C 5 CAG-HTAG | Q347X 5 CAG-HTAG Q347X falaiel Q347X
10 12 2 CGT->TGT R83C 10} 1} 1} 10} R83C
11 13 1 TAC->TAT Y44Y 5 TCG-HTCA S356S ol ok
12 14 %) @ %) @ @ @ Fkk sl
13 15 @ @ %] @ %] %] el el
14 16 %) @ %) %) %) %) ek ek

@

skskosk

Mutacao nova

Mutagao ndo encontrada

Teste ndo realizado

C = historia de consangiiinidade
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Nos pacientes 1, 2, 3,4, 5,6, 10 e 11 o diagnostico molecular confirmou o diagnostico
clinico de glicogenose tipo Ia, todos apresentavam hepatomegalia e hipoglicemia na histdrica
clinica. No paciente 12, que apresentava hepatomegalia, hipoglicemia, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia, hiperuricemia, acidose metabolica (latica), foi observado apenas uma
mutacdo, porém, seguindo a recomendagdo do roteiro de investigagdo proposto por Rake et.
Al % assume-se que de glicogenose tipo Ia seja o mais provavel.

No paciente 13, com 2 mutagdes pontuais silenciosas em heterozigose composta, ndo €
possivel inferir o diagndstico de glicogenose tipo la, este paciente apresentava historia de
infeccdo congénita e hepatomegalia ao nascimento e a partir de 1 ano de vida foi observado
hipoglicemia. Para os pacientes 7, 8 e 9, cuja analise molecular revelou a presenga de uma
mutacdo conhecida e uma nova mutagdo, associada ao quadro clinico de hepatomegalia,
hipoglicemia, hipertrigliceridemia a hipercolesterolemia, sugere-se fortemente o diagndstico
de glicogenose tipo la. As familias 7 e 8 sdo procedentes e naturais de locais diferentes.

Os pacientes 14 e 15 apresentavam histoéria de hepatomegalia, hipoglicemia e acidose
latica. O paciente 16 apresentava histéria de hepatomegalia e hipoglicemia. Os
eletroferogramas das fitas direta e inversa com as alteragdes encontradas foram fotografados
(anexo 7).

Em um total de 14 familias diferentes, foram observadas mutagdes do gene G6PC, na
seguinte propor¢ao: 10 alelos com a mutagdo R83C (35,71%), 3 alelos com a mutagao Q347X
(10,71%), 2 alelos com a mutagdo G188R (7,14%), 2 alelos com a mutacao Q54P (7,14%), 2
alelos com a mutagdo nova A274T (7,14%), 1 alelo com a mutagdo silenciosa Y44Y (3,57%),
1 alelo com a mutagao silenciosa S356S (3,57%) e 7 alelos normais (25%).

As mutagdes R83C e Q347X foram eleitas para o desenvolvimento do “teste rapido”.

A pesquisa da nova mutacdo A274T foi realizada em 100 individuos normais através

da técnica de RFLP utilizando a enzima Hinf I (New England Biolabs-cod. RO155L)
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4.2. Analise das mutagdes R83C e Q347X pela técnica de RFLP

Os produtos da PCR foram corados com brometo de etidio e submetidos a eletroforese
antes de serem submetidos a digestdo enzimatica, a fim de verificar os tamanhos intactos dos

produtos de amplificagdo (FIGURA XVIII).

Figura XVIII — Foto de gel mostrando 6 pogos (da esquerda para direita) ladder e os 5

fragmentos amplificados com os tamanhos de 307 bp, 192 bp, 209 bp, 259 bp e 647 bp.

O DNA dos pacientes cuja analise molecular revelou a presenca das mutagdes R83C e
Q347X foi novamente amplificado através da reagdo em cadeia da polimerase e submetido a

digestdo enzimatica.
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As mutagdes R83C em homozigose dos pacientes 2, 3 ¢ 6 e em heterozigose dos
pacientes 5, 7, 8, 9 e 12 foram confirmadas através da digestdo enzimatica utilizando a enzima
Hgal

Observamos a disposi¢@o das bandas do fragmento referente a amplificagdo do exon 2

apos 4 horas de digestdo (FIGURA XIX).

192bp .
148 bp ==--

9%bp .

49 bp
44 bp }

FIGURA XIX — Corrida eletroforética em gel de agarose 3 % do fragmento da amplifica¢ao
do exon 2 ap6s digestdo com a enzima Hga |
1 - Ladder 50 bp.2 - Paciente 6 (homozigoto para R83C).3 - Paciente 5 (heterozigoto para

83C).4 - Controle negativo (normal).5 - Fragmento ndo digerido.6 - Ladder low mass.
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As mutacdes Q347X em homozigose dos pacientes 10 e 11 e em heterozigose do
paciente 5 foram confirmadas através da digestdo enzimatica utilizando a enzima Bfal.
Observamos a disposi¢@o das bandas do fragmento referente a amplificacdo do exon 5

apos 4 horas de digestdo (FIGURA XX).

647 bp
513 bp

134 bp

Figura XX — Corrida eletroforética em gel de agarose 3 % do fragmento da amplificagdo do
exon 5 apo6s digestdo com a enzima Bfa |
1 - Ladder 50 bp.2 - Paciente 10 (homozigoto para Q347X).3 - Paciente 5 (heterozigoto para

347X).4 - Controle negativo (normal).5 - Ladder low mass.
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5. Discussao

As principais alteragcdes observadas na glicogenose tipo la sdo: hipoglicemia,
dislipidemia, hiperuricemia e acidose metabolica (lética)(4). O diagnostico precoce da doenga
exige elevada suspeicdo clinica. O diagnostico torna-se provavel quando as anormalidades
clinicas e laboratoriais sdo, aliadas a testes funcionais para investigagdo de hipoglicemias
(teste do glucagon ou teste da epinefrina) e exame anatomo-patoldgico de tecido hepatico, no
qual pode-se observar intensa esteatose e /ou acumulo intenso de glicogénio nos hepatocitos,
levam a hipotese diagnostica.

Contudo, o diagnostico de certeza ¢ realizado somente através da mensuracdo da
atividade enzimatica da glicose-6-fosfatase —sub-unidade catalitica em microssomos
hepaticos, obtidos através de bidpsia hepatica, muitas vezes a céu aberto devido a necessidade
de um grande fragmento para a realizagdo do exame.

Este procedimento invasivo e com riscos inerentes ao ato cirurgico e anestésico, bem
como o elevado custo e requisitos técnicos necessarios para a mensuracdo da atividade
enzimatica, fazem com que este teste seja restrito a poucos centros especializados, o que torna

o diagnostico da doenga um grande desafio.

Com a identificagdo do gene G6PC, tornou-se possivel estabelecer o diagndstico de
certeza da glicogenose tipo Ia por técnicas de biologia molecular, através do rastreamento das
X (19)
mutagdes do gene G6PC .
Este método molecular, diferente da mensuragdo da atividade enzimatica em
microssomo hepatico, permite o diagndstico da doenca sem a necessidade de procedimentos
invasivos, podendo ser realizado em amostras de sangue periférico, ja que as mutacdes estdo

presentes nas células germinativas. Desta forma, é possivel realizar os diagndsticos

precocemente, de forma segura e rapida.
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O sequenciamento dos 5 exons do gene G6PC e de parte dos introns imediatamente
adjacentes aos exons ¢ extremamente sensivel para diagnosticar a doenca, visto que a
codificagdo da proteina depende fundamentalmente dessas regides, que englobam a totalidade
das mutacdes ja identificadas na glicogenose tipo la

Mutagdo da regido promotora ou de outras regides que interajam a distancia, fazem
com que nem todas as mutagcdes sejam identificadas pelo sequenciamento da regido
codificadora.

Outra possibilidade para o resultado negativo € logicamente, a possibilidade de outro
diagnostico. Mesmo com uma criteriosa avaliagdo baseada nas alteragdes clinicas e
laboratoriais, pacientes com glicogenose tipo Ib, glicogenose tipo Ic e glicogenose tipo III
podem ser clinico e laboratorialmente indistinguiveis. Assim, a existéncia de resultados falsos
negativos embora improvavel € possivel.

Neste estudo, dos 16 pacientes avaliados, 13 apresentaram alteracdes no gene G6PC,
sendo que 1 apresentou 2 mutacdes silenciosas, ou seja, 12 pacientes foram diagnosticados
para a glicogenose tipo Ia através da analise genética.

Os pacientes com analise da atividade enzimatica da sub-unidade catalitica da G6Pase,
(pacientes 6, 10 e 11) também foram identificados pela analise genética através do
sequenciamento do gene.

Ou seja, houve 100% de concordancia entre a analise enzimatica e a analise molecular
do gene.

A literatura internacional aponta as mutagdes R83C e Q347X como as mais freqiientes
@) Em um estudo anterior realizado em nosso pais, esse dado foi corroborado 0 Em nosso
estudo observamos nas familias em que foram encontradas mutagoes, 50% de mutacdo R83C

(10 em 20 alelos) e 15% de mutagdo Q347X (3 em 20 alelos).
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Diante desse cenario, a oportunidade de desenvolver testes rapidos para a deteccio
dessas mutagdes e assim, simplificar o diagnodstico da glicogenose tipo Ia para os pacientes
suspeitos em nosso meio se faz imperativo.

Através da técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) foi possivel
identificar essas duas mutacdes pontuais sem a necessidade do sequenciamento automatico.

Reduz-se assim o tempo e os insumos necessario nesse procedimento. Mais do que
isso, esse atalho permite que laboratérios com menor infra-estrutura realizem a analise
genética da glicogenose tipo la. Laboratorios com aparelhos de sequenciamento para analise
genética sdo restritos a grandes centros devido ao alto custo do equipamento e dos insumos
necessarios para o teste.

Para a realizago do teste através da técnica de RFLP utiliza-se apenas termociclador,
equipamento com custo muito menor. Assim, a padronizagdo da técnica de RFLP possibilita
que um numero maior de laboratdrios realize o teste genético, com custo e tempo muito
menor que o0 necessario para o sequenciamento do gene.

Apesar do teste identificar apenas as muta¢des R83C e Q347X, as mesmas, sdo
responsaveis pela maioria das mutagdes encontradas em nosso meio.

Todos os pacientes cujo sequenciamento identificou as mutagdes R83C em
homozigose (pacientes 2, 3 e 6), em heterozigose (pacientes 5, 7, 8, 9 ¢ 12) e Q347X em
homozigose (pacientes 10 el1) e em heterozigose (paciente 5) bem como os pais estudados
(dos pacientes 5, 6 ¢ 9), foram identificados de forma concordante tanto pelo sequenciamento
quanto pelo teste utilizando a técnica de RFLP. Ou seja, em nosso estudo houve 100% de
concordancia entre o sequenciamento e o teste utilizando RFLP.

Durante o estudo foi identificada uma nova mutagdo (A274T). Ainda nédo foi possivel
a realizacdo do estudo funcional para verificagdo se esta mutacdo causa diminuigdo ou até

mesmo abolicdo da atividade da G6Pase. Entretanto, varios aspectos, corroboram a hipotese
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de que a mutagdo A274T cause glicogenose tipo la. Primeiro, a troca GCT para ACT leva a
substitui¢do de um aminoacido alanina (A) por uma treonina (T). A alanina é um aminoacido
ndo polar, neutro com indice hidropatico de 1,8 (ou seja, ¢ hidrofobico), enquanto treonina é
um aminoacido polar, neutro com indice hidropatico de -0,7 (ou seja, € hidrofilico). Segundo,
neste paciente nenhuma outra mutacdo génica foi encontrada na regido codificadora. Terceiro,
a mutagdo determina a alteragdo de um aminodcido localizado na 7* hélice transmembrana,
regido cuja integridade ¢ fundamental para a atividade da enzima G6Pase. Quarto, a alterago
nao foi encontrada em 100 alelos de individuos normais ndo relacionados, excluindo a
possibilidade de que se trate de polimorfismo neutro.

Assim, durante a realiza¢do do estudo, encontramos uma mutagdo ainda ndo descrita
na literatura cientifica, cujos aspectos supracitados, fortemente sugerem que seja responsavel

pela ocorréncia da glicogenose tipo Ia em nosso meio.
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6. Conclusoes

O estudo molecular do gene G6PC permite a realizagdo do diagnostico de certeza da
glicogenose tipo la, de forma segura e rapida, sem a necessidade da realizagdo de
procedimentos invasivos.

Houve concordancia entre os diagndsticos realizados pela técnica molecular e entre
aqueles realizados pelo sequenciamento do gene e pela técnica de RFLP.

A freqiiéncia das mutagdes em nosso meio ¢ semelhante a observada na literatura
internacional, na qual as muta¢des R83C e Q347X também sdo as mais freqiientes.

A padronizagdo da técnica de RFLP para avaliagdo dessas 2 mutagdes permite a
realizagdo do diagnoéstico da doenga na maioria dos casos em nosso meio, sem a necessidade
do sequenciamento genético. Além da necessidade de menor infra-estrutura, reduz-se o custo
e tempo de realizac¢do do exame.

Mais do que a avaliagdo da freqiiéncia das mutagdes o estudo abre a possibilidade da
realizagdo precoce do diagndstico da doenca de forma simples, possibilitando que mais

laboratorios em nosso meio realizem o diagnostico da glicogenose tipo Ia.
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8. ANEXOS

Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica

MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saude
Comissiio Necional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 1638/2005

Registro CONEP: 11843 (Este n® deve sar citado nas correspondencias referentes a aste projeto)

Registro CEP: 077.08 Processo n® 28000.072417/2005-18
Projeto de Pesquisa: "Avaliagdo da freqiéncia das mulagbes responsaveis pela
glicogénese la GSDIa-Doenga de Von Gierke) e desenvolvimento de teste baseado
em técnicas de bioiogia molecular para a detecgdo das mutagdes que causam a
G8Dla, padronizado para amostras colhidas em Guthrie-Card”.

Pesquisador Responsével: Dr. Marcelo Mori

Instituigdo: Irmandade Santa Casa de Misericordia de Séo Paulo

Area Tematica Especial: Genética humana.

Ao se proceder 4 analise do projeto de pesquisa em questdo, em resposta a0
Parecer CONEP n° 1219/2005, cabem as seguintes consideragbes:

a) A Folha de Rosto foi reapresentada com complementagdes e corregdes.

b) O orgamento detalhado foi adiclonado ao protocolo.

c) O projeto foi reapresentado com atendimento &s adequacdes solicitadas,
inclusive no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Previsdo de
aconselhamento genético foi considerada pelo pesquisador.

d) As informacBes enviadas atendem aos aspectos fundamentais da Res. CNS
108/06 sobre diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo
seres humanos. A o

e) O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - CEP da instituigdo
supracitada.

" Diante do exposto, a Comiss#o Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP,
de acordo com as atribuigoes definidas na Res. CNS 196/06, manifests-se pela
aprovagio do projeto de pesquisa proposto.

$ltuagdo: Protocolo aprovado.

Brasflia, 29 de setembro de 2005.

/f,’zz/ff 9&,{,’ tﬁw‘p

7 WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP/CNS/MS
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ANEXO 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

PROJETO: “Avaliagdo da freqiiéncia das mutag@es responsaveis pela Glicogenose la (GSDla-Doenca de
Von Gierke) e desenvolvimento de teste baseado em técnicas de biologia molecular para a deteccdo das
mutagdes que causam a GSDla, padronizado para amostras colhidas em Guthrie-Card.”

PESQUISADORES RESPONSAVEIS:
Prof. Dr. Carlos Alberto Longui

Dr. Marcelo Mori

ENDERECO:
Departamento de Pediatria e Puericultura da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo
R. Dr. Cesario Mota jr. 112
Santa Cecilia — S@o Paulo-SP — CEP: 01277-900
Fone: (11) 21767000 ramal:5533
e-mail:marcelomori@terra.com.br

IDENTIFICACAO DO PACIENTE:

Nome: Registro do Hospital:
Nome do pai: Nome da mae:
Endereco:

Bairro: Cidade: UF:

CEP: Fone:

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu ,R.G.: ,
entendo que meu filho foi convidado a participar como voluntario de um projeto de pesquisa,
aprovado pelo Comité de Etica da Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Sdo Paulo
envolvendo a avaliagdo genético-molecular dos individuos com glicogenose la. O objetivo
desta pesquisa ¢ investigar mutacdes no gene G6PC. O sangue colhido para a avaliagdo do
DNA sera preservado durante 5 anos e ao término deste periodo, se ainda desejarmos
armazenar o material, um novo pedido sera submetido ao CEP. Caso houver interesse de
realizar um novo projeto de pesquisa com este material, 0 mesmo sera submetido a analise do
CEP e um novo consentimento sera solicitado. O sigilo sera mantido através da identificagdo
dos pacientes por um codigo.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que, se concordar em participar desse estudo como voluntario, serei submetido a
coleta de sangue (10 ml, o equivalente a duas colheres de sobremesa ou algumas gotas em
papel filtro), ndo sendo necessaria a hospitalizacao. As pesquisas laboratoriais utilizando a
amostra de sangue poderdo ser feitas durante um periodo indeterminado ap6s a coleta de até 5
anos e apos sua realizagdo, essa amostra de sangue sera destruida. Em todas as amostras
coletadas o sigilo sera mantido através da identifica¢do dos pacientes por um codigo.
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RISCO E DESCONFORTO:

Para a extragdo de DNA, serdo necessarios cerca de 10 ml se sangue venoso ou o papel filtro,
que poderdo ser obtidos em uma tinica ou mais coletas considerando as condigdes e faixa
etaria do paciente. Os riscos associados a esse procedimento sdo minimos, podendo ocorrer
dor e/ou manchas roxas (equimoses) no local da coleta de sangue. O desconforto serd minimo,
pois, em geral, essa coleta sera realizada da veia do brago, por profissional treinado e
devidamente habilitado a realiza-la.

VANTAGENS:

Eu entendo que a minha participagdo neste projeto ¢ voluntaria e que as informagdes desta
pesquisa em relagdo ao perfil genotipico estardo a minha disposi¢do e que, a pesquisa de
alteracdes nos gene envolvido em glicogenose Ia podera ser fundamental, no diagnostico da
doenga, colaborando, assim, para que o casal seja adequadamente orientado quanto o risco de
repeti¢do entre os proximos filhos.

SIGILO:

Eu entendo que toda informac¢ao médica, assim como os resultados desse projeto de pesquisa,
serdo sigilosos. Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins de
publicagdo cientifica, nenhum nome sera utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMAGCAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informagdes adicionais relativas ao estudo a qualquer
momento. Os responsaveis pela pesquisa, Dr. Marcelo Mori fone (11) 83790002 e Dr. Carlos
Alberto Longui fone (11) 2176-7000 ramal 5533 estardo disponiveis para responder as minhas
questdes e preocupacoes.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a participag@o nesse projeto de pesquisa é voluntaria e que eu posso recusar
ou retirar meu consentimento, a qualquer momento (incluindo a retirada da amostra de
sangue). Eu reconhego, também, que as responsaveis pela pesquisa podem interromper a
minha participag@o nesse estudo a qualquer momento que julgar apropriado.

Nome do participante:

Assinatura do participante:

Nome da testemunha:

Assinatura da testemunha:
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ANEXO 3 Seqiiéncia normal do exon 2 do gene G6PC

5’GCA TTC ATT CAG TAA CCC CAG AAA CTT GTT CTG TTT TTC CAT AGG ATT
CTC TTT GGA CAG CGT CCA TAC TGG TGG GTT TTG GAT ACT GAC TAC TAC

AGC AAC ACT TCC GTG CCC CTG ATA AAG CAG TTC CCT GTA ACC TGT GAG
ACT GGA CCA GGT AAG CGT CCC AGC CCC TGC AGA CAG AAG CTG AGT GGA

3’

ANEXO 4 Seqiiéncia mutante R§83C do exon 2 do gene G6PC

5’GCA TTC ATT CAG TAA CCC CAG AAA CTT GTT CTG TTT TTC CAT AGG ATT
CTC TTT GGA CAG TGT CCA TAC TGG TGG GTT TTG GAT ACT GAC TAC TAC

AGC AAC ACT TCC GTG CCC CTG ATA AAG CAG TTC CCT GTA ACC TGT GAG
ACT GGA CCA GGT AAG CGT CCC AGC CCC TGC AGA CAG AAG CTG AGT GGA

3’

ANEXO 5 Seqiiéncia normal do exon 5 do gene G6PC

5° CTT CCT ATC TCT CAC AGT CAT GCT TTC TTC CAC TCA GGC ATT GCT GTT
GCA GAA ACT TTC AGC CAC ATC CAC AGC ATC TAT AAT GCC AGC CTC AAG
AAA TAT TTT CTC ATT ACC TTC TTC CTG TTC AGC TTC GCC ATC GGA TTT TAT
CTG CTG CTC AAG GGA CTG GGT GTA GAC CTC CTG TGG ACT CTG GAG AAA
GCC CAG AGG TGG TGC GAG CAG CCA GAA TGG GTC CAC ATT GAC ACC ACA
CCC TTT GCC AGC CTC CTC AAG AAC CTG GGC ACG CTC TTT GGC CTG GGG
CTG GCT CTC AAC TCC AGC ATG TAC AGG GAG AGC TGC AAG GGG AAA CTC
AGC AAG TGG CTC CCA TTC CGC CTC AGC TCT ATT GTA GCC TCC CTC GTC
CTC CTG CAC GTC TTT GAC TCC TTG AAA CCC CCA TCC CAA GTC GAG CTG

GTC TTC TAC GTC TTG TCC TTC TGC AAG AGT GCG GTA GTG CCC CTG GCA

TCC GTC AGT GTC ATC CCC TAC TGC CTC GCC CAG GTC CTG GGC CAG CCG
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CAC AAG AAG TCG TTG TAA GAG ATG TGG AGT CTT CGG TGT TTA AAG TCA
ACA ACC ATG CCA GGG ATT GAG GAG GAC TAC TAT TTG AAG CAA TGG GCA

CTG GTA TTT GGA GCA AGT GA 3°.

ANEXO 6 Seqiiéncia mutante Q347X do exon 5 do gene G6PC

5 CTT CCT ATC TCT CAC AGT CAT GCT TTC TTC CAC TCA GGC ATT GCT GTT
GCA GAA ACT TTC AGC CAC ATC CAC AGC ATC TAT AAT GCC AGC CTC AAG
AAA TAT TTT CTC ATT ACC TTC TTC CTG TTC AGC TTC GCC ATC GGA TTT TAT
CTG CTG CTC AAG GGA CTG GGT GTA GAC CTC CTG TGG ACT CTG GAG AAA
GCC CAG AGG TGG TGC GAG CAG CCA GAA TGG GTC CAC ATT GAC ACC ACA
CCC TTT GCC AGC CTC CTC AAG AAC CTG GGC ACG CTC TTT GGC CTG GGG
CTG GCT CTC AAC TCC AGC ATG TAC AGG GAG AGC TGC AAG GGG AAA CTC
AGC AAG TGG CTC CCA TTC CGC CTC AGC TCT ATT GTA GCC TCC CTC GTC
CTC CTG CAC GTC TTT GAC TCC TTG AAA CCC CCA TCC CAA GTC GAG CTG

GTC TTC TAC GTC TTG TCC TTC TGC AAG AGT GCG GTA GTG CCC CTG GCA
TCC GTC AGT GTC ATC CCC TAC TGC CTC GCC TAG GTC CTG GGC CAG CCG

CAC AAG AAG TCG TTG TAA GAG ATG TGG AGT CTT CGG TGT TTA AAG TCA
ACA ACC ATG CCA GGG ATT GAG GAG GAC TAC TAT TTG AAG CAA TGG GCA

CTG GTA TTT GGA GCA AGT GA 3°.
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ANEXO 7

Eletroferogramas do exon 1 do paciente 1, mostrando a mutagao Q54P (CAG-CCG) em

homozigose nas fitas “direta”e “inversa”.

. [=] 5

Eletroferogramas do exon 2 do paciente 2, mostrando a muta¢do R83C (CGT-TGT)em

homozigose nas fitas “direta”e “inversa”.
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Eletroferogramas do exon 2 do paciente 12, mostrando a mutagdo R83C (CGT-TGT) em

LRI

heterozigose nas fitas “direta”e “inversa”.
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Eletroferogramas do exon 4 do paciente 4, mostrando a mutacdo G188R (GGC-CGC)em

LR N3

homozigose nas fitas “direta”e “inversa”.
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Eletroferogramas do exon 5 do paciente 10, mostrando a mutagdo Q347X em homozigose nas

fitas “direta’e “inversa”.
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Eletroferogramas do exon 5 do paciente 5, mostrando a mutagdo Q347X em heterozigose nas

fitas “direta”e “inversa”.

[ 1 i ] 54

A
i = 3]
C11_5A5:2 i (Ol x|

720 730
s ) G T (B C T )

(o (o T B G (o £

G
Kl = i




73

Eletroferogramas do exon 1 do paciente 13, mostrando a mutagao silenciosa Y44Y (TAC-

TAT) em heterozigose nas fitas “direta”e “inversa”..
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Eletroferogramas do exon 5 do paciente 13, mostrando a mutagdo silenciosa S356S (TCG-

a0

TCA) em heterozigose nas fitas “direta”e “inversa”..
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Eletroferogramas do exon 5 do paciente 9, mostrando a mutagdo nova A274T (GCT-ACT) em

heterozigose nas fitas “direta”e “inversa”..
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Eletroferogramas do exon 5 do paciente 7, mostrando a mutagdo nova A274T (GCT-ACT) em

heterozigose nas fitas “direta”e “inversa”..
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9. RESUMO

A glicogenose tipo la ¢ uma doenga autossdmica recessiva causada pela deficiéncia da
glicose-6-fosfatase (G6Pase). A glicogenose tipo la € caracterizada pela ocorréncia de
hepatomegalia, hipoglicemia de jejum, acidose latica, hiperuricemia, hiperlipidemia e baixa
estatura. O gene que codifica a G6Pase esta localizado no brago longo do cromossomo 17 na
regido q21. O gene tem 12,5 kb e apresenta 5 exons que codificam uma proteina hidrofobica
de 357 aminoacidos. Desde a identificagdo do gene G6PC, 85 mutagdes foram descritas.
Usando amostras de sangue armazenadas em papel filtro (FTA), foi realizado o
sequenciamento genético em 16 pacientes de 14 diferentes familias.

Quatro mutagdes conhecidas R83C, Q347X, Q54P, G188R, ¢ uma nova mutagdo
A274T foram encontradas. As muta¢des R83C e Q347X e a nova mutagdo A274T foram
confirmadas por analise de restrigdo. As 2 mutagdes mais encontradas foram R83C e Q347X,
em 13 de um total de 28 alelos mutantes (46,42%). A nova mutagdo A274T (GCT—>ACT) foi
identificada em 3 pacientes de 2 familias diferentes. Os pais ndo eram consangiiineos e 0s
pacientes eram heterozigotos compostos para a nova mutagcdo e a mutagdo R83C. A nova
mutagdo ndo foi identificada em 100 alelos de individuos normais. A andlise de mutacdo é
uma boa alternativa a mensuragdo da atividade enzimatica, pois, pode ser realizada usando
amostras de sangue, evitando procedimentos invasivos como as bidpsia hepaticas. O estudo
contribui para o diagnostico molecular dos pacientes no Brasil e contribuird com o banco de

dados internacional sobre mutacdes da Glicogenose. la
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10. Abstract

Type la glycogen storage disease (GSDla) is an autosomal recessive metabolic
disorder caused by a deficiency in glucose-6-phosphatase (G6Pase). GSD Ia is characterized
by hepatomegaly, fasting hypoglycemia, lactic acidemia, hyperuricemia, hyperlipidemia and
short stature (Chen 2001). The G6Pase gene is located in the long arm of chromosome 17 q21
region. It spans 12.5 kb and consist of five exons and encodes a hydrophobic protein of 357
aminoacids. Since the cloning of the gene encoding G6Pase, 85 mutations have been reported
(HGMD 2006). Using blood samples stored in “FTA Gene Card” we performed DNA
sequencing which characterized the G6Pase gene of 16 patients, from 14 unrelated families.
Four known mutations, R83C, Q347X, Q54P, G188R and a novel mutation A274T were
found. The mutations R83C, Q347X and the novel mutation A274T were also confirmed by
restriction analyses. The two most common mutations identified were R83C and Q347X,
accounting for 13 of 28 (46.42%) mutant alleles. A new mutation A274T (GCT—ACT) was
identified in 3 patients of 2 unrelated families. The parents are not consanguineous and the
patients are compound heterozygotes to R83C and a novel mutation A274T. The new
mutation was not detected in 100 alleles from normal individuals. The mutation analysis is a
good alternative to enzyme assay because can be performed using blood samples, avoiding
invasive procedures as liver biopsy. Our findings will be helpful to DNA based-diagnosis in

Brazilian patients, and it contributes to the international data about GSD Ia mutations.
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[mml] Comentario: M5R-
ATG-AGG

11. APENDICE

[mm2] Comentario: 97insTG
g, AA

Mutac6es do gene G6PC

REGIAO SEQUENCIA GENOMICAS E INTRONICAS
CODIFICADORA ADJACENTES

EXON 1 309 bp
TAGCAGAGCAATCACCACCAAGCCTGGAATAACTGCAAGGGC [TCTGCTGACATC
TTCCTGAGGTGCCAAGGAAATGAGG | GAGGAAGGAA GAAUGTTCTCCATGAC

[mm3] Comentario: T16A-

ACA-GCA

PRIMERS Mutagdes

[mm4] Comentario: Q20R-
CAG-CGG

[mm5] Comentario: Q24X-
CAA-TAA

[mm6] Comentério:

[mm7] Comentério:

7| [Mm8] Comentario: D38V-
AC-GTC

agaTCAGCAAGAAAAGAGGC]tggcattcgctctcgcaatgtctgtccatcagaa \
gttgctttccccaggctattcaggaagccacgggctactcatgcttccaacccct
ctctctgactttggatcatctacataaagggggaagacagaaaaaatccta
EXON 2 110 bp
ttacatacataaggaagtgtcatgaaatatctccctctcacacttctccccagcc
acccagttctcccttctagaggcaacatgtgaaatccttctcaggctacactctt

cttgaaggtgtaggctttgggcaaaa | GCATTCATTCAGTAACCCcagaaacttg
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cctcgtttacctgttatggatgaaactgaccttgaggggacatgaggagagccat
tcctttgtacttttgtcatgctcttcaattggcacaaattaattcacttctgcaa
tactttcctgaatagcacagtagtattggaaa

EXON 3 106 bp
aacgaatggatggtaagatgggtggatggatggggggtgaacggatggatggggg
gtgaatggatggatgaatgggtagatgggtggatagggggatggctgggtggctg
ggtagatgatgcactgtctcccagatgaggacctttt [ CACCTTTACTCCATTCT
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EXON 4 116 bp

tctgagccgetgcacccagcccccaacaggcatctttggacttttgagtactggce
tttaatttacaaaaattccactgagagcacctaagttt [ GCCAGGCTCCAACATT
Tctgcaggggctgttttctttgctgaaggatctgcacctgtgttctgttatggtt
gcctcttctgttgcagGTGCTTGAATGTCﬁTTTTGH@@TTGGGATTCTGGGCTGT

acatcctgtgtgtaatcagtactgttagcatttctgtgggttgaaagtcaagaat
gagcaacttgaaatgattaatttctataagagtgccca
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EXON 5 2455 bp
tatattgagggcaggctggagtcacacatgggaataagccaggcgacccteccatctgecatctgtgatttaatt

ccacagtcgcagaacggatggcatgtcacccactcctccaaacccacctctagcaaaggtcccaaaﬂ:[CTTCC
TATCTCTCACAGtcatgctttcttccactcagGCATTGCTGTTGCAGAAACTTTCAGCCACATCCACAGCATCTA
TAATGCCAGCCTCAAGAAA TTTC CATTACCTTCTTCCT@ TCAGCTTCGCCATqQGATTTTATCTGCTGCT Y

(N

GCACAAGAAGTCGTTG GAGATGTGGAGTCTTCGGTGTTTAAAGTCAACAACCATGCCAGGGATTGAGGAGGA |

CTACTATTTGAAGCAATGGGCACTGGTATTTGGAGCAAGTGA]CATGCCATCCATTCTGCCGTCGTGGAATTAA

ATCACGGATGGCAGATTGGAGGGTCGCCTGGCTTATTCCCATGTGTGACTCCAGCCTGCCCTCAGCACAGACTCT
TTCAGATGGAGGTGCCATATCACGTACACCATATGCAAGTTTCCCGCCAGGAGGTCCTCCTCTCTCTACTTGAAT
ACTCTCACAAGTAGGGAGCTCACTCCCACTGGAACAGCCCATTTTATCTTTGAATGGTCTTCTGCCAGCCCATTT
TGAGGCCAGAGGTGCTGTCAGCTCAGGTGGTCCTCTTTTACAATCCTAATCATATTGGGTAATGTTTTTGAAAAG
CTAATGAAGCTATTGAGAAAGACCTGTTGCTAGAAGTTGGGTTGTTCTGGATTTTCCCCTGAAGACTTACTTATT
CTTCCGTCACATATACAAAAGCAAGACTTCCAGGTAGGGCCAGCTCACAAGCCCAGGCTGGAGATCCTAACTGAG
AATTTTCTACCTGTGTTCATTCTTACCGAGAAAAGGAGAAAGGAGCTCTGAATCTGATAGGAAAAGAAGGCTGCC
TAAGGAGGAGTTTTTAGTATGTGGCGTATCATGCAAGTGCTATGCCAAGCCATGTCTAAATGGCTTTAATTATAT
AGTAATGCACTCTCAGTAATGGGGGACCAGCTTAAGTATAATTAATAGATGGTTAGTGGGGTAATTCTGCTTCTA
GTATTTTTTTTACTGTGCATACATGTTCATCGTATTTCCTTGGATTTCTGAATGGCTGCAGTGACCCAGATATTG
CACTAGGTCAAAACATTCAGGTATAGCTGACATCTCCTCTATCACATTACATCATCCTCCTTATAAGCCCAGCTC
TGCTTTTTCCAGATTCTTCCACTGGCTCCACATCCACCCCACTGGATCTTCAGAAGGCTAGAGGGCGACTCTGGT
GGTGCTTTTGTATGTTTCAATTAGGCTCTGAAATCTTGGGCAAAATGACAAGGGGAGGGCCAGGATTCCTCTCTC
AGGTCACTCCAGTGTTACTTTTAATTCCTAGAGGGTAAATATGACTCCTTTCTCTATCCCAAGCCAACCAAGAGC
ACATTCTTAAAGGAAAAGTCAACATCTTCTCTCTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGGGTCTCACTATGTTGCCCAG
GCTGCTCTTGAATTCCTGGGCTCAAGCAGTCCTCCCACCCTACCACAGCGTCCCGCGTAGCTGGGACTACAGGTG
CAAGCCACTATGTCCAGCTAGCCAACTCCTCCTTGCCTGCTTTTCTTTTTTTTTCTTTTTTTGAGACGGCGCACC
TATCACCCAGGCTGGAGTGGAGTGGCACGATCTTGGCTCACTGCAACCTCTTCCTCCTGGTTCAAGCGATTCTCA
TGTCTCAGCCTCCTCAGTAGCTAGGACTACCGGCGTGCACCACCATGCCAGGCTAATTTTTATATTTTTAGAATT

/
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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