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O rastreio neonatal € um programa sistematico destinado a todos os recém-
nascidos, tendo como objectivo evitar a evolu¢do da patologia rastreada
através do diagndstico pré-sintomatico e da instituicdo precoce de terapia
adequada.

A 3-metilcrotonilglicindria (MCG) é uma doenca incluida no rastreio que até
recentemente era considerada uma doenca hereditaria do metabolismo rara.
Na MCG o catabolismo da leucina é blogueado no quarto passo devido a
deficiéncia da enzima 3-metilcrotonil-CoA carboxilase (3-MCC). A 3-MCC
catalisa a conversédo do 3-metilcrotonil-CoA a 3-metilglutaconil-CoA, uma
reaccao reversivel dependente de ATP e utilizando o bicarbonato como fonte
de grupos carboxilo. O diagnéstico bioquimico da deficiéncia em 3-MCC é
caracterizado pelo aumento marcado dos acidos 3-hidroxisovalérico (3-HIVA) e
3-metilcrotonilglicina (3-MCG) na urina e concentracdes elevadas de 3-
hidroxisovalerilcarnitina (C5-OH) no sangue. A caracterizagdo molecular reside
no estudo dos genes MCCA e MCCB que codificam a enzima 3-MCC.

O objectivo deste trabalho foi estabelecer um diagnéstico etiolégico em
doentes com MCG detectados pelo Programa Nacional de Diagnostico
Precoce e que possuiam um valor de C5-OH, marcador bioquimico primario de
rastreio para esta patologia, superiores ao cut-off estabelecido. Numa amostra
de 20 doentes pretende-se identificar e caracterizar as mutacdes mais
frequentes na nossa populacao recorrendo a analise de 19 exfes no gene
MCCA e 17 exdes no gene MCCB.

Destes casos seleccionados para estudo, foram detectadas 26 mutacdes das
quais 16 ndo se encontram ainda descritas na literatura nem na base de dados
Human Gene Mutation Database, 0 que corresponde a uma percentagem de
novas mutacdes de 61.5%.

Os resultados obtidos permitiram concluir que o génotipo ndo consegue
predizer o fen6tipo ou o risco metabdlico destes casos, mas permite confirmar
o diagnostico nos casos duvidosos. A deficiéncia em 3-MCC ainda ndo é uma
patologia completamente conhecida e a sua apresentacédo clinica é bastante
heterogénea, sendo a maioria dos doentes portadores de mutagdes proprias
ndo sendo visivel uma correlagdo gendtipo — fenétipo. A continuacéo deste
estudo é necessaria para encontrar marcadores genéticos e/ou bioquimicos
que expliqguem a razao pela qual um namero relativamente reduzido de
individuos apresenta risco de desenvolver um fenoétipo severo da doencga.
Verificou-se também que o estudo molecular é importante no diagndstico de
portadores sintomaticos ou assintomaticos (diagnéstico preditivo), no
diagnéstico pré-natal, aconselhamento genético e com indicacédo para
suplementacdo com biotina para 0s pacientes que tem a mutagdo que
responde a biotina.
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Newborn screening is a systematic program for all newborns (NB), aiming to
prevent the development of the diseases traced through the diagnosis and
early institution of adequate therapy.

A 3- methylcrotonylglycinuria (MCG) is a disease included in the newborn
screening that until recently was considered a rare inherited disorder of the
metabolism.

In the catabolism of leucine, MCG is blocked in the fourth step due to
deficiency of the enzyme 3-methylcrotonyl-CoA carboxylase (3-MCC). A 3-
MCC catalyzes the conversion of 3-methylcrotonyl-CoA to 3-methylglutaconyl-
CoA, areversible reaction dependent of ATP and using bicarbonate as a
source of carboxyl groups. The biochemical diagnosis of disability in 3-MCC is
characterized by marked increase of acid 3-hydroxyisovaleric (3-HIVA) and
3-methylcrotonylglycine (3-MCG) in urine and high concentrations of
3-hydroxyisovalerylcarnitine (C5-OH) in the blood. The molecular
characterization is the study of genes MCCA and MCCB that encodes the
enzyme 3-MCC.

The aim of this study was to establish an etiologic diagnosis in patients with
3- methylcrotonylglycine detected by the Expanded Newborn Screening and
that had a value of C5-OH, primary biochemical marker screening for this
condition, higher than the set cut-off. In a sample of 20 patients the study
intends to identify and characterize the most frequent mutations in our
population using an analysis of 19 exons in the MCCA gene and 17 exons in
the MCCB gene.

Of these cases selected for study, 26 mutations were detected of which 16
have not been described in the literature nor in the Human Gene Mutation
Database, which is a percentage of new mutations of 61.5%.

The results described in this thesis shows that the genotype cannot predict the
phenotype or metabolic risk of these cases, but it is capable to confirm the
diagnosis in doubtful cases. The 3-MCC deficiency is a pathology not
completely understood and its clinical phenotype is very heterogeneous, most
patients showing different mutations making the phenotype-genotype
correlation difficult. More studies are needed to find genetic and / or
biochemical markers that explain why a relatively small number of individuals
are at risk of developing a severe disease phenotype.

It is also important in the diagnosis of patients with symptomatic or
asymptomatic (predictive diagnosis) in prenatal diagnosis, genetic counseling
and provide indication for supplementation with biotin for patients who have a
mutation that responds to biotin.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

O rastreio neonatal é um programa sistematico destinado a todos os recém-nascidos (RN), tendo
como objectivo evitar a evolucdo da patologia rastreada através do diagnostico pré-sintomatico e da

instituicdo precoce de terapia adequada (Vilarinho et al. 2006).

O Programa Nacional de Diagnoéstico Precoce em Portugal iniciou-se em 1979 com o rastreio da
fenilcetondria (PKU) e em 1981 passou também a efectuar-se o rastreio do hipotiroidismo
congénito (HC). Em 2004 foi iniciado o rastreio neonatal alargado a mais doencas hereditérias do
metabolismo (DHM) por espectrometria de massa tandem (MS/MS).

Inicialmente, o rastreio neonatal baseava-se no principio “um método uma doenga”. A introdugéo
da tecnologia MS/MS possibilitou a transicdo para o principio “um método varias doengas”
(Hoffmann et al. 2004), permitindo a implementacdo do rastreio alargado que engloba uma grande
variedade de condi¢des herdadas detectaveis em simultdneo numa Unica corrida analitica (Stadler et
al. 2006).

A base deste tipo de rastreio é a medicdo de metabolitos ou dos seus subprodutos acumulados
devido ao bloqueio metabdlico, apds conjugacdo com a carnitina (Pasquali et al. 2006). Duas
principais classes de metabolitos analisados pelo MS/MS sdo: aminoécidos e conjugados

acilcarnitina.

A colheita de sangue para realizar o rastreio alargado é actualmente efectuada nos Hospitais ou
Centros de Saude, entre o terceiro e 0 sexto dias de vida, sendo o sangue colhido para uma ficha
com papel de filtro adequado (Whatman 903) e posteriormente enviado para o Laboratdrio
Nacional de Rastreios. Este rastreio € voluntario e tem actualmente uma taxa de cobertura de
99.6% com um tempo médio de inicio de tratamento de 11.2 dias ap6s o nascimento (Vilarinho et
al. 2006).

Actualmente 25 DHM estdo incluidas no programa nacional diagndstico precoce. O rastreio
simultaneo destas DHM é efectuado pela identificacdo e quantificacdo de cerca de 3 dezenas de
metabolitos marcadores destas doencas e pelas razdes entre determinados metabolitos. O tempo de
analise é reduzido (2-3 minutos) e a quantidade de sangue necessaria € minima devido a alta
sensibilidade desta metodologia (circulo de papel de filtro com 3.2mm, o que equivale a 3,2uL de

sangue total).

A 3-metilcrotonilglicinuria (MCG) é uma doenca incluida no rastreio que até recentemente era
considerada uma DHM rara. Com a introducdo em varios centros da MS/MS no rastreio neonatal

permitiu a deteccdo de diversas acidlrias organicas incluindo o défice em 3-meticrotonil-CoA
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carboxilase (3-MCC) onde parece ser a aciduria mais frequente detectada nos programas de rastreio
da América do Norte (Gibson et al. 1998; Koeberl et al. 2003; Frazier et al. 2006), Europa
(Baumgartner et al. 2001; Stadler et al. 2006) e Australia (Wilcken et al. 2003) com uma frequéncia
de aproximadamente 1 em 50.000 individuos. Em Portugal a 3-MCC é também a aciddria organica
mais frequente com uma frequéncia de 1: 33.336 RN (Tabela 1).

Tabela 1 — Erros inatos do metabolismo mais frequentes em Portugal até Outubro de 2009

DHM (grupo) Patologia Frequéncia

Défices da B-oxidacdo acidos Déf. da desidrogenase dos acidos gordos 1/8.844

gordos de cadeia média (MCAD)
Aminoacidopatias PKU 1/12.382
Acidurias Organicas MCG 1/33.336

De acordo com Han (Han et al. 2007), a introdugdo do rastreio neotatal alargado, baseado na
tecnologia MS/MS, conduziu a um significativo decréscimo da morbilidade associada a estas

doencas.

1.1. Errosinatos do metabolismo

Erros inatos do metabolismo sdo um grupo de doengas genéticas que se caracterizam pela
incapacidade do organismo em converter nutrientes em outros de forma a conseguir utiliza-los em
energia. Esta incapacidade pode ser devida a um défice de actividade da enzima (envolvida na
sintese — anabolismo, ou na degradacdo — catabolismo, de uma substancia); de transportadores de
proteinas; ou a cofactores resultando numa acumulacdo anormal de metabolitos proximos do
blogueio da via metabolica. Podem ainda resultar na producdo de subprodutos anormais pela
conversdo dos metabolitos acumulados por vias alternativas. Estes défices enzimaticos levam o
organismo a acumular substancias que se tornam toxicas ou a reduzir a quantidade de produtos

importantes para outras vias metabdlicas alterando o seu funcionamento normal.

A designacdo “erros inato do metabolismo” surge com Archibald Garrod em 1908 num estudo
sobre a doenca designada por Alcaptonuria onde reconhece que a deficiéncia de uma enzima pode
causar excessiva acumulacdo do seu substrato e metabolitos relacionados sendo posteriormente
excretados na urina (Weatherall 2008). Archibald Garrod foi um especialista no estudo de DHM e
formulou a hip6tese de que o0s genes seriam responsaveis pela producdo das enzimas descrita no

classico Inborn Errors of Metabolism.
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As DHM séo doencas individualmente raras, mas que tém uma considerdvel importancia na salde
publica, ndo s6 devido a sua frequéncia conjunta, mas também devido as graves consequéncias para
0s RN, lactentes ou criancas afectadas. Se estas doencas ndo forem diagnosticadas e tratadas
atempadamente podem provocar atraso mental irreversivel (moderado a grave), atraso motor,

alteracOes neuroldgicas ou, em situacdes mais graves, conduzir a morte.

Com a recente introducdo do rastreio neonatal alargado por MS/MS, é agora possivel o diagnostico
de algumas destas doengas que, desde que, detectadas precocemente, podem ser tratadas de uma

forma adequada (anexo 7.1).

1.2. Acidurias Organicas

As acidurias organicas sdao um grupo heterogéneo de erros inatos do metabolismo caracterizados
biogquimicamente pela acumulacdo de &cidos organicos, seus ésteres e conjugados na urina e, em
menor quantidade, noutros fluidos corporais. Sdo doencas do metabolismo intermedirio
caracterizadas por perturbarem o equilibrio &cido-base, e alterarem os mecanismos bioguimicos

intracelulares.

Os metabolitos indicadores de acidurias organicas consistem de um grupo complexo de acidos que
podem ser: alifaticos saturados e insaturados, aromaticos, hidroxilados, cetoacidos, acidos mono-,
di- e tricarboxilicos, assim como compostos heterociclicos e conjugados, entre os quais acilglicinas

e acilcarnitinas.

As aciddrias organicas sdo doencas autossomicas recessivas que resultam de um défice na
actividade de uma enzima num passo especifico do metabolismo dos aminoacidos. Este défice na
actividade provoca a acumulacao de substancias toxicas com o consequente dano no 6rgdo afectado.
Assim, a patofisiologia destas doencas resulta da acumulacdo anormal de precursores que ja sdo
por si so toxicos ou, sdo metabolizados pelo organismo por vias secundarias originando a produgédo
de compostos altamente nocivos, sendo os érgdos mais afectados cérebro, figado, rim, pancreas,

retina, e outros.

As caracteristicas clinicas destas doencas resultam da intoxicagdo provocada pelos metabolitos
acumulados e a concomitante deficiéncia do produto, da importancia da enzima deficiente, e da

extensdo do aporte de proteina ou da libertacdo de amino&cidos do catabolismo proteico.

A maioria das acidurias orgénicas tem uma revelacdo neonatal. O RN normalmente encontra-se
bem ao nascimento e nos primeiros dias de vida passam a apresentar progressivamente
encefalopatia tdxica que inclui vomito, recusa alimentar, sintomas neuroldgicos (por exemplo
convuls@es, tonus muscular anormais e letargia) progredindo para coma. Sdo portanto doengas que

apresentam um intervalo livre de sintomas que é variavel conforme a patologia em causa.
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Estes sintomas graves podem em muitos casos conduzir & morte, e sdo frequentemente confundidos
com septicemia, visto que ambas as situacdes se caracterizam por acidose e encefalopatia aguda.
Nestes pacientes observa-se hipoglicemia, hiperamonemia, acidemia lactica ou cetose / cetondria.

A cetonuria nestas doencas é importante pois normalmente ndo ocorre em RN severamente

afectados de causa ndo metabdlica (Carmen R. Vargas 2001).

Na infancia, a apresentacdo do quadro clinico é mais variavel, sendo mais frequentes as
manifestacGes neuroldgicas e, em muitas situages as Unicas. Nestes pacientes, podemos ter a
forma crénica progressiva ou a forma crénica intermitente. A primeira caracteriza-se por atraso
desenvolvimento fisico/psicomotor, recusa alimentar, vomitos, infec¢des de repeticdo, hipotonia,
convulsdes entre outros sinais neuroldgicos. A forma crénica intermitente caracteriza-se por
episadios recorrentes de cetoacidose, letargia, coma e convulsdes, que podem ser acompanhados de
sintomas noutros érgdos, principalmente no figado (Sindrome de Reye). O inicio da sintomatologia
é desencadeado muitas vezes devido a infecgOes recorrentes, sobrecarga alimentar, apés
desidratagdo ou intervencao cirdrgica, podendo o quadro clinico de acidose metabolica ser ligeiro e

mascarado por sintomas neuroldgicos, cardiacos, hepaticos e renais.

O diagnostico destas doencas € efectuado pela analise de &cidos orgénicos por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS) em amostras de urina, dando preferéncia a
amostras colhidas durante crises de descompensacdo (Bonafe et al. 2000). O diagnéstico correcto
depende da identificacdo dos metabolitos (acidos organicos) caracteristicos de determinada aciddria

organica.

Muitas destas patologias possuem heterogeneidade nos marcadores bioquimicos e o diagndstico é
realizado muitas vezes baseado na identificagdo de um ou dois metabolitos principais, por vezes em
baixa concentracdo, que sdo patognomonicos para a doenca (Peters et al. 2008). Alguns &cidos
organicos, em determinadas condicdes fisioldgicas, sdo indetectaveis, surgindo por conseguinte da
activacdo de vias alternativas em resposta a perda de uma determinada funcéo enzimatica. Temos o

caso por exemplo, do &cido 2-metilcitrico nos défices do metabolismo propidnico (Blau et al. 2008).

No entanto, em determinadas situacdes clinicas diferentes de acidurias organicas, pode ocorrer
aumento da excregdo de metabolitos relacionados com a hipoxia, jejum prolongado, dieta ou

medicacdo.

O estudo enzimético das acidurias organicas é importante para o diagndstico da patologia e para
avaliar, considerando-se a actividade residual da enzima deficiente, o prognostico dos doentes. Este
estudo realiza-se em bidpsia de pele com cultura de fibroblastos. O estudo molecular é
particularmente atil para confirmar o diagnostico de algumas destas aciddrias onde o diagnéstico

bioquimico ou enzimético € dificil. E o caso de individuos que apresentam actividade enzimatica
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residual e que fora de um quadro de descompensacdo metabdlica possuem excre¢do normal de
acidos organicos.

O estudo molecular € também importante para avaliar o progndstico em algumas aciddrias com boa

correlagdo gendtipo/fenotipo, para os estudos familiares e para o diagnostico pré-natal.

As aciddrias organicas mais importantes, cujas vias de metabolismo sdo apresentadas na Figura 1,
sdo as que afectam o metabolismo intermediario de aminoécidos de cadeia ramificada (valina,
isoleucina e leucina) ou da lisina, incluindo aciduria propidnica, aciddria metilmalonica, aciduria
isovalérica, acidiria MCG, acidlria 3 hidroxi 3-metilglutarica, deficiéncia em B-cetotiolase e

aciddria glutérica tipo 1.
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Figura 1 - Vias de catabolismo dos aminoacidos de cadeia ramificada.
(Pasquali et al. 2006)

1.3. Catabolismo da Leucina

Ao contrario da maioria dos aminoacidos absorvidos pelo intestino, os aminoacidos de cadeia
ramificada, ndo sdo processados em grandes quantidades pelo figado o que provoca um grande
aumento na sua concentracdo arterial apds uma refeicdo rica em proteinas. O musculo é o principal

local onde ocorre a transaminacdo destes aminoacidos (Matthews 2005) (figura 2).
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Mdusculo

Proteina
exogena

Intestino (g

Figura 2 - Diagrama representativo do metabolismo proteico nos humanos.
Adaptado de Matthews, 2005.

Os cetodcidos resultantes desta transaminagdo podem continuar a ser metabolizados no musculo ou

transportados para o figado, rim, e coragdo, onde sdo oxidados. No figado, o acido a-

cetoisocaproico, o produto da transaminagdo da leucina, é ainda metabolizado via 3- metilcrotonil-

CoA, a acetil-CoA, e a acido acetoacético. No musculo, a leucina pode ser uma fonte de energia,

através da oxidacdo completa em CO, (Gallardo et al. 2001).

O catabolismo da leucina ocorre no interior da mitocondria e conduz a formagdo de dois

metabolitos intermediarios, o acido acetoacético e acetil-CoA (Figura 3).

L-Leucina
Leucina transaminaseI

Acido a-cetoisocaproéico

d-cetoisocaprdico desidrogenase

A

Isovaleril-CoA

Isovaleril-CoA desidrogenase

v

3-metilcrotonil-CoA
3-metilcrotonil-CoA carboxilase I
3-metilglutaconil-CoA
3-metilglutaconil-CoA hidratase
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA

3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
liase

Acido acetoacético Acetil-CoA

Figura 3 — Catabolismo da leucina.
Adaptado de Sweetman e Williams 2001.
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O primeiro passo na degradacdo da leucina é a sua transaminacdo reversivel no seu cetoacido
correspondente ou seja, ocorre a desaminacdo (remocdo do grupo amino) restando a cadeia
carbonica na forma de a-cetoacido, acido a-cetoisocaproico seguida da descarboxilacao irreversivel
pela a-cetoisocaproico desidrogenase formando isovaleril-CoA. A deficiéncia da desidrogenase dos
a-cetoacidos dos aminodcidos de cadeia ramificada leva a acumulacdo dos trés aminoacidos
(leucina, isoleucina e valina), devido a transaminacao ser reversivel, causando a Leucinose (maple
syrup urine disease - MSUD).

A isovaleril-CoA é metabolizada numa série de passos para originar no final, metabolitos

intermedidrios, &cido acetoacético e acetil-CoA, que entram no metabolismo geral (Figura 4).

Proteins
amino acids

Figura 4 — Vias metabdlicas que levam a producdo ou utilizagdo da Acetil-CoA e acido acetoacético.
(http://iwww.elmhurst.edu/~chm/vchembook/623acetyl CoAfate.html)

Deficiéncia numa das quatro enzimas responsaveis pelo catabolismo da isovaleril-CoA resulta nas
aciddrias: isovalérica (deficiéncia em isovaleril-CoA desidrogenase), MCG (deficiéncia em 3-
MCC), 3-metilglutaconica (deficiéncia em 3-metilglutaconil-CoA hidratase), e 3-hidroxi-3-

metilglutarica (deficiéncia 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA liase).

A deficiéncia em qualquer uma destas enzimas, e devido a desidrogenacdo da acil-CoA inicial ser
irreversivel, leva a acumulacdo de metabolitos proximos do bloqueio enzimatico. As acil-CoA

aumentadas também podem ser metabolizadas por vias secundarias produzindo outras substancias.

1.4. Metilcrotonilglicinuria

Metilcrotonilglicindria (MIM: MCCA- 210200 e MCCB- 210210) é uma doenca hereditaria
autossdmica recessiva identificada pela primeira vez por Eldjarn (Eldjarn et al. 1970).
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Na MCG o catabolismo da leucina é bloqueado no quarto passo devido a deficiéncia da enzima 3-
MCC. A 3-MCC catalisa a conversdo do 3-metilcrotonil-CoA a 3-metilglutaconil-CoA, uma
reaccdo reversivel dependente de ATP e utilizando o bicarbonato como fonte de grupos carboxilo.

Esta enzima mitocondrial € uma de quatro carboxilases dependentes de biotina conhecida nos seres
humanos, juntamente com acetil-CoA carboxilase (ACC), propionil-CoA carboxilase (PCC) e
piruvato carboxilase (PC). Destas quatro enzimas apenas ACC é citosolica enquanto as outras
encontram-se na matriz mitocondrial (Figura 5). Este grupo de enzimas tem fungdes metabdlicas

diversas mas possuem caracteristicas estruturais semelhantes.

Pyruvate,
faly acids,
amino acids.
from cytosal

IMMER
MEMERANE

INTERMEMERANE
SPACE

Figura 5 — Representagdo esquematica de vias metabdlicas que ocorrem na mitocondria.

(http://www.awl.com/mathews/ch01/frames.htm).

Devido ao défice enzimatico em 3-MCC, o 3-metilcrotonil-CoA acumula-se no interior da
mitocondria e por vias alternativas forma-se 3-metilcrotonilglicina (3-MCG) e acido 3-hidroxi-
isovalérico (3-HIVA). Este ultimo, apds conjugacdo com carnitina, e juntamente com 3-MCG sdo

entdo facilmente excretados na urina (de Kremer et al. 2002).
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O 3-HIVA como j4 referido forma-se por uma via alternativa a partir da 3-metilcrotonil-CoA. O 3-
metilcrotonil-CoA € metabolizado na matriz mitocondrial predominantemente em 3-
hidroxisovaleril-CoA (3-HIVA-CoA) numa hidratacdo reversivel catalisada por enoil-CoA
hidratase (crotonase), e apds desacilacdo forma-se 3-HIVA (Roschinger et al. 1995; Bonafe et al.
2000). 3-HIVA ap6s conjugacdo com a carnitina, por ac¢ao da carnitina acil-transferase, forma o 3-
hidroxisovalerilcarnitina (C5-OH). A desacilacdo directa da 3-metilcrotonil-CoA em &cido 3-
metilcrotonico é apenas uma pequena via bioquimica (Figura 6) (Leonard et al. 1981).

LEUCINA

|

3-metilcrotonil CoA

L Glicina N-acilase
desacilacéo

Carnitina acil-transferase
Acido 3-metilcrotdnico

3-metilcrotonilglicina
Enoil-CoA hidratase

v

3-metilcrotonilcarnitina

3-hidroxisovaleril CoA
Carnitina Adicaode agua

desacilagédo )
acil-transferase

Acido 3-hidroxisovalérico

3-hidroxisovalerilcarnitina

Figura 6 — Via bioquimica de formacédo do C5-OH e 3-MCG.
Adaptado Roschinger 1995. A

A 3-MCG é uma acilglicina que resulta da conjugacdo da 3-metilcrotonil-CoA com a glicina
catalisada por uma enzima mitocondrial glicina N-acilase. Esta conjugacdo é uma forma de
eliminar produtos toxicos de modo a evitar a acumulacdo de esteres de acil-CoA na mitocondria.
As acilglicinas sdo normalmente metabolitos residuais nos acidos gordos, no entanto a excregao de
determinadas acilglicinas é aumentada em vérias DHM. Em certos casos, a medicdo destes
metabolitos em fluidos corporais pode ser usado para diagnosticar doencas associadas com a -
oxidacdo mitocondrial dos &cidos gordos. As acilglicinas urinérias reflectem a acumulacdo de
ésteres de acil-CoA correspondente na mitocondria (Bonafe et al. 2000). Acilglicinas séo entéo
produzidos pela accdo da glicina N-acilase, que € uma enzima que catalisa a reac¢do quimica: acil-
CoA mais glicina que origina CoA mais N-acilglicina. Na MCG a conjugacdo do 3-metilcrotonil-

CoA com a glicina ocorre com grande eficiéncia no figado e rim.
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Nos doentes com MCG a deficiéncia secundaria de carnitina no plasma e o razdo elevada de
carnitina esterificada e carnitina livre sugere uma excregdo anormal de carnitina. No entanto seria
de esperar que a acilcarnitina formada fosse 3-metilcrotonilcarnitina, mas de acordo com estudos
realizados por Roschinger et al. (Roschinger, Millington et al. 1995) s6 se verifica em 2 % das

acilcarnitinas urindrias totais.

A acilcarnitina que se forma é a C5-OH uma vez que no perfil de acidos organicos urinarios dos
doentes com MCG estes apresentam niveis elevados de &cido 3-HIVA que suporta a hip6tese que a
carnitina forma um éster com este acido. Por outro lado pensa-se que parte sera a partir da
hidratacdo da 3-metilcrotonilcarnitina, ou seja, a 3-metilcrotonil-CoA por accdo da carnitina
acetiltransferase forma a 3-metilcrotonilcarnitina que por sua vez ap6s hidratacdo da origem ao
C5-OH.

A carnitina (B-OH-y-N-trimetilamino butirato) desempenha duas fungdes principais: o transporte de
acidos gordos de cadeia longa (AGCL) para dentro da matriz mitocondrial, para posterior -
oxidagdo e a modulagdo da taxa intramitocondrial de acil-CoA/Coenzima A, ja que o acumulacéo

de acil-CoA dentro da mitocdndria pode inibir muitas enzimas de ciclos vitais.

A carnitina desempenha entdo uma fungdo importante no metabolismo da coenzima A (CoA),
funciona como cofactor no transporte dos AGCL através da membrana interna da mitocéndria, e
ajuda no transporte de grupos acil da mitocondria ou da p-oxidacdo peroxissomal hepética para o
compartimento citosélico. Uma vez que os compostos CoA séo principalmente capturados pela
mitocdndria, 95% no coracdo e 60% no figado, onde as acilcarnitinas de cadeia curta podem
mover-se livremente através das membranas subcelulares, a carnitina ajuda na excregdo de acil-
CoA acumulados presentes nas aciduirias organicas (Roschinger et al. 1995). As moléculas
transesterificadas em acilcarnitinas séo drenadas da mitocondria e excretadas via rim podendo levar

eventualmente a uma perda de carnitina livre.

No défice em 3-MCC a carnitina desempenha uma funcdo similar a outras aciddrias organicas,
actuando como uma molécula transportadora para formar o novo metabolito 3-HIVA-carnitina e
ajudar a equilibrar o aumento intramitocondrial da razdo acil-CoA / CoA induzida pelo blogueio
enzimatico, (que é provavelmente toxico). Esta conjugacdo da carnitina € importante uma vez que o

organismo ndo é capaz de formar conjugados de glicina com 3-HIVA em quantidades significativas.

A excrecdo de maior quantidade do &cido 3-HIVA do que 3-MCG pode ser devida & maior
actividade da crotonase em relacdo a glicina N-acilase e ndo ser devido as afinidades do substrato

das duas enzimas (Sweetman L 2001).
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No défice em isovaleril-CoA desidrogenase também ocorre excre¢do de grandes quantidades de
acido 3-HIVA mas neste caso ndo se forma C5-OH mas preferencialmente isovalerilcarnitina (C5).

A semelhanca de outras acidurias organicas, presume-se que a acumulagio de compostos antes do
blogueio enzimatico sejam a causa do efeito patologico primario, ou seja, a toxicidade do substrato
acumulado e / ou dos compostos enddgenos formados por mecanismos compensatorios. Além disso
a acumulagdo de acil-CoA inibe o ciclo de ureia, resultando em hiperamonemia e alterando &
disponibilidade de CoA livre, afectando assim o mecanismo de troca CoA-carnitina através da
membrana mitocondrial e o catabolismo de outros radicais acil dos acidos gordos e da oxidacédo de

aminoacidos.

1.4.1. Apresentacéo Clinica

Pacientes com deficiéncia em 3-MCC tém um crescimento e desenvolvimento normal até
apresentarem um episddio agudo de descompensacao metabolica entre 0s 6 meses e 0s 3 -5 anos de
idade (Sweetman L 2001). Este episddio normalmente surge devido a uma infec¢do ou a introducéo

de uma dieta rica em proteinas.

Clinicamente esta patologia também foi identificada em adultos assintomaticos detectados em
estudos familiares ou em maes cujos RN néo afectados apresentam resultados positivos no rastreio
neonatal (Gibson et al. 1998; Visser et al. 2000; de Kremer et al. 2002; Baykal et al. 2005; Dantas
et al. 2005). Os metabolitos anormais encontrados no sangue do RN resultam da transferéncia
através da placenta dos metabolitos secundarios da mae assintomatica com défice em 3-MCC,
(Arnold et al. 2008).

O fendtipo clinico e bioquimico é muito varidvel entre os doentes com MCG e inclui vomitos,
movimentos involuntarios, convulsdes, recusa alimentar, apneia, letargia, coma, acompanhado com
hipoglicemia severa, hiperamonemia, transaminases hepaticas elevadas e ligeira acidose metabolica
e cetonuria. PublicagBes recentes mostram uma vasta gama de possiveis sintomas nomeadamente
hipoglicemia (Oude Luttikhuis et al. 2005; Ficicioglu and Payan 2006), stroke metabdlico (Pinto et
al. 2006), dores musculares em adulto (Boneh et al. 2005), cardiomiopatia com familiares afectados
assintomaticos (Visser et al. 2000) encefolopatia necrética (Baykal et al. 2005), leucodistrofia (de
Kremer et al. 2002), faléncia respiratdria (Wiesmann et al. 1998), convulsdes (Dirik et al. 2008) e

atraso de desenvolvimento (Yap et al. 1998).

Roschinger et al (Stadler et al. 2006) numa revisdo da literatura de estudos realizados a 37
individuos afectados com MCG concluiu que 27% tiveram um desenvolvimento normal e
encontram-se completamente assintomaticos, aproximadamente 30% sofrem de hipotonia muscular

e atraso psicomotor e quase metade sofre de diversos outros sintomas neurolégicos. Foi observada
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uma mortalidade de 11% causada por edema cerebral durante crise metabolica, faléncia respiratoria,
crise cardiocirculatério apds ataque epiléptico prolongado ou encefalopatia disseminada.

Embora a apresentacdo clinica de MCG seja heterogénea e varios doentes sejam assintomaticos,
todos os pacientes devem ser considerados de risco para o desenvolvimento de sindrome de Reye
quando colocados em situacdes de stress metabolico, tais como sobrecarga de proteinas, infecces
ou jejum prolongado (Pearson et al. 1995; Pasquali et al. 2006).

Por outro lado o défice secundario de carnitina nestes doentes pode resultar em sintomatologia
muscular ou mesmo cardiomiopatia (Visser et al. 2000; Boneh et al. 2005). Nos casos das maes
diagnosticadas através do rastreio neonatal (Gibson et al. 1998), sem ou com sintomatologia
variavel, (miopatia, fraqueza, figado gordo, fadiga), sdo provavelmente também devidos a

deficiéncia secundaria de carnitina.

Murayama (Murayama et al. 1997) sugere que a acumulagéo cronica de metabolitos anormais tais
como 3-metilcrotonil-CoA e a deficiéncia secundaria de carnitina pode contribuir para um
progressivo atingimento cerebral. Uma intervencdo terapéutica precoce, que passa por restri¢cdo
proteica para impedir a acumulagdo de metabolitos anormais, e a excre¢cdo de acil-CoA por

conjugacdo com glicina e carnitina poderia melhorar os sintomas neurolégicos.

1.4.2. Caracterizagdo bioquimica

O diagnostico bioquimico da deficiéncia em 3-MCC é feito com base na andlise urinéria dos acidos

organicos por GC/MS e pelo perfil das acilcarnitinas sanguineas efectuada por MS/MS.

O perfil de acidos organicos € caracterizado pelo aumento marcado dos acidos 3-HIVA e 3-MCG e
0 de acilcarnitinas revela concentragdes elevadas de C5-OH e aumento da razdo deste composto
com a propionilcarnitina (C3) (Holzinger et al. 2001). A 3-metilcrotonilcarnitina (C5:1) pode estar
ou ndo presente. E comum que estes doentes apresentem um défice secundério de carnitina devido

a sua conjugacdo com o 3-HIVA para posterior excrecdo urinaria.

Existem outras patologias que no perfil de acilcarnitinas apresentam aumento de C5-OH
nomeadamente: deficiéncia em 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase, deficiéncia em B-cetotiolase,
deficiéncia em 2-metil-3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase, acidiria 3-metilglutacénica, e défice
maltiplo das carboxilases (défice holocarboxilase sintetase e deficiéncia em biotinidase) (Arnold et
al. 2008).

Na deficiéncia em 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA liase os doentes no perfil de acilcarnitinas para
além do aumento de C5-OH também tém aumento de 3-metilglutarilcarnitina (C6DC) e no perfil de

acidos organicos possuem elevada excrecdo do acido 3-hidroxi-3-metilglutérico.
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No défice maltiplo das carboxilases (MCD), o C50H também se encontra aumentado podendo ter
associado o aumento do C3. Nesta situacdo o perfil de acidos organicos é importante na distingdo
do défice em 3-MCC do MCD que pode ser causado pela deficiéncia em biotinidase ou
holocarboxilase sintetase (HCS). Na MCD os doentes possuem a deficiéncia das quatro
carboxilases quer devido a defeitos na insercdo do cofator biotina nas apoenzimas quer na
reciclagem do cofator. Nestes défices, o tratamento com biotina é eficaz. Em todas estas doencas 0s
metabolitos anormais sdo 3-HIVA e 3-MCG mas no MCD outros metabolitos que s&o
caracteristicos da deficiencia da PCC e da PC nomeadamente os éacidos lactico, 3-

hidroxipropidnico e metilcitrico também se encontram elevados.

Na deficiéncia em biotinidade a actividade da enzima biotinidase, ao contrario da deficiéncia em 3-
MCC, é nula. Nas outras deficiéncias, nomeadamente deficiéncia em B-cetotiolase, deficiéncia em
2-metil-3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase e na aciddria 3-metilglutaconica, o perfil de &cidos
organicos é caracteristico para cada uma delas com metabolitos especificos que permitem a

disting&o entre elas.

Em algumas situagdes a caracterizagdo bioquimica ndo é esclarecedora, tratando-se de casos dos
ndo excretores que possuem um perfil de acilcarnitinas compativel com deficiéncia em 3-MCC mas
na analise de &cidos organicos so possuem excrecdo de 3-HIVA e vestigios/ auséncia de 3-MCG. A
auséncia ou vestigios de 3-MCG na urina aumenta a heterogeneidade bioquimica associada a
deficiéncia em 3-MCC, uma vez que até agora niveis elevados de 3-MCG na urina tem sido

considerado como marcador patognoménico da doenca (Lynne A. Wolfe 2007; Dirik et al. 2008).

De acordo com estudos descritos por Holzinger (Holzinger et al. 2001) a caracteriza¢do bioquimica

ndo permite diferenciar se os defeitos estdo localizados no gene MCCA ou MCCB.

1.4.3. Confirmagado enzimética

O diagndstico definitivo da MCG realiza-se confirmando a deficiéncia isolada da actividade 3-
MCC, em conjunto com actividade normal de pelo menos uma outra carboxilase em leucdcitos e /

ou fibroblastos para exclusdo de MCD.

Koeberl (Koeberl et al. 2003) obteve resultados mais fidveis nos estudos enzimaticos efectuados
em fibroblastos. Dois pacientes que apresentavam défice parcial em 3-MCC quando estudados em
linfocitos, demonstraram ter défice severo quando se realizou o estudo em fibroblastos. Este
fenémeno bioquimico pode reflectir a variabilidade da expressdo 3-MCC nos tecidos, e pode

afectar a confirmacéao do diagnostico.
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A actividade 3-MCC em cultura de fibroblastos dos doentes é normalmente menos do que 2% do
valor da média controlo. Néo existe correlacdo entre actividade residual da enzima e apresentacao
clinica (Baumgartner et al. 2004).

Heterozigoticos para a deficiéncia isolada de 3-MCC ndo podem ser seguramente diagnosticadas
pela andlise enzimatica em cultura de fibroblastos ou linfécitos porque a actividade da enzima se
encontra normalmente dentro do intervalo normal (Rolland et al. 1991; Baumgartner 2005)

1.4.4. Diagnéstico Molecular

A caracterizacdo molecular reside no estudo dos genes que codifica a enzima 3-MCC, 0s genes
MCCA e MCCB. E uma abordagem importante pois permite confirmar o diagndstico nos pacientes
que tém perfil bioguimico compativel com a doengca, ou seja, excre¢do de metabolitos
caracteristicos, bem como para os pacientes ndo excretores dos marcadores patognomoénicos da
doenca. E também importante no diagndstico de portadores sintomaticos ou assintomaticos
(diagnostico preditivo), no diagnostico pré-natal, no aconselhamento genético e na indicacdo para

suplementagdo com biotina para os pacientes que tem a mutagdo que responde a biotina.

Neste trabalho, descrevem-se os genes MCCA e MCCB, e respectivos espectros mutacionais.

1.4.5. Ciclo daBiotina (cofactor das apoenzimas)

A biotina é uma vitamina hidrossoltvel do complexo B essencial em todos os organismos para um
metabolismo e crescimento celular normal. E também conhecida como vitamina H ou B7 ou
coenzima R. A biotina foi reconhecida inicialmente como uma vitamina essencial em sistemas
vivos em 1936, quando foi isolada como um factor de crescimento da levedura de gema de ovo por
Kogl e Tonnis (Wolf and Feldman 1982).

A estrutura da biotina foi determinada por du Vigneaud et al. em 1942 e foi sintetizada pela
primeira vez 2 anos mais tarde por Harris et al. (Wolf and Feldman 1982). Biotina (C1oHsOsN,S) €
um anel heterociclico anexado a uma cadeia lateral alifatica que termina num grupo carboxilo
(Figura 7).

Figura 7 — Estrutura da biotina.

(http://grupo10b-malonil.blogspot.com/)
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Nos humanos a biotina desempenha um papel importante em processos metabo6licos como
gluconéogenese, sintese de &cidos gordos e catabolismo dos aminoécidos onde actua como cofator
de quatro importantes enzimas conhecidas como carboxilases dependentes de biotina ou
apocarboxilases: ACC, PCC, PC e a MCC (Figura 8) (Wolf 2001; Pacheco-Alvarez et al. 2002;
Rodriguez-Melendez and Zempleni 2003; Gravel and Narang 2005).

: Valina
Leucina Glucose Isoleucina
Metionina
Acetil-CoA l Treonina
3-Metilcrotonil-CoA :
+ Piruvato
+ Propionil-CoA
Malonil-CoA
l 3-Metilglutaconil-CoA Oxaloacetato + PCC
Acidos Gordos l Metilmalonil-CoA

Acetil-CoA /
\‘ CICLO DE KREBS

Figura 8 - Funcdes desempenhadas pelas carboxilases dependentes de biotina no metabolismo humano.
Adaptado Alvarez et al, 2002.

Estas enzimas usam a biotina como vector de transferéncia de grupos carboxilo entre moléculas
dadoras e aceitadoras durante reaccfes de carboxilagdo. Biotina serve como transportador “C0,”
em reac¢des em que o grupo carboxilo € fixado num aceitador (carboxilases), transferidos de um
dador para um aceitador (transcarboxilases), ou libertado a partir de um dador como didxido de
carbono (descarboxilases). Para a biotina desempenhar a sua funcdo necessita de se ligar as

apocarboxilases, tornando-as holoenzimas activas.

Na sua evolugdo, os organismos eucariotas perderam a capacidade de sintetizar biotina sendo
necessario satisfazer as necessidades da vitamina atraves da dieta, através da reutilizacdo de biotina
enddgena e possivelmente através de captura de biotina geradas na flora intestinal. Na dieta a
biotina esta presente em baixas concentragdes em relagdo a maioria das vitaminas hidrossolGveis e
ndo esté facilmente disponivel devido a maioria estar covalentemente ligada a proteinas. Assim na
dieta a biotina encontra-se presente sob duas formas, forma livre e a forma ligada a uma proteina
(McMahon 2002). Na forma ligada, a vitamina associada por uma ligacdo covalente a um
polipeptideo através do residuo lisina, é degradada por proteases digestivas para libertar a biotina
que é posteriormente utilizada em reaccBes de carboxilacdo. Esta reaccdo é realizada pela
biotinidase pancreatica, que cliva especificamente a ligacdo entre a biotina e o grupo-amina do

residuo lisina.
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A utilizacdo de biotina para ligacdo covalente as carboxilases e a sua reutilizacdo através da
libertacdo da biotina das carboxilases apds degradagdo proteolitica constitui a “ciclo da biotina”
(Figura 9).

Biotina na dieta

livre ligada proteina

/Biotinidase
Ahsorgao intestinal

J

roteina
" e ) i
= H —2:' HN-EEH,L-CH,—‘-'I}H
¢, CH o C=0
E’{%H J.—E_ E]ruteina
biotina CS apocarboxilases
\ {(MCC, PCC, PC, ACQ)
M hy'l oted
o/ HG —H ;Ilr eina
my g S8 N i
Hg —Q!:I S (CH,)-C—ON—N—(CH,)-CH—- CH
A Holocarboxilases  §=0
. .3 (CH)-C—OH proteina
hiotina
degradacio
Biotinidase Hz—Q: proteolitica
c CH O NH
~ I H

I
(CH)-C—N—(CH,)—~CH-COOH
biotina-lisina

biocitina

Figura 9- Ciclo da biotina.
Adaptado Pacheco- Alvarez et al 2002.

O ciclo da biotina é formado por trés proteinas diferentes. Nos hepatécitos, a primeira proteina é o
transportador multivitaminico dependente sodio (SMVT), que € responsavel pelo transporte da
biotina através da membrana da célula. A segunda etapa do ciclo, j& no interior da célula, €
catalisada por HCS, uma enzima responsavel pela transformacao da biotina em biotinil-5-AMP (B-
AMP) e sua associagdo as apocarboxilases num residuo lisina especifico. A Gltima participante no
ciclo biotina é a enzima biotinidase responsavel pela libertagdo de biotina da biocitina (biotina-
lisina) ou biotinilpeptideos derivados, quer da degradacdo proteolitica das holocarboxilases, quer

da digestéo intestinal permitindo assim a sua utilizacdo na biotinilacdo de novas carboxilases. A
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sequéncia em torno do local de ligacdo da biotina (residuo lisina) nas diferentes apoenzimas é
altamente conservada nas diferentes espécies (Dupuis et al. 1999).

A importéncia deste ciclo na manutencdo de niveis de biotina dentro da célula € evidenciada pelo
facto que mutacbes em qualquer das enzimas biotinidase ou HCS resultam em doencas do
metabolismo potencialmente letais. As mutagdes no HCS levam a auséncia na ligagdo da biotina as
apocarboxilases (biotinilacdo) néo ficando estas funcionais o que origina 0 MCD. As mutacdes na
enzima biotinidase levam a um bloqueio, quer da libertacdo da biotina da alimentacdo, quer da
reentrada da biotina no ciclo ap6s protedlise das carboxilases para posterior reutilizacdo, devido a
ndo libertacdo da biotina da biocitina (biotina — lisina). A deficiente reciclagem da biotina resulta
num défice secundario de biotina levando a uma alteragdo na actividade de todas as carboxilases.
Estas situagdes sdo resolvidas com suplementacdo de biotina na dieta, uma vez que 0 mecanismo
de absorgdo intestinal da biotina e a biotinilagdo das apocarboxilases estdo inalterados. A

deficiéncia isolada de cada uma das carboxilases tem sido associada a uma doenca genética.

Tem sido sugerido que a deficiéncia em biotina esta associada a desnutricdo proteica e a sua
deficiéncia em mulheres gravidas pode ter um efeito teratogénico (Mock 2009). Pode causar
diminuicdo na proliferagdo celular, alterar a fun¢do imune, alterar a expresséo de genes e conduzir
a um desenvolvimento fetal anormal (Rodriguez-Melendez and Zempleni 2003). Durante a
gravidez a deficiéncia em biotina é demonstrada pelo aumento da excre¢do do &cido 3-HIVA e

diminuigdo urinéria da excrecdo de biotina.

A funcdo importante da biotina na regulacéo da expressdo de genes foi estudada por Alfonso Ledn-
del-Rio (Leon-Del-Rio 2005) quando demonstrou o efeito nos niveis de mRNA das enzimas que
participam no ciclo da biotina em células hepaticas humanas numa situacdo de deficiéncia em
biotina. A incubacdo de células hepaticas num meio sem biotina resultou numa reducédo gradual dos
niveis de mRNA que codificam a enzima HCS, carboxilases e o transportador SMVT, e mantém a
expressao de genes envolvidos na utilizacdo biotina exdgena ndo ocorrendo nenhum efeito na

expressao da biotinidase.

1.4.6. A enzima 3- metilcrotonil CoA carboxilase

3-MCC (MCC; EC 6.4.1.4) como ja foi referido anteriormente ¢ uma enzima mitocondrial
dependente de biotina composta por duas heterosubunidades, uma grande subunidade o contendo
biotina, bem como local de ligag&o para dois substratos, bicarbonato e ATP, e uma subunidade 3
mais pequena que possui actividade carboxiltransferase que é essencial para a ligagdo a 3-
metilcrotonil-CoA, com dominios funcionais altamente conservados (Stadler et al. 2005; Pasquali

et al. 2006; Chu and Cheng 2007). As subunidades a e 3 apresentam uma estequiometria de um:um
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e 0 complexo reside numa espécie com grande massa molecular (~500-800 kDa), coerente com a
ideia de que MCC é um complexo hetero-multimérico (Chu and Cheng 2007).

3-MCC possuem trés dominios funcionais altamente conservados:

A) Dominio biotina carboxilase que catalisa a carboxilagdo da biotina dependente de ATP e usando
bicarbonato como fonte de grupos carboxilo. Este dominio localiza-se na regido N-terminal (aa 48-
494 entre exdo 3 e exdo 13) da subunidade MCCA e possui uma sequéncia conservada Gli-Gli-Gli-
Gli-Lis-Gli na posi¢do 209-214 que representa o local de ligagdo do ATP. A MCCA catalisa a

carboxilacdo da 3-metilcrotonil-CoA em 3-metilglutaconil-CoA dependente de ATP.

B) Dominio transportador biotina carboxilo que transporta o grupo prostético biotina localizado na
regido C-terminal (aa 629-714 entre exdo 16 e exdo 19) centrado no motivo Ala-Met-Lis-Met
(AMKM) aminoécidos 679-683 (exdo 18) da subunidade MCCA que corresponde ao local
conservado de biotinilagdo (lisina biotinilada) da maioria das enzimas biotina dependentes. Um
residuo hidrofébico a 33 aminoécidos downstream do residuo lisina -fenilalanina- parece ser

essencial para a biotinilagdo (Figura 10).

Figura 10-Representacdo esquematica da subunidade a da 3-MCC.
BC — Dominio biotina carboxilase (aa 48-494); ATP — local de ligagdo ATP (aa 209-214); BIOTINIL — dominio

transportador biotina carboxilo (aa 679-683).

C) Dominio carboxiltransferase localizado na subunidade MCCB catalisa a transferéncia do grupo
carboxilo da carboxilbiotina para o substrato organico especifico desta carboxilase 3-metilcrotonil-

CoA para formar 3-metilglutaconil-CoA (Figura 11).

Este dominio nas enzimas dependentes de biotina é menos conservado do que os outros dois

dominios talvez devido a diferencas no substrato.

Figura 11- Representacdo esquematica da subunidade p da 3-MCC.
CT_NTER - 3-metilcrotonil-CoA carboxiltransferase dominio N-terminal (aa 55-270); CT_CTER - 3-metilcrotonil-CoA
carboxiltransferase dominio C-terminal (aa 271-557), CoA — potencial local de ligag8o Acil-CoA (aa 343-372).
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A funcdo das enzimas dependentes de biotina € a transferéncia de grupos carboxilo de um substrato
dador para um substrato aceitador, onde o grupo prostético de biotina actua como transportador

intermediario do grupo carboxilo.

O dominio transportador biotina carboxilo tem assim uma fungdo fundamental na transferéncia do
grupo carboxilo activo do dominio biotina carboxilase para o dominio carboxiltransferase, seguido

de transferéncia para 3-metilcrotonil-CoA (Figura 12).

Biotin-carboxyl
carrier protein

Carboxylase \ Transcarboxylase
subunit subunit

Figura 12 -Transporte de grupo carboxilo entre subunidades.
http://www.rc.unesp.br/ib/bioquimica/sintese.pdf

Os dois tipos de subunidades diferentes que constituem a 3-MCC (MCCA e MCCB) catalisam as

suas respectivas reac¢cdes numa via de duas reacgdes como demonstrado em (1) e (2).
(1) 3MCC-biotina + MgATP + HCO3z<— 3-MCC-biotina-CO, + MgADP + Pi
(2) 3-MCC-biotina-CO, + 3-metilcrotonil-CoA« 3-metilglutaconil-CoA + 3-MCC-biotina

Na primeira reaccdo ocorre a carboxilagdo da biotina dependente de ATP para formar a
carboxilbiotina e bicarbonato que serve como fonte de CO,. A biotina esta covalentemente ligada a
um residuo lisina, motivo Ala-Met-Lis-Met, no dominio transportador biotina carboxil (biotinoil)
da enzima. Na segunda reaccdo ocorre a transferéncia do grupo carboxil da biotina para 3-
metilcrotonil-CoA para formar 3-metilglutaconil-CoA. Esta reacgdo ¢ catalisada pela
carboxiltransferase (Sloane and Waldrop 2004). O grupo prostético biotina é posicionado no fim de
uma longa cadeia polipeptidica facilitando a translocacdo do CO, entre o dominio biotina
carboxilase e o dominio carboxiltransferase. Ambas as subunidades MCCA e MCCB séo

sintetizadas no reticulo.
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Estas subunidades possuem sequéncias de aminoécidos especificas que possibilitam o seu envio
directamente para uma localizagdo propria. Uma proteina que tem como destino atravessar as duas
membranas mitocondrias normalmente possui uma sequéncia targeting na regido N-terminal e esta

sequéncia é reconhecida por receptores presentes na membrana mitocondrial.

Os terminais amino de ambas as subunidades MCCA e MCCB de humanos s&o ricos em
hidroxilados e em amino&cidos basicos caracteristicos dos sinais targeting mitocondriais. Ambas
sdo transportadas para a matriz mitocondrial dependente de potencial de membrana e apenas na
presenca deste potencial de membrana estas subunidades sdo reduzidas no tamanho através de pré-
sequéncias targeting de clivagem reconhecidas por proteases mitocondriais. O sitio de clivagem no
precursor MCCA ¢é entre tirosina 41 (Tyr-41) e treonina 42 (Thr-42) originando peptideo maduro
com uma massa molecular de 80 kDa. No precursor MCCB o local de clivagem é entre alanina 22

(Ala-22) e tirosina 23 (Tyr-23) resultando MCCB maduro com uma massa molecular de 61.8 kDa

Stadler et al (Stadler et al. 2005) demonstraram que 0s sinais targeting mitocondriais do MCCA
estdo localizados 39 aminoacidos apds o residuo de iniciagdo metionina dentro da regido amino-
terminal, e que esta regido é necessaria e suficiente para dirigir MCCA para a mitocondria.
Conseguiram demonstrar quando originaram uma proteina truncada com apenas 34 aminoacidos
nesta regido (1-34) ou quando a proteina era retirado a regido amino terminal (39-725) estas
apresentavam um sinal citoplasméatico. O mesmo acontece com MCCB em que 0s sinais targeting
mitocondriais se localizam 1-20 na regido amino terminal e variantes desta proteina com esta

regido mais curta (1-13 ou 21-563) resulta numa proteina com sinais citoplasmaticos.

Pensa-se que 0s genes que codificam as carboxilases dependentes de biotina possuem um ancestral
comum porque embora tenham variagdes na arquitectura catalisam reac¢Ges muito semelhantes. O
ancestral comum revela-se quando se compara a sequéncia de aminoacidos destas proteinas. Todas
estas enzimas possuem uma grande homologia no local de biotinilagio MET-LIS-MET localizado
35 aminoacidos do C-terminal excepto ACC que se localiza no N-terminal da proteina. Todas as
carboxilases possuem o motivo PRO-XN-PRO 30-35 aminoacidos do lado amino terminal do local
de ligacédo da biotina. Para além destas sequéncias todas as carboxilases dependentes de biotina tém
varios residuos conservados de valina e glicina em determinadas posi¢des especificas em relagdo
ao local de biotinilagdo (Pacheco-Alvarez et al. 2002). Qualquer mutacdo nestas sequéncias

compromete a biotinilagdo das apocarboxilases.

1.4.7. Ogene MCCA e MCCB

O gene estrutural do MCCA est4 localizado no cromossoma 3726-g28 e abrange cerca de 70 kb do
DNA gendmico e consiste em 19 exfes (Obata et al. 2001). O cDNA correspondente (MCCC1
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GenBank: AF310972), é extenso com 2580 pb e uma Open Reading Frame de 138 a 2315 pb que
codifica uma proteina de 725 aminoécidos (subunidade o) com massa molecular de
aproximadamente de 80 kDa (Holzinger et al. 2001).

O gene MCCB esta localizado nos humanos no cromossoma 5g13 e consiste em 17 exdes. O cDNA
correspondente é longo (MCCC2 GenBank: AF310971), 2304 pb, com uma Open Reading Frame
de 100 a 1791 que codifica uma proteina de 563 aminoéacidos (subunidade ) com peso molecular
aproximadamente de 61,8 kDa (Baumgartner et al. 2001; Gallardo et al. 2001; Holzinger et al.
2001).

As duas subunidades codificadas por genes diferentes ndo possuem sequéncias similares entre elas

mas sdo bastantes conservadas entre humanos e plantas (Holzinger et al. 2001).

Os mRNAs MCCA e MCCB expressam-se em 0rgaos ricos em mitocondrias, tecidos com rapido

crescimento e metabolicamente activos, tais como coracdo, musculo-esquelético, rim e figado.

Além disso, estes dois mMRNAs existem coordenadamente numa razdo molar aproximadamente
igual, cada um representa entre 0,01 e 0,1 mol% do mRNA celular (McKean et al. 2000; Chu and
Cheng 2007).

Murin et al (Murin et al. 2006) desenvolveram uma investigagdo para avaliar a capacidade de
células neurogliais degradarem a leucina na presenca de 3-MCC nas células do cérebro de rato.
Neste estudo demonstraram uma localizagdo mitocondrial do 3-MCC em todos os tipos de células
neuroglial investigados, o que veio reforcar o que ja tinha sido descrito anteriormente sobre a
localizacdo da enzima 3-MCC nos astrdcitos e neurdnios (Bixel and Hamprecht 2000). A expressao
MCC em células neurogliais demonstra a capacidade das células para utilizar a leucina como fonte
de energia satisfazendo pelo menos uma parte das suas necessidades energéticas. O existéncia da 3-
MCC entre células gliais e neuronais, em varias partes do sistema nervoso deve indicar onde a
leucina pode ser utilizada para a producdo de energia (Bixel and Hamprecht 2000; Murin et al.

2006). Estas células contribuem assim para a oxidacao de leucina no cérebro.

1.4.8. Espectro mutacional do gene MCCA e MCCB

Os individuos afectados com deficiéncia em 3-MCC possuem duas muta¢Ges no gene MCCA ou
MCCB. As mutacOes identificadas sdo extremamente heterogéneas e quase equitativamente
distribuidas ao longo do dois genes, MCCA e MCCB, sem hotspot mutacional (Figura 13) (Stadler
et al. 2006).
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Actualmente na base de dados Human Gene Mutation Database (HGMD) do locus MCCA e
MCCB, estdo descritas 81 mutacgdes diferentes sendo a maioria mutagdes missense tanto nos genes
MCCA como MCCB, juntamente com mutagdes splicing e pequenas insercdes / delegcdes (Desviat
et al. 2003).
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Figura 13- Espectro mutacional dos genes MCCA e MCCB.

A representacdo esquematica da estrutura gendmica mostra o numero e tamanho aproximado de todas as regides
codificantes dos genes MCCA e MCCB. A localizagdo dos dominios, dominio biotina carboxilase, dominio transportador
biotina carboxilo, dominio carboxiltransferase e os sinais targeting mitocondriais também sdo mostrados nos genes
MCCA e MCCB (Stadler et al. 2006).

Recentemente alguns estudos foram publicados contribuindo para o conhecimento do espectro

mutacional desta patologia.

Uematsu (Uematsu et al. 2007) identificou 9 novas mutagdes nos genes MCCA e MCCB. No gene
MCCA encontrou uma mutagdo missense no exdol3 p.1460M, uma mutagdo nonsense no exdo 16
p.Q584X e uma delegéo no exdo 9 p.K301AfsX10. No gene MCCB encontrou 2 mutagdes missense
p.H190R no exdo 6, p.D280Y no exdo 9, uma nonsense p.Q198X no exdo 6, uma delegdo no
exdoll p.G352RfsX26 e duas insercdes p.L543VfsX11 no exdo 17, p.A218V no exdo 7.
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Dirik (Dirik et al. 2008) identificou uma troca do aminoacido serina pela fenilalanina na posigédo 39
(p.S39F) no exédo 1 do gene MCCB. Esta nova mutagdo foi identificada num paciente que
apresentava apenas excrecdo de 3-HIVA no perfil de &cidos organicos e estudos enzimaticos
revelaram actividade residual da enzima (7.2% da média controlo).

Eminoglu num artigo publicado recentemente (Eminoglu et al. 2009) identificou uma grande
delecdo de 2264 pb (c.873+4524_6787de12264) no gene MCCA. Até a data foi a primeira grande
delecéo identificada no défice em 3-MCC.

1.5. Correlacdo genoétipo/fendtipo

Com base nos estudos anteriores ndo parece existir nenhuma correlacdo gendtipo-fenotipo
(Baumgartner et al. 2001; Gallardo et al. 2001; Holzinger et al. 2001; Dantas et al. 2005; Stadler et
al. 2006). N&o h& mutacdes exclusivamente associadas a casos sintoméaticos ou assintomaticos, nao
existindo portanto mutac@es especificas que possam ser relacionadas com fendtipos clinicos suaves

Ou Sseveros.

Mesmo em situacdes de auséncia de uma das subunidades da enzima em conjugacdo com perda
completa da sua actividade ndo origina necessariamente manifestacdes clinicas (Holzinger et al.
2001). Por outro lado, em situacBes em que a enzima possui actividade residual que poderia levar a
um fendtipo suave pode pelo contrario originar manifestacdes clinicas severas como foi

demonstrado por Baumgartner (Baumgartner et al. 2001).

Stadler et al. no seu estudo realizado em 2006 comparou individuos com fenGtipo severo
nomeadamente que levaram a morte com individuos assintomaticos e verificou que a mesma
mutacdo foi encontrada num individuo com fendtipo severo bem como num individuo
assintomatico. Por conseguinte, o gendtipo nao parece ajudar a predizer o fen6tipo ou resultado

clinico dos individuos detectados no rastreio neonatal com deficiéncia em 3-MCC.

Por outro lado existe uma escassez de dados sobre as correlacBes entre o grau de elevagdo do

metabolito e o diagnostico ou os riscos metabélicos (Arnold et al. 2008).

Dados clinicos, bioquimicos e genéticos apoiam fortemente a ideia de que outros factores além do
genotipo em locus MCC devem ter uma grande influéncia sobre o fenétipo da deficiéncia em 3-
MCC. Tais factores adicionais que podem influenciar o fen6tipo da deficiéncia em MCC incluem
genes modificadores e, talvez 0 mais importante, a extensdo em que a via metabdlica fica afectada
quer por dieta rica em proteinas, quer por outros factores ambientais tais como infecgdes (Lynne A.
Wolfe 2007).
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1.6. Aconselhamento genético e diagnostico pré-natal

O diagndstico pré-natal pode-se realizar atraves da determinagdo da actividade da enzima 3-MCC
em biodpsia de vilosidades coridnicas ou amnidcitos cultivados e / ou quantificando o acido 3-HIVA
no liquido amnidtico. Em familias com gendtipo conhecido do caso index é possivel oferecer

diagnostico pré-natal por analise de mutacGes.

Na opinido de Baumgartner, dada a ampla gama fenotipica e do nlimero crescente de pacientes
assintomaticos, e mesmo de irmdos assintomaticos de pacientes sintomaticos afectados, o

diagnostico pré-natal € apenas justificado em irmdos de pacientes com inicio neonatal severo.

1.7. Tratamento

Em situacOes de crises agudas de acidose metabdlica, o tratamento da aciduria 3-MCG passa pela
administracdo de fluidos e electrolitos para corrigir a acidose. Uma dieta com restricdo protéica ou
com baixo teor de leucina é geralmente recomendada (Sweetman L 2001). O aporte calérico
adequado de carbohidratos e a diminuicdo dos periodos de jejum com aumento do nimero de
refeicGes contribuem para evitar o catabolismo proteico e a cetdgenese.

Nestes pacientes a suplementacdo com carnitina oral (75-100 mg/Kg por dia) é importante devido
aos défices secundarios de carnitina livre que estes doentes normalmente apresentam e também
para aumentar a excre¢do de acido 3-HIVA. Estes défices de carnitina podem levar, em criangas
com défice em 3-MCC, a desenvolver cardiomiopatia ou até morte (Arnold et al. 2008).

Para aumentar a desintoxicagdo de 3-metilcrotonil-CoA, os doentes s&o tratados com glicina uma

vez que faz aumentar a excrecgdo de 3-MCG.

O tratamento com biotina tem sido descrito como ndo tendo nenhum efeito clinico e nem alterando
a excregdo dos acidos 3-HIVA e 3-MCG. Friebel (Friebel et al. 2006) descreve o primeiro paciente
com défice em 3-MCC, deficiéncia esta causada por uma mutagdo em heterozigotia, que demonstra
uma significativa e sustentada resposta clinica e bioquimica a doses terapéuticas de biotina. A
resposta a doses biotina neste paciente é consistente com a observacdo de que a mutagdo R385S-

MCCA produz uma proteina estavel.

O tratamento deve ser sempre ponderado mesmo em criangas, detectadas através do programa
rastreio neonatal, que se apresentam clinicamente bem mas com um risco de descompensacao
metabdlica durante um episodio de stress metabdlico (dieta rica em proteinas e infec¢cdes) se ndo
forem tomadas precauces e tratamento especifico durante a doenca (Ficicioglu and Payan 2006).
Para um desenvolvimento normal e para reduzir o nimero de descompensacGes metabolicas o

tratamento com carnitina e com restri¢do de leucina parece ser suficiente (Sweetman L 2001).
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1.8. Objectivos

No trabalho que se apresenta o objectivo principal foi estabelecer um diagnéstico etioldgico em
doentes com MCG detectados pelo Programa Nacional de Diagnéstico Precoce. Numa amostra de
20 doentes pretende-se identificar e caracterizar as mutagdes mais frequentes na nossa populacéo

recorrendo a analise de 19 exdes no gene MCCA e 17 exdes no gene MCCB.

O estabelecimento do diagnostico etioldgico é importante uma vez que se trata de uma doenga

hereditaria com transmissao autossémica recessiva passivel de aconselhamento genético.

Por forma a alcangar este objectivo foi necessario proceder a implementacdo do estudo molecular

desta patologia, ndo disponivel em Portugal até ao momento.
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2. MATERIAL E METODOS

Este capitulo descreve o processo de seleccdo da amostra, 0s materiais e métodos utilizados, assim

como 0s equipamentos, 0s processos e ferramentas informaticas usados na analise de dados.

2.1. Amostra seleccionada

O estudo baseou-se numa populacdo de 433.367 RN que realizaram o rastreio neonatal alargado
correspondendo a 99,8 % dos RN, nascidos em Portugal continental e ilhas, entre Margo de 2005 e
Outubro de 20009.

Para efeitos do estudo, foi efectuada a seleccdo de uma amostra atraves da andlise do perfil de
acilcarnitinas por MS/MS. A metodologia usada em todo o processo desde a preparacdo da amostra
bioldgica a sua analise encontra-se descrita em anexo (anexo 7.2). Esta metodologia foi adaptada
da descrita por Rashed (Rashed et al. 1995).

Assim, foi seleccionada uma amostra de 13 RN por possuirem valores de C50H, marcador
bioquimico priméario de rastreio para esta patologia, superiores ao cut-off estabelecido (valores
superiores a 1 pumol/L) o que é sugestivo de MCG. Nestes individuos foi previamente excluida a
hipétese de se tratar de outra doenca metabdlica® através de diagnostico bioguimico especifico
(analise dos acidos organicos urinarios efectuado pela Unidade Bioguimica Genética do Centro de
Genética Médica - INSA) (Tabela 2).

Foram também estudadas 6 méaes assintomaticas que foram detectadas através do estudo do sangue
dos seus filhos no rastreio neonatal. Estas mdes tinham um aumento de C50H no perfil de

acilcarnitinas. Em alguns casos foram efectuados estudados familiares.

Foi também estudada uma crianga sintomética do sexo masculino de origem espanhola de 3 anos
de idade com atraso desenvolvimento e com perfil acilcarnitinas compativel com MCG.

2.2. Material biol6égico

Para a realizacdo do estudo molecular utilizou-se sangue seco colhido em papel de filtro Whatman

903, como material bioldgico — fichas do rastreio neonatal.

! aciddria 3-hidroxi 3-metilglutéarica, défice multiplo das carboxilases, deficiéncia em biotinidase, 3-metil-

glutaconica ou acetoacetil-CoA tiolase mitocondrial (B-cetotiolase)
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Tabela 2- Resumo dos resultados bioquimicos dos casos seleccionados

CO (umol/L) C5-OH (umol/L) Confirmacéo bioquimica

1 26.6 4.0 3-MCG e 3-HIVA
2 20.6 15 3-MCG e 3-HIVA
3 29.2 1.3 n.d.

4 77.4 2.3 n.d

5 16.9 14 3-MCG e 3-HIVA
6 26.5 4.2 n.d

7 15.6 1.9 3-HIVA

8 27.2 1.0 3-HIVA

9 8.45 13.2 n.d

10 16.1 4.0 3-HIVA

11 54.1 2.4 3-HIVA

12 e n.d n.d 3-MCG e 3-HIVA
13 e 28.9 55 3-HIVA

14 e 31.0 3.0 n.d

15 12.6 1.0 3-HIVA

16 e 13.9 1.2 n.d

17v 23.0 3.7 3-HIVA

18 35.0 2.8 3-HIVA

19 235 29 n.d

20 38.6 1.7 3-HIVA

CO0-carnitina livre; C5-OH-isovalerilcarnitina; n.d.- ndo disponivel

Valor de referéncia do CO (9,13-68,45 pmol/L) e C5-OH (0-0,57 pmol/L) para RN até um més.
Valor de referéncia do CO (19,24-48,48 pumol/L) e C5-OH (0,13-0,52 pmol/L) mais de 1 ano

V - valores de CO e C5-OH com tratamento

® - Casos maternos
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2.3. Extraccdo de DNA

Na extraccdo de DNA utilizam-se substancias desproteinizantes, capazes de desnaturar e retirar as
proteinas que estdo acopladas ao DNA,; a adi¢do posterior de isopropanol faz com que o material
genético precipite sendo posteriormente solubilizado em tampéo apropriado para subsequente uso

na reaccao de PCR.

O DNA gendmico das amostras seleccionadas, familiares e de 100 individuos controlo foram
obtidos a partir do sangue seco em papel de filtro extraido com o kit GENARATION® Capture
Card Kit- Gentra Systems.

Resumidamente, este procedimento consiste nos seguintes passos: 0 DNA é purificado da amostra
cortando um disco de 3mm; lavagem com solucdo de purificacdo de DNA e, em seguida,
precipitacdo com isopropanol. Durante a purificacdo o DNA permanece ligado ao papel de filtro,
enguanto as proteinas e outros contaminantes sdo selectivamente removidos e ap6s 0 passo

secagem, a amostra esta pronta para a amplificacdo do DNA.

O procedimento referente a este método encontra-se detalhado em anexo (Anexo 7.3).

2.4. Estudo dos genes MCCA e MCCB

Na abordagem de sequenciacdo do DNA gendémico, a amplificacdo dos exdes e juncdo exao-intrdo
dos genes MCCA e MCCB, foi efectuada utilizando primers especificos descritos por Holzinger
(Holzinger et al. 2001) com ligeiras alteraces, outros foram desenhados com o auxilio do
programa Primer3 v.0.4.0 e FastPCR® (Tabela 3, 4, 5 e 6).

A estes primers foi adicionada uma sequéncia de 18 nucleotideos (M13F e M13R) que permitem a
utilizagdo de um primer universal para todos os fragmentos na realiza¢do do PCR de sequenciacao.
O primer M13F possui a sequéncia TGTAAAACGACGGCCAGT, enquanto o primer M13R apresenta
a sequéncia CAGGAAACAGCTATGACC (direcgdes 5°-3°).

Antes de se proceder ao estudo dos doentes foram efectuados gradientes de 8 temperaturas, de 55° a
65°, para todos os exdes em DNA controlo, de forma a optimizar as condi¢cGes de PCR e assim

obter uma melhor amplificag&o.
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Tabela 3 — Descricéo dos primers desenhados para o estudo do gene MCCA

Regido Tamanhodo  Temperatura Sequéncia do primer (5°-> 3°)
fragmento de annealing
(pb) (°C)

Ex3o 6/7 622 65 F  TGTAAAACGACGGCCAGTTTTGTCGTCTCAGACTCGATG
R CAGGAAACAGCTATGACCCACAGGACAGAACTGGGAAA

Ex3o 19 273 65 F  TGTAAAACGACGGCCAGTGGTCTCCCTTTCTTGACTTGG
R CAGGAAACAGCTATGACCGGCACTTCCTCTTTTTGGTG

pb — Pares de bases °C- graus centigrados

Tabela 4 — Descricéo dos primers utilizados para o estudo do gene MCCA.
(Holzinger et al. 2001).

Tamanho  Temperatura Sequéncia do primer (5°-> 3?)
do de annealing
fragmento (°C)
(pb)
Exdo 1 184 65 F TGTAAAACGACGGCCAGTCGCAGCTGCCTCTGTACTGG
R CAGGAAACAGCTATGACCCCTGCTCCCGCCTCTGCC
Exio 2 169 65 F TGTAAAACGACGGCCAGTCTTTTGAAAGAACAATTGTGTTGCC
R CAGGAAACAGCTATGACCCTTAAACACTTCCAGTCTGAAGC
Exio 3 253 65 F TGTAAAACGACGGCCAGTCTCATTCTCATTCTTTGCTCTCC
R CAGGAAACAGCTATGACCCTGACACAGTAAACGAATAAACG
Exdo 4 214 56.9 F TGTAAAACGACGGCCAGTGTATAGTGTATGAGTATGTACT
R CAGGAAACAGCTATGACCCATCAGTTGCACAAAACGTAT
Exd05 244 56.9 F TGTAAAACGACGGCCAGTGCATTAAGGTGTTGCCAGTT
R CAGGAAACAGCTATGACCGCCCAAACTATTTCAACTGA
Exio 8 248 56.9 F TGTAAAACGACGGCCAGTGTGCCTAACAGTTTAGCTTA
R CAGGAAACAGCTATGACCCAGAGTAAGATTCACATTAC
Ex30 9 184 65 F  TGTAAAACGACGGCCAGTCTAGTAAGGCAAGCTACTAATGG
R CAGGAAACAGCTATGACCCATAAATTAAACACTGTTACGTC
Ex3o 10 221 56.9 F TGTAAAACGACGGCCAGTCTGATTATACACTATTGAATATGACC
R CAGGAAACAGCTATGACCCCACCGCACCCAGCCAAGGC
Exdo 11 281 65 F TGTAAAACGACGGCCAGTGTAGCCGCTATACGGTAGATTTC
R CAGGAAACAGCTATGACCGTACTAAAAACTTAAAAAGAGTGAGC
Ex&o 12 206 65 F  TGTAAAACGACGGCCAGTCCTTCGTGTTTTGACTTGAAGAGG
R CAGGAAACAGCTATGACCGGTGCTGACCAAACACATCAAGG
Exdo 13 308 65 F TGTAAAACGACGGCCAGTTATTGTTTTCCCCACTCAGCAGG
R CAGGAAACAGCTATGACCTGCAAAACTTGACAAGCAGAGG
Ex&o 14 210 56.9 F TGTAAAACGACGGCCAGTTGTAAGGTGTAAATTTCATAGGC
R CAGGAAACAGCTATGACCGATTAATGTGATACATTTCTATG
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Exao 15 189 65 F TGTAAAACGACGGCCAGTGAGAGTGAGATTCTTTATATCTCGG

R CAGGAAACAGCTATGACCGTATAAAAGCGGTCAGATTCAGC

Exao 16 256 56.9 F_TGTAAAACGACGGCCAGTGATCTTATTAATTCTGTAGTG
R CAGGAAACAGCTATGACCGTCAAACAGTTTTCTCCCATGC

Ex3o 17 244 56.9 F TGTAAAACGACGGCCAGTGGTATATTAGTAAAAATATAGTGATAGG
R CAGGAAACAGCTATGACCTAAATGACAAGTTTAACAAAGCCACG

Ex3o 18 187 56.9 F TGTAAAACGACGGCCAGTGCAGATGAACATATCTAGGACC
R CAGGAAACAGCTATGACCGGTATGATTGCTCCCAAAGTCC

pb — Pares de bases °C- graus centigrados

Tabela 5 — Descricéo dos primers desenhados para o estudo do gene MCCB

Regido Tamanhodo  Temperatura Sequéncia do primer (5°-> 3?)

fragmento de annealing
(pb) (°C)

Exdo 1 474 65 F  TGTAAAACGACGGCCAGT GCTGAGGCTCTGTCCCTTATT

R CAGGAAACAGCTATGACCCGTGCGTCACAGAATCAACT

Exé&o 2 322 56.9 F  TGTAAAACGACGGCCAGTAGGCAGGGGTGAATCTTTT

R CAGGAAACAGCTATGACCAAAGCAATAACTATTTTAGGAC

Exé&o 500 65 F  TGTAAAACGACGGCCAGTTGAGAGAAGATACTTGGGACCTG
9/10 R CAGGAAACAGCTATGACCCCACATCTATTTCTAGGCATGAAC
Exédo 11 282 65 F  TGTAAAACGACGGCCAGTGCATGTCAAATGAAATTCTAGTG
R CAGGAAACAGCTATGACCCCTGATTTTCAAAGCAGCAG
Exé&o 14 391 56.9 F  TGTAAAACGACGGCCAGTTCTTAAGGCGAGAGGCATTT

R CAGGAAACAGCTATGACCTTGATTGAGATCTGGGAATGG

Exé&o 15 252 65 F  TGTAAAACGACGGCCAGTAACATGGGCCTCTGAAAATC

R CAGGAAACAGCTATGACCCTCCTTGGCTCCAGGGTGT

Exé&o 17 221 56.9 F  TGTAAAACGACGGCCAGTTAGTTTGGTGGTAAATTCATAACTC

R CAGGAAACAGCTATGACCGGCTACTACATGTGTTAATTTTCAG

pb — Pares de bases °C- graus centigrados

35



Material e Métodos

Tabela 6 — Descricgéo dos primers utilizados para o estudo do gene MCCB.
(Holzinger et al. 2001).

Regido  Tamanhodo  Temperatura Sequéncia do primer (5°-> 3°)

fragmento de annealing
(pb) °C)

TGTAAAACGACGGCCAGTGAGACCTTTTTATCGTGTCAATCTAA

Exdo 3 188 56.9 F
R CAGGAAACAGCTATGACCGTACTATGGAACAGAGAACACTC
Ex3o 4 237 56.9 F TGTAAAACGACGGCCAGTCATGTGTAACTGTTTAAATGTGTAG
R CAGGAAACAGCTATGACCGGATGCCTGTGCCTCATCAAAGTC
Exio 5 282 56.9 F TGTAAAACGACGGCCAGTTTGGGGTATCTTGTAATGAGTG
R CAGGAAACAGCTATGACCATACATACAGCCTTCCAAACTATC
Ex30 6 244 56.9 F TGTAAAACGACGGCCAGTGTAGCACATTTAGTTCATAGAG
R CAGGAAACAGCTATGACCAGCCATCCCAGAGTACCTAATTCG
Exdo 7 312 65 F TGTAAAACGACGGCCAGTGCATCTCATGTGTTTGTCGTGTGC
R CAGGAAACAGCTATGACCTACTAAACGTCACCAAGCTGTAC
Ex3o 8 219 65 F TGTAAAACGACGGCCAGTTGTCTGATGGACCGATTTCACTG
R CAGGAAACAGCTATGACCTGGTGTGGTCTGGCAAGTTTAGC
Ex3o 12 236 65 F TGTAAAACGACGGCCAGTGAAAAGCACAAGACATAAATCTTC
R CAGGAAACAGCTATGACCGGTTGCTGAGGCATCTAGTTAAGC
Ex3o 13 182 56.9 F  TGTAAAACGACGGCCAGTTAGAATGCATGATGATAATAGAG
R CAGGAAACAGCTATGACCGGTACAGCTCTGGAATCAATAC
Exdo 16 220 65 F TGTAAAACGACGGCCAGTAGTTGTTCACTGAAGCTGACTTAC
R CAGGAAACAGCTATGACCGCACATCTCAACTACATAGAGC
pb — Pares de bases °C- graus centigrados

2.4.1. Amplificacdo do gDNA

A amplificacdo dos exfes foi efectuada utilizando uma mix, ImmoMix™ Red (Bioline-
Biocompare®). A 6,25 ul desta mix (que inclui IMMOLASE Tagq DNA Polymerase, tampdo de
reaccdo, dNTPs e cloreto de magnésio (MgCl,)), adicionou-se 0,125 pul de primers (F/R) (100pmol)
correspondentes a cada exdo ou fragmento a amplificar, 1 — 2,5 ul gDNA alvo e agua bidestilada
para um volume final de 12,5 pul. Submeteu-se a mistura final ao seguinte ciclo de temperaturas:
uma desnaturacdo inicial/ activacdo da polimerase de 10 minutos a 96°C, seguida de 35 ciclos de 60
segundos a; 95° C desnaturacdo, 56,9°C — 65°C de temperatura de annealing, extenséo a 72°C, e
uma extensdo final de 10 minutos de 72°C, no termociclador Thermal Cycler (BioRad).

A verificacdo da amplificacdo por PCR foi efectuada por electroforese num gel de agarose
2%/TAE (Invitrogen) (m/v), onde se adiciona 3 pul de SybrGreen (Roche) e se aplica 5 pl de cada
amostra. O SybrGreen é um corante fluorescente altamente sensivel para deteccdo de cadeias de

DNA e oligonucleotideo em géis de agarose e poliacrilamida.
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As amostras correm numa tina de electroforese a 125 volts durante 15 minutos. O principio da
eletroforese utilizada para separagdo de DNA baseia-se na carga negativa do DNA dada pelos
atomos de oxigénio dos grupos fosfato. No final do processo, as cadeias de DNA estdo proximas ao
polo positivo. Moléculas de menor peso molecular terdo mais facilidade de migrar pelo gel do que
as de maior peso molecular, e percorrerdo uma distancia maior ficando mais proximas do polo
positivo. A visualizagdo das bandas de amplificacdo é possivel devido ao corante usado, Sybrgreen,
que intercala as cadeias de DNA emitindo fluorescéncia quando excitado por luz ultravioleta num

transiluminador, permitindo assim visualizacdo das bandas.

2.4.2. Purificagao dos produtos PCR

Os produtos de PCR foram purificados pelo método enzimatico utilizando o kit Exosap-IT®, de
forma a eliminar os primers ndo incorporados e/ou amplificagdes inespecificas. Para tal, adicionou-
se 2 ul de ExoSap-IT® a cada 5 ul de produto PCR, e incubou-se no termociclador a 37°C durante
30 minutos, temperatura Optima para a actividade da enzima, seguida de uma incubagédo a 80°C

durante 15 minutos, para inactivagdo da enzima.

2.4.3. Reaccao de sequenciacéo

Para a reaccao de sequenciagéo, utilizou-se 2 pl Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Mix
(que contém MgCI2, dNTPs, ddNTPs marcados com fluorocromos e AmpliTagq DNA polimerase),
0,5 ul de primer M13 (F ou R) a 3,2 pmol/ul e 2,5 pl de produto PCR purificado.

O programa incluiu uma desnaturagdo inicial de 2 minutos a 94°C, seguida de 25 ciclos de 10
segundos a 94°C, 6 segundos a 50°C e 4 segundos a 60°C, no termociclador Thermal Cycler
(BioRad).

2.4.4. Purificacdo dos produtos de sequenciagdo

Os produtos de sequenciagdo foram purificados utilizando colunas contendo 750ul de Shephadex
G-50 (Amersham Biosciences), de forma a eliminar os dNTPs e ddNTPs ndo incorporados e sais

gue pudessem interferir com a electroforese capilar. Centrifugam-se a 4400 rpm durante 4 minutos.

2.4.5. Electroforese capilar

Aos produtos purificados foram adicionados 15 ul de formamida desionizada (formamida Hi-Di™
Applied Biosystems), que é uma substancia desnaturante e de elevada viscosidade, agitam-se no

vortex e deixam-se dissolver durante 10 minutos.
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A separacdo dos fragmentos foi realizada por electroforese capilar no sequenciador automatico
ABI3130xI Genetic Analyser (Applied Biosystems) de 16 capilares de 36 cm. Este tipo de
sequenciacdo baseia-se no método desenvolvido por Sanger et al. (Sanger et al. 1977) e recorre a
nucleétidos terminadores da cadeia que séo didesoxinucle6tidos trifosfatados marcados com um
fluorocromo na extremidade 3’ (ddNTP). O sequenciador detecta a fluorescéncia dos 4
didesoxinucledétidos, através dos diferentes comprimentos de onda de luz emitida por radiacdo da

amostra.

2.5. Rastreio populacional

Foi efectuado o rastreio populacional a duas mutag¢fes das ndo descritas que suscitaram duvidas de
serem causadoras da doenca. A ocorréncia de uma mutagdo pontual pode originar a criagcdo ou
aboligdo de um local de restricdo e essa caracteristica pode ser usada para o estudo de mutagdes. A
técnica utilizada neste estudo foi RFLP’s (Restriction Fragment Length Polymorphisms) que se
baseia na hidrdlise do DNA com enzimas de restricdo e posterior separagdo, por electroforese, dos
fragmentos gerados, que correspondem a padrdes de restri¢do especificos. Esta técnica foi aplicada
ao caso em estudo (controlo positivo) e a 100 controlos. Foi possivel a analise de restricdo as
mutacdes novas detectadas: no exdo 7 em que cria um local de corte para a enzima Mboll
(Fermentas) e no exdo 3 em que elimina um local de corte para a enzima Hphl (New England
Biolabs) (Tabela 7). O método consiste na extraccdo de DNA de 100 individuos controlo e do caso
index e posterior amplificacdo e verificacdo do fragmento de DNA de interesse pelo método ja
descrito 2.4. e 2.5.1., sequida da digestdo de 8 pl de produto PCR com 2 ul de uma endonuclease de
restricdo especifica para a sequéncia alvo, e posterior incubacdo 3 horas no banho a 37°C.

Tabela 7 — Endonucleases de restricdo utilizadas no estudo populacional

Regido Tamanho do Endonuclease de Tamanho dos fragmentos digeridos
fragmento restricao
Normal Mutado
Ex&o 3 227pb Hphl (GGTGA)(N)8 91pb+136pb 227pb
Exdo 7 306pb Mboll (GAAGA)(N)8 306pb 106pb+200pb

Os diferentes fragmentos resultantes da digestdo sdo posteriormente separados por electroforese em
gel de agarose a 3% /TAE, onde se aplicam 10 pl de cada amostra. As amostras correm numa tina

de electroforese a 80 volts durante 1 hora. Comparou-se as amostras com um produto PCR ndo
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digerido (NC), controlo positivo e a 5 ul do marcador de peso molecular 50 Base-Pair Ladder (GE
Healthcare) a fim de se calcular aproximadamente o tamanho dos fragmentos digeridos.
2.6. Anélise bioinforméatica

O desenho de primers especificos para a amplificacdo dos varios exdes de cada gene foi efectuado

no programa Primer3 (http://primer3.sourceforge.net/).

FastPCR (http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/) foi outro software utilizado que permite

verificar a qualidade dos primers, no que diz respeito a temperatura de melting, formacdo de

estruturas secundarias e formacao de dimeros de primers.

Para a previsdo das alteragdes pontuais encontradas e ainda ndo descritas recorreu-se ao programa

Polyphen (Polymorphism Phenotyping) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/). Este programa é

uma ferramenta que prevé o possivel impacto de uma substituicdo de um amino&cido na estrutura e
fungdo da proteina humana utilizando simples consideragdes fisicas e comparativas. Esta previséo é
baseada em regras empiricas directas que sdo aplicadas a sequéncia e a informag&o estrutural e
filogenética que caracterizam a substituicdo (Anexo-7.4). A previsdo é efectuada pela anélise de
scores entre 0 aminoacido normal e o aminoacido alterado sendo posteriormente calculado o valor
da diferenca entre as scores de ambas as variantes alélicas na posi¢do polimorfica. Esta diferenca
pode variar entre zero, que corresponde a uma variacdo sem efeitos fenotipicos (variacdo benigna),
e um valor superior a dois que corresponde a uma variagdo rara ou pouco observado na familia da

proteina (variacdo provavelmente patogénica).

As sequéncias aminoacidicas utilizadas para efectuar o alinhamento fazem parte da base de dados

National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e do

Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) e o alinhamento das sequéncias seleccionadas foi

realizado no programa ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/clustalw). Este programa realiza

alinhamentos com outras espécies previamente definidas e através de um algoritmo de alinhamento
progressivo, baseado na similaridade das sequéncias, alinha as sequéncias de aminoacidos. Com o
alinhamento é possivel identificar motivos com elevado grau de conservagdo e permite observar a
conservagdo da zona mutada, sendo possivel concluir que quanto maior o grau de conservagdo

maior é a probabilidade de a alteracdo ser patogénica.

Para pesquisar as enzimas de restricdo especificas de determinada sequéncia foi utilizado o

programa Nebcutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter?/). Esta ferramenta permite seleccionar
as enzimas de restricdo comercialmente disponiveis que cortam uma determinada sequéncia de

nucleotideos.
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Para a previsao das alteracfes de splicing recorreu-se ao programa Human Splicing Analyser (HSF)
(http://www.umd.be/HSF/) que € uma ferramenta que prevé os efeitos das mutagdes nos sinais de

splicing ou identifica os locais de splicing em qualquer sequéncia humana (Desmet et al. 2009).

2.7. Nomenclatura das mutacdes e base de dados

As variacBes de sequéncia detectadas foram descritas de acordo com as recomendacBes de
nomenclatura de muta¢cbes da Human Gene Variation Society (HGVS) (den Dunnen and
Antonarakis 2001).

Foi utilizada a sequéncia de referéncia de cDNA para os genes MCCA e MCCB descrita no RefSeq
NCBI: NM_020166.3 e NM_022132.4. Foram também utilizadas as sequéncias proteicas RefSeq
NCBI: NP_064551.3 e NP_071415.1 dos genes MCCA e MCCB respectivamente.

Na pesquisa de variacBes ja descritas foi consultada a literatura e a base de dados HGMD®-

Human Gene Mutation Database professional, disponivel na pagina http://www.biobase-

international.com/.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos 20 casos seleccionados para estudo, foram detectadas 26 mutacBes que se distribuem da
seguinte forma: 1 mutacdo nonsense, 4 mutacdes frameshift (pequenas delecBes e pequenas
insercBes), 20 mutacdes missense e 1 mutacdo de splicing. Das mutacdes detectadas, 16 ndo se
encontram ainda descritas na literatura nem na base de dados HGMD®, 0 que corresponde a uma

percentagem de novas mutacdes de 61.5%.

Estes resultados estdo esquematizados na Figura 14. Verificou-se recorréncia de 3 mutagdes nos

casos seleccionados, sendo que uma delas ainda néo se encontra descrita na literatura.

- - ! LX) E e

- NONEENEE  =- Mmissense  &- pequena delec;io #- pecuens inserg o & - =plicing

B = Sinal peptideo
oo = Dominio bioting carboxilaze
3 = Dominiotransportador bioting carboxil
= Dotninio carboxitransfer sse

Figura 14 — Esquema exemplificativo das alteracdes encontradas, relativamente ao gene, a posi¢cdo no gene e

dominios da enzima.

Pela analise da Figura 14, verifica-se que foram detectadas predominantemente mutaces missense
localizadas ao longo de todo o gene MCCA e MCCB, correspondendo aos dominios biotina
carboxilase na subunidade MCCA e ao dominio carboxiltransferase da subunidade MCCB sem
nenhum hotspot mutacional. As muta¢es foram maioritariamente encontradas no gene MCCB (21
das 26 mutagdes) o que é consistente com os resultados obtidos por Dantas (Dantas et al. 2005).
Dos 20 casos estudados, 4 sdo homozigéticos, 8 sdo heterozigéticos compostos, 5 em que apenas
foi detectada uma mutacdo em heterozigotia, 1 com uma mutacdo em heterozigotia com efeito

dominante e 2 em que ndo foram encontradas nenhuma alteracdo. Na Tabela 8 estéo referidos todos
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0s resultados moleculares obtidos neste estudo. No anexo 7.5 sdo apresentados os resultados

bioguimicos e moleculares de todos os casos estudados.

Tabela 8 - Resultados obtidos neste estudo

Alieracio em coNA__| _Ereito na proteina

© 0O N o g b~ W N

D S e e S S
© © ® N »A W N B O

3.1.

MCCA 5 €.388G>A/c.388G>A
MCCA 11 ¢.1147G>A/N
MCCA 9 €.924_25delAG/N
MCCA 11 c.1155A>CIN
MCCB 1 ¢.100 C>T/c.100 C>T
MCCB 7 c.688A>G/N
MCCB 5; 11 €.463C>T/c.1015G>A
MCCB 3,7 €.203G>T/c.688A>G
MCCB 14 €.1229G>A/c.1229G>A
MCCB 5; 15 €.463C>T/c.1423G>A
MCCB 11; 17  ¢.1015G>A/c.1635_36insT
MCCB 4,5 €.313G>C/c.487A>G
MCCB 11 ¢.1015G>A/N
MCCB 7 c.688A>G/c.688A>G
MCCB 6; 11  ¢.517_518insT/c.1015G>A
MCCB 11; 13 ¢.1015G>A/c.1159T>G
MCCB 6; 13 €.599T>G/c.1216 +2T>C
MCCA 2 €.97_98delT/N

Mutacdes missense

p.G130S/p.G130S
p.E383K/N
p.Arg308_309SerfsX2/N
p.R385S/N
p.Q34X/p.Q34X
p.N230D/N
p.R155W/p.V339M
p.G68V/p.N230D
p.G410D/p.G410D
p.R155W/p.G475R
p.V339M/p.Ser546X
p.G105R/p. N163D
p.V339M/N
p.N230D/p.N230D
p.S173FfsX25/p.V339M
p.V339M/p.F387V
p.1200N/IVS 13+2T>C
p.V33GfsX6/N

N&o descrita
N&o descrita
N&o descrita
Gallardo et al. (2001)
N&o descrita
N&o descrita
Dantas et al. (2005); Baumgartner et al. (2001)
N&o descritas
N&o descrita
Dantas et al. (2005); Nao descrita
Baumgartner et al. (2001); Nao descrita
N&o descritas
Baumgartner et al. (2001)
N&o descrita
Gallardo et al. (2001); Baumgartner et al. (2001)
Baumgartner et al. (2001); Nao descrita
N&o descritas

Né&o descrita

Como referido anteriormente a maioria das mutagdes missense ocorre no gene MCCB. Este facto é

visivel na Figura 15.

(A

(B)

Figura 15 — Representacdo das mutagdes missense nos dominios da proteina (A) MCCA e (B) MCCB

A Tabela 9 resume os resultados obtidos relativamente as mutacdes missense encontradas em

ambos os genes. Cada uma deles é seguidamente discutida pormenorizadamente.
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Tabela 9 — Descrigdo das mutacBes missense encontradas

Caso  Gene Exdo  Alteracdo cDNA Efeito na proteina Referéncia

1 MCCA 5 €.388G>A/c.388G>A p.G130S + p.G130S Né&o descrita

2 MCCA 11 c.1147G>A/N p.E383K/N N&o descrita

4 MCCA 11 c.1155A>C/N p.R385S/N (Gallardo et al. 2001)

6 MCCB 7 €.688A>G/N p.N230D/N N&o descrita

7 MCCB 5/11 €.463C>T/c.1015G>A p.R155W/p.V339M (Baumgartner et al. 2001; Dantas et al. 2005)
8 MCCB 37 €.203G>T/c.688A>G p.G68V/p.N230D N&o descritas

9 MCCB 14 €.1229G>A/c.1229G>A p.G410D/p.G410D N&o descrita

10 MCCB 5/15 €.463C>T/c.1423G>A p.R155W/p.G475R (Dantas et al. 2005; N&o descrita)

11 MCCB 11 c.1015G>A p.V339M (Baumgartner et al. 2001)

12 MCCB 4/5 €.313G>C/c.487A>G p.G105R/p.N163D N&o descritas

13 MCCB 11 c.1015G>A p.V339M (Baumgartner et al. 2001)

14 MCCB 7 €.688A>G/c.688A>G p.N230D/p.N230D N&o descrita

17 MCCB 11 c.1015G>A p.V339M (Baumgartner et al. 2001)

18 MCCB 11/13  ¢.1015G>A/c.1159T>G p.V339M/p.F387V (Baumgartner et al. 2001); Nao descrita)

19 MCCB 6 €.599T>G p.1200N N&o descrita
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3.1.1. Mutacbes missense ja descritas na literatura

Trés das mutagdes missense encontradas neste trabalho ja se encontram descritas na literatura. Uma
foi identificada no caso 4 no exdo 11 do gene MCCA, a transversdo nucleotidica ¢.1155A>C
(Gallardo et al. 2001) que origina substituicdo de um residuo de arginina por um de serina no coddo
385 (p.R385S), outra no exdo 5 do gene MCCB, nos casos 7 e 10 a transi¢cdo nucleotidica
€.463C>T (Baumgartner et al. 2001) que origina substituicdo de um residuo de arginina por um de
triptofano no coddo 155 (p.R155W) e por fim a transi¢do nucleotidica c.1015G>A (Dantas et al.
2005) no exdo 11 do gene MCCB nos casos 7, 11, 13, 17 e 18 que origina substituicdo de um

residuo de valina por um metionina no codao 339 (p.V339M).

Mutacéo c.1155A>C

Esta mutacdo foi encontrada em heterozigotia no caso 4 no gene MCCA e embora tenham sido
sequenciados todos os exdes e jungdes exdo-intrdo dos genes MCCA e MCCB a partir de DNA

genomico nenhuma outra alteracdo foi identificada.

A arginina na posicdo 385 é altamente conservada em mamiferos, plantas, fungos e bactérias e
corresponde a um residuo no dominio biotina carboxilase que se tem revelado como fazendo parte
de uma “bolsa” carregada positivamente importante para ligacdo do bicarbonato (Sloane and
Waldrop 2004). O produto proteico do alelo dominante negativo é funcionalmente inactivo e tem a
propriedade de inibir a actividade do produto proteico do alelo normal. Devido a este efeito
dominante negativo os individuos que sdo heterozigdticos para esta mutacdo apresentam alteracoes

clinicas e bioquimicas.

Sloane et al. mostraram que uma mutacdo missense correspondente a MCCA-R385S, a mutacdo
R338S, no dominio biotina carboxilase da E. coli, exibiu um efeito dominante negativo no
funcionamento do local activo do alelo normal, pela cooperacdo negativa no que diz respeito a
concentracdo de bicarbonato. Por outro lado, conseguiram demonstrar que o grau de cooperagao
negativa diminuiu com concentracdes crescentes de biotina. Estes dados confirmam a hip6tese de
um efeito dominante negativo da R385S MCCA sobre a proteina do tipo selvagem e, portanto, na
actividade enzimatica MCC, ou seja a proteina mutada interfere com o funcionamento da proteina

normal produzida pelo alelo normal no heterozigético.

Estudos de expressdo mostram claramente que a mutagdo R385S origina uma enzima
cataliticamente inactiva mas estavel, possibilitando a formacdo do complexo proteico, e a
substituicdo de um residuo de arginina por uma serina destabiliza a “bolsa” carregada

positivamente necesséria para a ligacdo do bicarbonato, reduzindo assim a ligacdo do substrato e
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provocando perda de fungdo da enzima (Baumgartner et al. 2001; Desviat et al. 2003). Esta
mutacdo parece ser a mais frequente em pacientes com 3-MCG de origem alema (Baumgartner
2005).

Fribel num artigo publicado em 2006 (Friebel et al. 2006) fala-nos no primeiro doente com
deficiéncia em 3-MCC com esta mutacdo em heterozigotia, no qual demonstrou resposta clinica e
bioquimica a biotina. A resposta a biotina neste doente é consistente com a observagdo que R385S
produz uma proteina estavel e esta de acordo com Sloane e Waldrop (2004) que demonstraram que
a biotina neutraliza o efeito dominante negativo. Foram estudados os pais e o0 irmdo deste doente,
tendo sido encontrada a mesma mutagdo no pai em heterozigotia sendo a mae e o irmdo normais

para esta mutacao (Figura 16).

(c.1155A>C) /(N) (N)

/O

I

(c.1155A>C) /(N) (N)

Figura 16 - Arvore genealdgica do caso 4 onde foi encontrada a mutagéo causal

A semelhanca do caso estudado, o pai também apresenta um fen6tipo bioquimico correspondente a
uma deficiéncia em 3-MCC tendo no entanto atingido a idade adulta assintomatico. Uma das
possibilidades para o comportamento assintomatico demonstrado pelo pai, € o menor fluxo
metabdlico nesta via, 0 que estd consistente com identificacdo de adultos assintomaticos com 3-
MCC encontrados por Gibson (Gibson et al. 1998). Existem no entanto outros factores
nomeadamente o tipo de alimentacdo e a ocorréncia de infec¢fes. Outra possivel explicagdo é a
quantidade de MCCA funcional que o alelo normal produz contribuindo para uma variagdo do
fendtipo nos heterozig6ticos para esta mutagdo. Um heterozig6tico com baixa expresséo do alelo
normal pode ser clinicamente e bioguimicamente sintomatico, por outro lado se a expressao do

alelo normal estiver aumentada o individuo é assintomatico (Baumgartner 2005).

Existe também a possibilidade de genes modificadores, tais como MCCB e HCS, terem a
capacidade de alterar a fungdo da 3-MCC ou fluxo da via metabdlica, podendo desta forma atenuar

ou potenciar o fenétipo da doenca (Baumgartner 2005).
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Mutacédo c.463C>T

Esta mutacdo foi encontrada em dois casos heterozig6ticos compostos, no caso 7 e 10, no gene
MCCB. Ambos os casos tiveram aumento de C5-OH no perfil de acilcarnitinas mas na
cromatografia de &cidos organicos urinarios apenas tinham excrecdo aumentada de 3-HIVA mas
sem excregdo de 3-MCG. Esta mutagdo ndo foi descrita como associada aos ndo excretores do
marcador patognomonico. No caso 7 existe uma mutacdo noutro alelo ja descrita como associado
aos ndo excretores, por a enzima possuir actividade residual. No caso 10 embora também exista
uma mutacao noutro alelo esta ndo se encontra descrita mas provavelmente deve possuir alguma

actividade enzimatica.

Esta mutacdo foi descrita pela primeira vez por Dantas et al. em 2005 (Dantas et al. 2005), onde
demonstrou que esta mutagdo se localiza numa zona bastante conservada. Num estudo
populacional realizado em 100 cromossomas ndo foi encontrada nenhum caso, 0 que permite
concluir que esta mutacdo tem uma baixa frequéncia na populagdo. Esta alteracdo resulta numa
actividade nula 3-MCC. Esta conclusdo foi baseada noutros estudos realizados por Baumgartner
(Baumgartner et al. 2001) onde se demonstrou que a expressdo da mutagdo c.464G> A (R155Q)
resulta numa actividade indetectavel de 3-MCC. Uma vez que a troca é de uma arginina por
triptofano na mesma posicdo ¢ muito provavel que esta mutacdo missense provoque a mesma

consequéncia.

Mutacédo ¢.1015G>A

Esta mutacdo foi encontrada em 5 casos (casos 7, 11, 13, 17 e 18), quatro dos quais se tratam de
heterozig6ticos compostos (casos 7, 11, 17 e 18) e um (caso 13) onde apenas se encontrou esta
mutacdo em heterozigotia. Este Gltimo trata-se de um caso materno detectado atraves do rastreio
neonatal do seu filho onde foram sequenciados todos os exdes e juncdo ex&o-intrdo dos genes
MCCA e MCCB, néo tendo sido identificado mais nenhuma mutacdo. O que pode suceder se
estivermos perante uma grande delecdo ou insercdo ou se se tratar de uma mutacdo no promotor.
Nestas situacdes ao estudarmos o DNA genomico apenas estamos a sequenciar um alelo como

constatado por Dantas (Dantas et al. 2005) num estudo efectuado a 28 individuos.

Foi possivel efectuar o estudo molecular ao irmdo da mée e aos dois filhos, onde se observou que 0
irmdo possuia a mesma mutacdo que o caso 13 e os dois filhos sdo normais para esta alteracéo
(Figura 17). O irmdo embora possua a mesma alteracdo que o caso 13 em heterozigotia
provavelmente trata-se de um portador uma vez que ao contrario da irma possui um fendtipo
bioquimico normal, ligeiro aumento de C5-OH (0,55 pumol/L) no perfil de acilcarnitinas com um

perfil de acidos organicos normais e com uma carnitina livre e total normal. O caso 13 no perfil de
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acilcarnitinas o marcador C5-OH encontra-se aumentado 5.48 pmol/L, no &cidos organicos
apresenta aumento do 3-HIVA que esta de acordo com o perfil de acilcarnitinas e possui um défice
secundario de carnitina. Outra hipétese é a mde também ser portadora mas apresentar este fen6tipo
bioquimico devido a gravidez recente e ao stress metabélico do parto.

(c.1015G>A) /(N)

(c.1015G>A) 1?

Figura 17 - Arvore genealdgica do caso 13 onde foi encontrada a mutag&o

Nos casos 7 e 17 esta alteracdo encontra-se em heterozigotia com outras duas alteragdes ja descritas
na literatura, a mutacdo c.463C>T e c.517 518insT respectivamente. Nos casos 11 e 18 esta
alteracdo encontra-se em heterozigotia com outras duas alteragcdes ndo descritas na literatura e que

vao ser abordados mais a frente.

Esta mutacdo foi descrita por Baumgartner (Baumgartner et al. 2001) num estudo efectuado a 16
individuos com défice em 3-MCC onde demonstrou que individuos com esta mutagdo possuem

actividade enzimatica residual, aproximadamente 4% do valor controlo.

Num artigo publicado em 2007 por Wolfe (Lynne A. Wolfe 2007) esta mutacdo é associada aos
individuos que no perfil de acidos organicos urinarios ndo tem excrec¢do de 3-MCG. A auséncia do
marcador patognomonico do défice de 3-MCC no perfil de &cidos organicos pode ser devido a
enzima possuir actividade residual. A concentracdo da 3-metilcrotonil-CoA é decisiva para a
formagdo da glicina conjugada, 3-MCG, e a ocorréncia na urina de acilglicinas reflecte a
acumulagéo intramitocondrial da 3-metilcrotonil-CoA. N&o ocorrendo um grande aumento da 3-

metilcrotonil-CoA devido a actividade residual da enzima a conjugagdo com a glicina é diminuida.

Por outro lado, a conjugagdo da 3-metilcrotonil-CoA com a glicina é catalisada pela acil-CoA:
glicina-N-aciltransferase e é possivel que nestes pacientes ndo excretores também possam ter

alteractes na actividade da aciltransferase localizado no cromossoma 11.

3.1.2. Mutag¢bes missense novas

Foram encontradas 10 mutacGes missense ndo descritas na literatura, duas no gene MCCA e 8 no

gene MCCB. No gene MCCA uma foi identificada no exdo 5, a substituicdo ¢.388G>A que origina
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a troca de um residuo de glicina por uma serina (p.G130S), e outra no exdo 11, a substitui¢éo
€.1147G>A que origina a troca de um residuo de &cido glutamico por uma lisina (p.E383K). No
gene MCCB as mutagOes identificadas foram: no exdo 3, a transversao c¢.203G>T que origina a
troca de um residuo de glicina por uma valina (p.G68V); no exao 4, a transversao ¢.313G>C que
origina a troca de um residuo de glicina por uma arginina (p.G105R); no exdo 5, a substitui¢éo
¢.487A>G que origina a troca de um residuo de aspargina por &cido aspartico (p.N163D); no exao
6 a transversdo ¢.599T>G que origina a troca de um residuo de isoleucina por aspargina (p.I200N);
no exao 7 a substituicdo ¢.688A>G que origina a troca de um residuo de aspargina por um &cido
aspartico (p.N230D); no exdo 13 a transversdo ¢.1159T>G que origina a troca de um residuo
fenilalanina por uma valina (p.F387V); no exdo 14 a substitui¢do ¢.1229G>A que origina a troca de
um residuo glicina por um &cido aspartico (p.G410D) e no exdo 15 a substituicdo ¢.1423G>A que

origina a troca de um residuo glicina por uma arginina (p.G475R).

Para avaliar o impacto destas mutagBes missense para além de ter em consideragdo as
caracteristicas de cada aminoécido foram utilizados os seguintes métodos bioinformaticos:
alinhamento de sequéncias homologas efectuado através do programa Clustal W2 e previsdo da

patogenicidade das mutac6es pelo programa Polyphen.

Como ja referido para além das ferramentas bioinformaticas foi efectuada uma andlise as
caracteristicas dos aminoacidos uma vez que para o funcionamento normal de uma proteina a
conformacdo tridimensional é a principal determinante da sua fungdo bioldgica, e alteracdes na
sequéncia aminoacidica mudam a conformagdo e logo a sua funcdo (configuracdo alterada
compromete a estabilidade da proteina). Essas alteracOes sdo devidas as caracteristicas especificas
de cada aminoéacido, mais concretamente por interaccbes ndao covalentes como ligacdes de
hidrogénio, interaccdes electrostaticas e hidrofobicas por efeitos geométricos impostos pelo

aminoacido que uma vez alterados podem comprometer a estrutura da proteina.

A informac&o obtida no alinhamento de proteinas homologas em diferentes espécies é considerado
um factor importante para compreender a variacdo genética em humanos. Quando realizamos
analises bioinforméaticas de sequéncias proteicas, identificamos dominios como blocos de
“motivos” estruturais ou de sequéncias que sdo recorrentes em proteinas estudadas. Devido a sua
funcdo biologica existe uma pressdo evolutiva para a conservacdo desses “motivos” no mesmo
dominio em proteinas de diferentes espécies. A conservacao destas sequéncias é percebida atraves
de alinhamento multiplo de sequéncias de diferentes organismos e indica quais 0s aminoécidos da

proteina que sdo 0s possiveis responsaveis de provocar doenga se estiverem mutados nos humanos.
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Mutacéao c.388G>A

A mutagdo ¢.388G>A que origina a substituicdo de um residuo de glicina, aminoécido apolar por
uma serina, aminoacido polar neutro (p.G130S) no exdo 5 do gene MCCA foi identificada em
homozigotia no caso 1 (Figura 18). Ndo foi encontrada mais nenhuma alteracdo apds ter sido
efectuada a sequenciacgdo de todos os exdes e juncdo exdo-intrdo dos genes MCCA e MCCB.

Caso 1l Controlo

Figura 18- Mutacéo ¢.388G>A (caso 1).
Representagdo parcial da sequéncia do caso 1, onde se evidencia a mutagdo ¢.388G>A, comparada com um controlo

normal.

O aminoacido serina possui no radical um grupo hidroxilo que tende a formar pontes de hidrogénio
com a cadeia principal ou com o solvente, é esta caracteristica que torna este aminoacido
hidrofilico. A glicina possui uma estrutura simples sendo o aminoacido mais pequeno e ao
contrario da serina apresenta caracteristicas hidrofébicas (Figura 19). A hidrofobicidade ¢ um
factor muito importante na estabilidade de uma proteina, uma vez que uma caracteristica geral das
proteinas globulares consiste na localizagdo de residuos hidrofébicos no interior da proteina

enquanto os residuos polares ou carregados se situam a superficie da proteina.

CO0 tlzcnzu

I-I:.E—JJ _H H.N tlz H
I!I CH20H
(A) (B)

Figura 19- Estrutura linear dos aminoacidos glicina (A) e serina (B), com os radicais assinalados.
(Nelson and Cox 2004).

Para avaliar a conservacdo do aminoacido glicina, foi efectuada uma comparacdo da sequéncia

proteica com sequéncias de outros organismos recorrendo ao programa clustal W2. O alinhamento
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das sequéncias homologas mostra que para esta posicdo o aminoécido glicina se encontra
conservado nas diversas sequéncias proteicas das espécies analisadas (Figura 20). Isto sugere que
este residuo seja importante para a estrutura e/ou funcéo da enzima 3-MCC e que esta mutagdo seja
provavelmente responsavel pelo fen6tipo bioquimico.

Homo FLSENMEFAELCKQEGIIFIGPPPSAIRDMGIKSTSKSIMAAAGYPYVE 179
Rattus FLSENMEFAEFCKQEGIIFIGPPSTAIRDNGIKSTSKSIMAAAGVPVVE 175
Mus (QFLSENMEFAELCKQEGIIFIGPPSSAIRDMGIKSTSKSIMAAAGYVPVVE 175
Pan FLSENMEFAELCKQEGMIFIGPPPSAIRDMGIKSTSKSIMAAAGVPYVE 179
Danio IQFLSENTEFAEQCKQEGIIFIGPPSSAIRDMGIKSTSEHIMSAAGVPIIE 166
Xenopus HGQFLSENTEFAELCKKERIIFIGPPSSAIRDMGIKSTSKAIMSAAGVPVIE 173
Macaca FLSENMEFAELCKQEGIIFIGPPPSAIRDNGIKSTSKSIMAAAGVPVVE 179

Figura 20- Alinhamento entre espécies de parte da sequéncia proteica do gene MCCA.
Seta especifica o local da ocorréncia da substituicéo.

A previsdo efectuada pelo programa informatico Polyphen mostra que esta alteragdo (p.G130S)
tem grande probabilidade de ser causadora da doenca. Ou seja, é provavel que a funcdo ou estrutura
da proteina correspondente seja afectada. A diferenca de scores dos dois aminoacidos envolvidos
na substituicdo é superior a dois (2.6) e de acordo com Polyphen valores elevados desta diferenca
podem indicar que a substituicdo seja rara e provavelmente patogénica (Figura 21).

Acc

S Position AA1 AA; Description

RecMame: Full=Methylcrotonoyl-CoA carboxylase subunit alpha, mitochondnal, EC=6.4.1 4, Althame:

QUGRG3 130 G S Full=3-methylcrotord-CoA carboxylase 1, Althame: Full=MCCase subunit alpha, Althame: Full=3-
methylcrotony-CoA carbon dioxide ligase subunit alpha; Althlame: Full=3-methylcrotony-CoA carboxylase
biotin-containing subunit, Flags: Precursor; LENGTH: 725 AA

This variant is predicted to be probably damaging

Prediction Available data Prediction basis Substitution effect Prediction data

FT
zrobablly alignment alignment [fA FSIC score difference: 2 609
amaging
structure
Remarks

Closest contact with functional site: ARG 2924 distance 4091 &

Figura 21 — Previsdo da patogenicidade da alteracdo ¢.388G>A no gene MCCA através do programa Polyphen.
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Neste caso, de acordo com a previsdo a troca do aminoécido glicina por serina permite um contacto
mais proximo com local funcional, uma arginina na posicdo 292, devido provavelmente ao
tamanho do amino&cido substituido e as suas caracteristicas hidrofilicas. Esta aproximacao do local
funcional deve alterar a conformacéao da proteina e logo a sua estabilidade.

Foram também efectuados estudos moleculares aos pais que mostraram ser heterozigoticos para
esta nova alteracdo (Figura 22).

(c.388G>A) /(N) (c.388G=A) (N)

/
! '
.

(c.388G>A) /(c.388G>A)

Figura 22 — Arvore genealdgica do caso 1 onde foi encontrada a mutagéo causal.

De acordo com os resultados obtidos e tendo em conta o estudo de co-segregagdo efectuado aos
pais é possivel concluir que a mutacdo ¢.388G>A é possivelmente patogénica e deve comprometer

a estrutura e funcionalidade proteica.

Mutagéo ¢.1147G>A

A substituicdo ¢.1147G>A que origina a troca de um residuo de &cido glutamico, aminoacido polar
acido, por uma lisina, aminoacido polar basico (p.E383K) foi identificada no exdo 11 do gene
MCCA em heterozigotia no caso 2.

Esta substituicdo representa uma alteracao significativa uma vez que a troca é entre um aminoacido
acido por um basico (Figura 23). O aminoacido lisina possui dois grupos amino que lhe confere
carga positiva, ao contrario do acido glutdmico que possui dois grupos carboxilico dando carga

negativa a este aminodcido.

Coo

HN— u::“,_H
CO0 CHs
HN_t g CHa
éHg CH,
EHE | H,
&!DD "NH;

(A) (B)

Figura 23- Estrutura linear dos aminoacidos acido glutdmico (A) e lisina (B), com os radicais assinalados.
(Nelson and Cox 2004).
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Neste caso 2 apenas se encontrou esta alteracdo num dos alelos (Figura 24) e embora tenham sido
sequenciados todos 0s exdes e jungdes exdo-intrdo dos genes MCCA e MCCB, nao foi identificada

mais nenhuma alterag&o.

Caso 2 Controlo
; " el 1l l1 N P
L1l !| 1'H-|-|--|'-|r-|-|--|'- I-8 E 4+ 444 !:'u §-4rn-8-4
= " , gccttcgaagctag a
gccttcraagctag a =0

100 110

l

Figura 24- Mutacéo ¢.1147G>A (caso 2).
Representagdo parcial da sequéncia do caso 2, onde se evidéncia a mutagdo ¢.1147G>A, comparada com um controlo

normal.

Esta nova mutacdo p.E383K localiza-se proxima da mutagdo p.R385S. A mutagdo p.R385S esta
descrita como possuindo um efeito dominante negativo sobre o alelo normal devido a sua

influéncia sobre a ligacdo do bicarbonato.

O alinhamento entre espécies realizado no Clustal W2 apresentado na Figura 25 mostra que esta
regido € muito conservada como ja descrito por Baumgartner et al. para a mutagdo R385S. Estas
alteracbes encontram-se numa regido que forma uma “bolsa” carregada positivamente e
provavelmente responsavel para a ligacdo do bicarbonato. A substituicdo do aminoacido pode

destabilizar a “bolsa” e reduzir a ligagdo do bicarbonato.

Homo LRIAAGEKIPLSQEEITLQGHA A IYAEDPSNNFMPVAGPLVHLSTPRADPSTRIETG 419
Rattus LRIAAGEKIPLSQEEIPLQGHA A IYAEDPDNNFMPGAGPLVHLSTPPPDMSTRIETG 415
Mus LRIAAGEKIPLSQEEIPLQGHA A IYAEDPDNNFMPGAGPLVHLSTPSADMSTRIETG 415
Pan LRIAAGEKIPLSQEEITLOQGHAHEARIYAEDPSNNFMPVAGPLVHLSTPRADPSTRIETG 419
Danio LRVAAGEKLPLSQEQIELRGHS R IVAEDPNNNFLPGAGPLLHLSTPPGDHNTRIETG 406
Xenopus LRVAAGERIPMTQDEITLQGHA A IYAEDPDNNFMPGAGPLLHLSTPLSNDFTRIETG 413
Macaca LRIAAGEKIPLSQEEITLQGHA A IYAEDPSNNFMPGAGPLVHLSTPPADPSTRIETG 419

Figura 25- Alinhamento entre espécies de parte da sequéncia proteica do gene MCCA.

Seta especifica o local da ocorréncia da substituicéo.

O resultado da previsdo do impacto desta alteragdo na estrutura proteica, realizada através da

ferramenta bioinformética Polyphen, esta representado na Figura 26.
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Query

Acc

number  Fosition AA1 AA; Description

RecName: Full=Methylcrotonoyl-Coh carboxylase subunit alpha, mitochondrial, EC=6.4.14; Althlame:

QOERQ3 382 E K Full=3-methylcrotonyl-CoA carboxylase 1, AltName: Full=MCCase subunit alpha; Althame: Full=3-
methylcrotony-CoA carbon dioxide ligase subunit alpha, AltName: Full=3-methylcrotonyl-CoA carboxylase
biotin-containing subunit; Flags: Precursor, LENGTH: 725 AA

Prediction

This variant is predicted to be probably damaging

Prediction Available data Prediction basis Substitution effect Prediction data

FT

z::::;l:g alignment alignment NIA PSIC score difference: 2.517
structure

Remarks

Hydrophobicity change at buried site; normed accessibility; 0.00, hydrophobicity change: 1.93
Charge change at buried site: substitution E -= K, normed accessibility. 0,00

Figura 26 - Previsdo da patogenicidade da alteracdo c.1147G>A no gene MCCA através do programa Polyphen.

A previsdo do impacto da mutagdo p.E383K revela-a como provavel patogénica uma vez que a
diferenca de scores entre os dois aminoacidos € um valor superior a 2 (2.517). Por outro lado a
substituicdo do &cido glutamico pela lisina altera a carga e a hidroficidade no local da substituicéo,
colocando possivelmente em causa a estabilidade da proteina. Por esta razdo, a fungdo ou estrutura
do polipéptido em causa podem ser afectadas sendo esta alteragdo responsavel pelo fenétipo

bioguimico mesmo encontrando-se em heterozigotia como se verificou para a mutagcdo R385S.

Foi realizado o estudo molecular a mae que ndo apresenta esta alteracdo sendo o pai o0 provavel
portador da alteragéo.

Mutacéo ¢.203G>T

A mutacdo ¢.203G>T que origina a transversdo de um residuo de glicina, aminoacido apolar, por
uma valina, aminoacido apolar (p.G68V) foi identificada no exdo 3 em heterozigotia no gene
MCCB do caso 8 (Figura 27). Apds sequenciagdo de todos 0s exdes e juncdo exdo-intrdo dos genes
MCCA e MCCB, foi identificada outra mutagdo missense no exdo 7 do gene MCCB ndo descrita na

literatura.
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Caso 8 Controlo
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Figura 27- - Mutacdo ¢.203G>T (caso 8).
Representacdo parcial da sequéncia do caso 8, onde se evidéncia a mutagdo ¢.203G>T, comparada com um controlo
normal.

Embora os aminoacidos envolvidos sejam ambos aminoacidos apolares, as cadeias laterais da
valina tendem a agrupar-se dentro das proteinas por meio de interacgdes hidrofobicas estabilizando
a estrutura das proteinas. J& a glicina possui uma estrutura simples em que a sua cadeia lateral é

muito pequena, um hidrogénio, ndo contribuindo para as interac¢6es hidrofébicas (Figura 28).

CO0
C00 c
v | H:N—C—H
HN—C—H |
I ca
cfL, “cH,
(A) (B)

Figura 28- Estrutura linear dos aminoacidos glicina (A) e valina (B), com os radicais assinalados.
(Nelson and Cox 2004).

As sequéncias de residuos que abrangiam o coddo alterado foram comparadas com outras
sequéncias proteicas de outras espécies apresentado na Figura 29, revelando que o residuo em
causa € conservado bem como a zona envolvente. O residuo mutante (valina) nunca esta presente

nas proteinas homélogas embora em algumas espécies a glicina seja substituida por serina.

}

Homo ERVEHIKLGHGEKARALHISRGKLLPRERIDNLIDPGSPFLELSQFAGYQLYDNEEVPGG 117
Rattus ERAQYVRLGGSEKARARHTSRGKLLPRDRIDNLIDPGSPFLEFSQFAGYKLYGEEEVPAG 117
Mus ERAQYVRLGGHSEKARARHTSRGKLLPEDRIDNLIDPGSPFLEFSQFAGYQLYGDEEYPAG 117

Pan ERVEHIKLGOHGEKARALHISRGKLLPRERIDNLIDPGSPFLELSQFAGYQLYDNEEVPGG 117

Macaca ERVEHIKLGGGEKARALHISRGKLLPRERIDDLIDPGSPFLELSQFAGYQLYDNEEVPGG 117
Danio DRAEKIKLGGGEKARNLHTSRGKLLPRERIDRLLDPGSPFLEFSQFAAYQLYGKEEYPAG 120
Xenopus ERAQKIRLGOGPKARALHTSRGKLLPRERIDRLIDPGSAFLEFSQFAGYQLYGNEEVPAG 118

Figura 29- Alinhamento entre espécies de parte da sequéncia proteica do gene MCCB.
Seta especifica o local da ocorréncia da substituicéo.
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De acordo com a previsdo obtida no Polyphen, esta alteracdo p.G68V é classificada como provavel
patogénica ou seja € provavel que a funcdo ou estrutura da proteina correspondente seja afectada
(Figura 30).

Acc o o
number  FOSition AA1 A4y Description

RecNarme: Full=Methylcratanay-CoA carboxylase beta chain, mitochandrial; Shart=MCCase subunit
QOHCCO 6% o v  Dbetal EC=641.40 AftName: Full=3-methylcrotonyl-CoA:carbon dioxide ligase subunit beta; AltName:

Full=3-methylcrotonyl-Cod carboxylase non-biotin-containing subunit, AltName: Full=3-
methylcrotonyd-Cob carboylase 2, Flags: Precursor, LENGTH 563 A4

This variant is predicted to be probably damaging

Prediction Available data Prediction basis Substitution effect Prediction data

probably

. alignment alignment LS PSIC score difference: 2,105
damaging

Figura 30 - Previsdo da patogenicidade da alteragéo c.203G>T no gene MCCB através do programa Polyphen.

Este resultado é baseado em multiplos alinhamentos entre diferentes espécies e nas diferencas de
scores dos dois aminoacidos envolvidos na substituicdo, diferenca esta que é superior a dois
(2.105), que de acordo com Polyphen valores elevados desta diferenga podem indicar que a

substituicdo seja rara e provavel patogénica.

Dado que a substituicdo ocorre entre aminodcidos com caracteristicas semelhantes, foi realizado o
estudo populacional para esta alteragdo em 200 alelos controlo (100 individuos controlo). Para este
estudo utilizou-se a endonuclease de restricdo Hphl que reconhece uma sequéncia especifica (neste
caso a normal) e corta 8 pares de bases a jusante dessa sequéncia, ou seja, a ocorréncia de uma
mutacdo na sequéncia especifica elimina um local de corte para a enzima Hphl. O facto de a
alteracdo ndo estar presente nesta amostra populacional sugere que esta alteracdo tenha uma baixa

frequéncia nesta populacéo e uma natureza causal (Figura 31).
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Ld NC D1 C8

227 pb
136 pb
91 pb

Figura 31 — Analise de restri¢do do produto de PCR do exao 3 no caso 8 com a endonuclease de restricdo Hphl.
A mutacéo elimina um local de corte o que é demonstrado pela presenga de trés fragmentos (227, 136 e 91pb) no caso 8
(C8-heterozigdtico para a mutacdo) a enzima corta a sequéncia normal (dois fragmentos 136 e 91) D1- controlo digerido;

ND - controlo ndo digerido; Ld- lader.

Tendo em conta o estudo populacional efectuado em 100 individuos controlo, a sua conservagdo ao
longo das diferentes espécies e o resultado preditivo do Polyphen pode-se considerar que esta
mutacdo, juntamente com a alteracdo no outro alelo, é responsavel pelo fenétipo bioguimico
observado.

Mutacéo ¢.313G>C

A mutacgdo ¢.313G>C origina a transversdo de um residuo de glicina, aminoacido apolar, por uma
arginina, aminoacido polar basico (p.G105R) no exdo 4 do gene MCCB foi identificado no caso 12

em heterozigotia (Figura 32).

Caso 12 Controlo
J,J,J,J,I--.-HIH-J,.-I-I SEREEEEENIINIR Y
ttgcasgt tac cag t 9‘01'90339 tg agt

:

Figura 32 - Mutacé&o ¢.313G>C (caso 12).
Representacéo parcial da sequéncia do caso 12, onde se evidéncia a muta¢do ¢.313G>C, comparada com um controlo

normal.

Tridimensionalmente, os dois aminoacidos exibem caracteristicas distintas. Enquanto a arginina
apresenta um caracter basico com caracteristicas hidrofilicas e possui um radical R com o grupo

amino, a glicina ¢ um aminoacido apolar muito simples com caracteristicas hidrofébicas (Figura
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33). Sendo assim, e uma vez que a arginina € um aminoacido de maiores dimensfes, a sua

substituicdo pela glicina pode comprometer no empacotamento e estabilidade da proteina.

?Do
H.N—C—H

Co0 [
IIE:S--J‘.-“H

(A (B)

Figura 33 - Estrutura linear dos aminodcidos glicina (A) e arginina (B), com os radicais assinalados.

(Nelson and Cox 2004).

As sequéncias de residuos que abrangiam o codao alterado foram comparadas com outras proteinas

homologas de outras espécies (Figura 34) revelando que os residuos em causa sdo conservados. O

residuo mutante, arginina, nunca esta presente nas proteinas homoélogas, embora em algumas

espécies a glicina seja substituida por alanina.

Homo ERVEHIKLGGGEKARALHISRGKLLPRERIDNLIDPGSPFLELSQFA
Rattus ERAQYVRLGGSEKARARHTSRGKLLPRDRIDNLIDPGSPFLEFSQFA
Mus ERAQYVRLGGSEKARARHTSRGKLLPRDRIDNLIDPGSPFLEFSQFA
Pan ERVEHIKLGGGEKARALHISRGKLLPRERIDNLIDPGSPFLELSQFA
Macaca ERVEHIKLGGGEKARALHISRGKLLPRERIDDLIDPGSPFLELSQFA
Danio DRAEKIKLGGGEKARNLHTSRGKLLPRERIDRLLDPGSPFLEFSQFA

Xenopus ERAQKIRLGGGDKARALHTSRGKLLPRERIDRLIDPGSAFLEFSQFA

Figura 34- Alinhamento entre espécies de parte da sequéncia proteica do gene MCCB.
Seta especifica o local da ocorréncia da substituicéo.

A previsdo do Polyphen revela que a alteracdo p.G105R é provavelmente benigna, isto é,
provavel que a estrutura ou funcdo da proteina ndo seja afectada (Figura 35). Este resultado

obtido devido a diferencas de scores dos aminoacidos envolvidos na substituicdo uma vez que

YQLYDNEEVPGG
YKLYGEEEVPAG
GYQLYGDEEVPAG
GfQLYDNEEVPGG
GYQLYDNEEVPGG
TQLYGKEEVPAG
GYQLYGNEEVPAG

e

117
117
117
117
117
120
118

D~

D~

0

valor resultante é de 0.508 e de acordo com o Polyphen valores inferiores a 0.5 e baseados apenas

no alinhamento entre espécies sao consideradas alteracdes benignas.
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‘A‘°<°~ _ Position AA1 AA Description

RecName: Full=Methylcrotonoyt-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial; Short=MCCase subunit

QOHCCO 105 6 R beta; EC=64 1 4; AltName: Full=3-methylcrotonyl-CoA:carbon dioxide ligase subunit beta; AltName:
Full=3-methyicrotonyl-CoA carboxylase non-biotin-containing subunit, AltName: Full=3-
methyicrotomyl-CoA carboxylase 2, Flags: Precursor, LENGTH. 563 AA

Prediction

This variant is predicted to be benign

Prediction Available data Prediction basis ‘Substitution effect Prediction data
benign alignment alignment N/A PSIC score difference: 0.508

Figura 35 - Previsdo da patogenicidade da alteracéo ¢.313G>C no gene MCCB através do programa Polyphen.

Esta alteracdo foi encontrada num caso materno identificado no rastreio neonatal do filho. Foi
realizado o estudo familiar & mée e a dois filhos (como demonstrado na Figura 36), sendo os filhos
portadores desta nova alteracéo.

(CASTA=G) + (313G=C)  (N?)

._

> 1

{.313G=C) + (M) {£.313G=C) + (M)

Figura 36 — Arvore genealdgica do caso 12 onde foi encontrada a mutagao causal.

Embora o resultado da previsdo da patogenicidade da alteragdo tenha sido benigna, a substituicdo
de uma glicina por uma arginina tem um grande impacto na medida em que estes s&o
estruturalmente aminoacidos muito diferentes e estas diferencas sugerem que haja um
comprometimento no empacotamento e estabilidade da proteina. O facto desta alteracdo estar em
heterozigotia com outra alteracdo nova (descrita mais a frente) e, apds se terem sequenciado ambos
0S genes ndo se ter encontrado mais nenhuma alteragdo, sugere que esta alteracdo p.G105R seja

responsavel pelo fenétipo bioguimico.
Mutacéo c.487A>G

A mutacdo ¢.487A>G que origina a substituicdo de um residuo de asparagina, aminoacido polar
neutro, por acido aspartico, aminoacido polar acido, na posicdo 163 (p.N163D) foi identificada em

heterozigotia no caso 12 no exdo 5 do gene MCCB (Figura 37).



Resultados e Discusséo

Caso 12 Controlo
tgc:a&;&caggct atgcaa_&_acaggéf
170 180 170 180

Figura 37- Mutacéo ¢.487A>G (caso 12).
Representagdo parcial da sequéncia do caso 12, onde se evidéncia a mutacdo c¢.487A>G, comparada com um controlo

normal.

O aminoé&cido asparagina possui um radical mais solGvel em &gua, ou mais hidrofilica, que os dos
aminoacidos apolares, porque contém grupos funcionais que formam ligacdes de hidrogénio com a
agua. A polaridade da asparagina resulta dos seus grupos amida. O &cido aspartico embora também
seja um aminoacido hidrofilico possui carga negativa que lhe é conferido por possuir mais um
grupo carboxilico, para além do grupo carboxilico que ja faz parte da estrutura de todos os
aminoacidos (Figura 38).

Coo
H N—tIJ—H £00
on, I—];N—E;I—I
fc‘k | :
LN 0 CO0
(A) (B)

Figura 38- Estrutura linear dos aminoacidos asparagina (A) e acido aspartico (B), com os radicais assinalados.
(Nelson and Cox 2004).

Esta mutagdo ¢.487A>G foi identificada em heterozigotia com a mutagdo ¢.313G>C j& referida
anteriormente, tratando-se portanto de um heterozigético composto. Apés sequenciacdo de todos 0s
exdes e jungdo exdo-intrdo dos genes MCCA e MCCB, néo foi encontrada mais nenhuma alteragéo

prevendo-se que estas alteracfes sejam responsaveis neste caso pelo fenétipo bioguimico.

O alinhamento entre espécies efectuado através do programa Clustal W2 (Figura 39) mostra que
para esta posicdo 0 aminoécido asparagina se encontra conservado em diversas espécies. Isto
sugere que este residuo seja importante para a estrutura e/ou fungéo da enzima 3-MCC e que esta

mutacao seja provavelmente responsavel pelo fenétipo bioquimico.
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Homo GIITGIGRVSGVECHIIANDATVKGGAYYPVTVEKQLRAQEIAMQ
Rattus GIITGIGRVSGVECHIVANDATVKGGTYYPVTVEKHVRAQEIAL
Hus GIITGIGRVSGVECMIVANDATVEGGTYYPVIVKEKHVRAQEIAL(Q
Pan GIITGIGRVSGVECHMIIANDATVKGGAYYPVTVKKQLRAQEIAMQ
Macaca GIITGIGRVSGVECHMIIANDATVKGGTYYPVTVEKQLRAQEIAM
Danio GIITGIGRVSGVECLIVANDATVKGGTYYPVTVEKKHLRAQEIAQQ
Xenopus GIISGIGRVSGVECLIVANDATVEGGSYYPITVKKHLRAQEIAN

(LPCIYLVDSGGAY 177
(LPCIYLVDSGGAN 177
(LPCIYLVDSGGAN 177
XLPCIYLVDSGGAY 177
LPCIYLVETGFYY 177
LPCIYLVDSGGAN 180
NLPCVYLVDSGGAN 178

Figura 39- Alinhamento entre espécies de parte da sequéncia proteica do gene MCCB.
Seta especifica o local da ocorréncia da substituicéo.

A elevada probabilidade desta alteracdo ser patogénica é suportada pelo resultado obtido do
programa informético Polyphen (Figura 40) onde a diferenca de scores entre os dois aminoécidos €
um valor superior a 2 (2.365).

Query

Acc

e Position AA1 AAz Description

RecMame: Full=Methylcrotonoy-CoA carboxylase beta chain, mitochondrigl, Short=MCCase subunit

QOHCCO 163 N D beta, EC=6.4.1.4, AltName: Full=3-methylcrotomd-CoA:carbon dioxide ligase subunit beta; Althame:
Full=3-methylcrotomyd-CoA carbowylase non-biotin-containing subunit, AltiName: Full=3-
methylcrotomd-CoA carboxylase 2; Flags: Precursor, LENGTH: 563 AA

Prediction

This variant is predicted to be probably damaging

Prediction Available data Prediction basis Substitution effect Prediction data

probably

damaging glignment alignment A PSIC score differance: 2.365

Figura 40 - Previsdo da patogenicidade da alteracéo c.487A>G no gene MCCB através do programa Polyphen.

Tendo em consideracdo a anélise estrutural dos aminoécidos envolvidos, a sua conservagdo ao
longo das diferentes espécies e o resultado preditivo do Polyphen, pode-se considerar que existe

uma forte probabilidade desta variacdo ser patogénica e responsavel pelo fendtipo bioquimico.

Mutacdo ¢.599T>G

A mutacdo ¢.599T>G que origina a substituicdo de um residuo de isoleucina, aminoécido apolar,
por residuo de asparagina, aminoacido polar neutro (p.I200N) foi identificada no exdo 6 em
heterozigotia no caso 19 (Figura 41). Este caso refere-se a um caso materno assintomatico

detectado no rastreio neonatal através do aumento de C5-OH no perfil de acilcarnitinas do seu filho.
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Caso 19

aggca:awt:at.gtcttct

Controlo

L e ggcaattatgtottots

120 20 130

Figura 41 - Mutagdo ¢.599T>G (caso 19).
Representacdo parcial da sequéncia do caso 19, onde se evidéncia a mutacéo ¢.599T>G, comparada com um controlo

normal.

Como j& vimos anteriormente no que se refere & estrutura tridimensional dos aminoécidos, a
isoleucina é um aminoacido com caracteristicas hidrofobicas em que as suas cadeias laterais
tendem a agrupar-se dentro das proteinas por meio de interac¢fes hidrofobicas estabilizando a
estrutura das proteinas; € um aminodcido que se apresenta para o interior da proteina. Ja a
asparagina é um aminoécido com caracteristicas hidrofilicas, mais soltvel na &4gua, porque possui
grupos funcionais que formam pontes de hidrogénio com a 4gua. Este aminoécido na estrutura da
proteina encontra-se no seu exterior (Figura 42). Uma vez que a analise estrutural mostrou que os
aminoacidos envolvidos possuem caracteristicas diferentes, é possivel que estas diferencas

comprometam a estrutura da proteina.

€00
._| 600
HN—(—H HN-_C-H
O i |
H—(—CH, bu,
CH, &
PN
éHs N Yo
(A) (B)

Figura 42 - Estrutura linear dos aminodcidos isoleucina (A) e asparagina (B), com os radicais assinalados.
(Nelson and Cox 2004).

Foi efectuado o alinhamento entre vérias proteinas homélogas através do programa bioinformatico
Clustal W2 para verificar a conservacdo deste residuo, isoleucina, nas diversas espécies. Como
podemos verificar na Figura 43 o residuo mutante, asparagina, nunca estd presente nas proteinas

homdlogas embora em algumas espécies a isoleucina seja substituida por arginina.

63



Resultados e Discusséao

Homo LPROADVFPDRDHFGRTFYNQAIMS SKNIAQIAVVMGSCTAGGAYVPAMADENIIVREQG 237
Rattus LPROADTFPDRDHFGRIFYNQAIMSSKNITQIAVVMGSCTAGGAYVPAMADENIIVQRQG 237
Mus LPROADTFPDRDHFGRIFYNQAIMSSENITQIAVVMGSCTAGGAYVPAMADENIIVQKEQG 237
Pan LPROADVFPDRDHFGRTFYNQAIMSSKNIAQIAVVMGSCTAGGAYVPAMADENIIVREQG 237
Macaca LPHPANVLKDWSHITFHFYNLYIME SHYVAQIAVVMGSCTAGGAYVPAMADENIIVRKQG 237
Danio L5SROADVFPDRDHFGRIFFNQARLSSEGISQIAVVMGSCTAGGAYVPAMADESIIVREQG 240

Xenopus LPROAEVFPDRDHFGRIFYNQARMSSQGISQIAVVMGSCTAGGAYVPAMADESIIVREQG 238
Figura 43 - Alinhamento entre espécies de parte da sequéncia proteica do gene MCCB.

Seta especifica o local da ocorréncia da substituicéo.

De acordo com a previsdo efectuada pelo programa bioinforméatico Polyphen esta alteracdo
apresenta uma diferenca de scores dos aminoacidos envolvidos na substituicdo de 0.243,
classificada como uma alteragdo benigna sendo pouco provavel que a funcdo ou estrutura proteica

sejam afectadas (Figura 44).

Query

Ace

‘hu'm_b:ot vPoslﬂo'n'

T
AAq "AAZ Description

RecName: Full=Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial; Short=MCCase subunit beta;

QUHCCO 200 | N EC=6.4.14; AltName: Full=3-methylcrotonyl-CoA:carbon dioxide ligase subunit beta; AltName: Full=3-
methylcrotonyl-CoA carboxylase non-biotin-containing subunit; AltName: Full=3-methylcrotonyl-CoA
carboxylase 2; Flags: Precursor, LENGTH: 563 AA

Prediction

This variant is predicted to be benign

Prediction Available data Prediction basis Substitution effect Prediction data
benign alignment alignment NFA PSIC score difference: 0.243

Figura 44 - Previsdo da patogenicidade da alteracdo ¢.599T>G no gene MCCB através do programa Polyphen.

Esta mutacdo foi identificada no caso 19 em heterozigotia associada a uma outra mutacao
localizada no intrdo 12 num local de consenso de splicing, ndo tendo sido detectada mais nenhuma
alteracdo ao longo do gene MCCB. Embora de acordo com a andlise efectuada esta mutagdo seja
classificada como sendo benigna, é provavel que em associacdo com a mutacdo de splicing seja
responsavel pelo fenétipo bioquimico e clinico apresentado por este caso, uma vez que se trata de

uma mae assintomatica.
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Mutacéo c.688A>G

A mutacdo ¢.688A>G que origina a substituicdo de um residuo de asparagina, aminoacido polar
neutro, por um &cido aspartico aminoacido polar acido (p.N230D), foi identificada no exdo 7 em
heterozigotia no caso 6 e 8, e em homozigotia no caso 14 (Figura 45).

Foi a mutacdo nova mais frequentemente identificada neste estudo no gene MCCB, num total de 10
alelos mutados foi encontrada em 4 alelos.

Caso6¢e8 Caso 14 Controlo
bowtl o sessed LML -HLHERREHLS
atgaaracatc: @atgaagacat ca atgaaiacatc
110 1; 80 1 80

g, WA

Figura 45- - Mutacéo c.688A>G (caso 6, 8 e 14).
Representacgdo parcial da sequéncia do caso 6 e 8, onde se evidéncia a mutacdo c.688A>G em heterozigotia e do caso 14

onde se evidéncia a mutagdo ¢.688A>G em homozigotia, comparada com um controlo normal.

No que se refere a estrutura dos aminoacidos, ja foi apresentado anteriormente que os aminoacidos
envolvidos nesta substituicdo apresentam diferengas na carga; trata-se de um aminoécido polar

neutro e outro polar acido.

As sequéncias de residuos que abrangiam o coddo alterado foram comparadas com outras espécies
apresentado na Figura 46, revelando que os residuos em causa sdo conservados em algumas
espécies. O residuo mutante, acido aspartico, nunca esta presente nas proteinas homologas embora

em algumas espécies 0 aminoacido asparagina seja substituido por serina.

Homo LPROADVFPDRDHFGRTFYNQAIMS SENIAQIAVVMGSCTAGGAYVPAMADE]
Rattus LPROADTFPDRDHFGRIFYNQAIMSSKNITQIAVVHMGSCTAGGAYVPAMADE]
Mus LPROADTFPDRDHFGRIFYNQAIMSSENITQIAVVHGSCTAGGAYVPAMADE]

IVRKQG 237
IVQRQG 237
IVQKQG 237

Pan LPROADVFPDRDHFGRTFYNQAIMS SKNIAQIAVVMGSCTAGGAYVPAMADENEIVRKQG 237
Macaca LPHPANVLKDWSHITFHFYNLVIME SHYVAQIAVVMGSCTAGGAYVPAMADENEIVRKQG 237
Danio L5ROQADVFPDRDHFGRIFFNQARLSSEGISQIAVVMGSCTAGGAYVPAMADESEIVRKQG 240
Xenopus LPRQAEVFPDRDHFGRIFYNQARMSSQGISQIAVVMGSCTAGGAYVPAMADESEIVRKQG 238

Figura 46- Alinhamento entre espécies de parte da sequéncia proteica do gene MCCB.

Seta especifica o local da ocorréncia da substituicéo.
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Baseado no alinhamento entre espécies, o programa Polyphen prevé que esta alteracdo seja benigna
com uma diferenca de scores dos aminoacidos envolvidos na substituicdo de 1.468, dando como
pouco provavel que a fungdo ou estrutura proteica seja afectada (Figura 47).

Query

Acc

number P osition AA1 AAz Description

Rechame: Full=Methyicrotonoyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondnal; Shot=MCCase subunit

p  Deta EC=64.1.4, AltName: Full=3-metfyicrotonyl-CoA:carbon dioxide ligase subunit beta, Althame:
Full=3-methylcrotomd-CoA carboxylase non-biotin-containing subunit, Althame: Full=3-
mettwicrotord-CoA carboylase 2, Flags: Precursor, LENGTH: 563 AA

QEHCCO 230 N

Prediction

This variant is predicted to be benign

Prediction Available data Prediction basis Substitution effect Prediction data
benign alignment alignment A PSIC score difference: 1468

Figura 47 - Previsdo da patogenicidade da alteracéo c.688A>G no gene MCCB através do programa Polyphen.

Como esta mutagdo cria um local de corte para a enzima Mboll foi possivel realizar o estudo
populacional para esta alteracdo em 200 alelos controlo (100 individuos controlo). O facto da
alteracdo ndo estar presente nesta amostra populacional sugere que esta alteragéo tenha uma baixa

frequéncia nesta populacdo e uma natureza causal (Figura 48).

C6 C14 D1 D2 D3

200 pb
106 pb

Figura 48 — Analise de restri¢do do produto de PCR do exdo 7 no caso 6 e 14 com a enzima de restricdo Mboll.
A mutacéo cria um local de corte o que é demonstrado pela presenca de dois fragmentos (200 e 106 pb) no caso 14 (C14-
homozigotico para a mutagdo) e de trés fragmentos (306, 200 e 106 pb) no caso 6 (C6-heterozigotico para a mutacdo);

ND - controlo ndo digerido; D1, D2, D3 — controlos digeridos.

No caso 6 s6 foi identificada esta alteracdo apés terem sido sequenciados todos os exdes e juncdes

exdo-intrdo dos genes MCCA e MCCB, estando possivelmente a alteracdo do outro alelo no
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promotor ou por se tratar de uma grande delecdo ou inser¢do como ja descrito por outros autores
(Baumgartner et al. 2001).

Foi também identificado em heterozigotia um polimorfismo descrito ¢.641G> C (G214A) no
mesmo exao, podendo este polimorfismo em conjunto com a mutagdo mencionada ser responsavel
pelo fenGtipo bioquimico observado. S6 foi possivel efectuar os estudos moleculares & mée que se
apresenta normal para esta alteracdo mas que possui o0 polimorfismo em heterozigotia. Este
polimorfismo referido no NCBI (rs277995) é pouco frequente na populagdo em geral (Figura 49).

Panel Description Fre?;u:;:;y gl Frezrznq
[ASW{A) [African ancestry in Southwest USA | [
Utah residents with Northern and
CEU(C} [Westarn European ancestry from the||100% 0%
CEPH collection
[ CHB{H) [Han Chinese in Beijing, China [1002 [pes
CHD{D) gzizfasdeoin Metrapalitan Denver, A, MA
[ GIH(G) [Gujarati Indians in Houston, Texas || [
[ JPT() [Japanese in Tokya, Japan [100% [
[LWK(L) [Luhya in Webuye, Kenya [raa, [ria
MEX{M) Eﬂ:ﬁ;iucri?aancestry in Los Angeles, ‘NA |NA
[MKK(K) [Maasai in Kinyawa, Kenya [raa, [ria
[ TSIT) [Toscans in taly [, [
[ YRI(Y) [Varuba in Ibadan, Migeria [100% [0

Figura 49- Tabela frequéncia alélica do polimorfismo rs277995.

(http://www.hapmap.org/)

Para pesquisar a frequéncia deste polimorfismo foi utilizado a base de dados Hapmap. Hapmap é
um projecto internacional com o intuito de identificar as semelhancgas e diferencas genéticas em
seres humanos, ou seja, objectivo é comparar as sequéncias genéticas de diferentes individuos para
identificar regiGes cromossomicas onde as variagdes genéticas sdo compartilhadas. Este projecto
descreve 0 que essas variantes sao, onde ocorrem no nosso DNA e como estdo distribuidos entre as

pessoas dentro das mesmas populacGes e entre as populacdes em diferentes partes do mundo.

No caso 8 trata-se de um heterozig6tico composto com a mutacdo referida anteriormente ¢.203G>T
em que a troca de aminoacido €é entre uma glicina e uma valina ambos aminoacidos apolares mas
de acordo com o estudo populacional concluiu-se que a alteracdo tem uma baixa frequéncia nesta
populagdo. Este caso apresenta no perfil de acilcarnitinas ligeiro aumento de C5-OH e no perfil de
4cidos organicos aumento de 3-HIVA sem excrecdo de 3-MCG. E provavel, e de acordo com o

fendtipo bioquimico observado, que estas mutagdes ndo comprometam na totalidade a enzima
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possuindo esta alguma actividade enzimética suficiente para evitar acumulacdo do 3-metilcrotonil-
CoA na mitocondria. Esta acumulacéo é necessaria para que ocorra a conjugacdo com a glicina
para formar 3-MCG como descrito por Wolfe (Lynne A. Wolfe 2007; Dirik et al. 2008).

O caso 14 é uma mée, detectada através do rastreio neonatal do filho, que obteve valores de C50H
no perfil de acilcarnitinas de 3,0 umol/L (normal < 0,52). Neste caso a alteragdo apresenta-se em
ambos os alelos e foi efectuado o estudo molecular ao filho que também é portador da alteracéo.
Né&o foi identificada mais nenhuma alteracdo em ambos os gene MCCB e MCCA.

Considerando a analise da estrutura dos aminoécidos, a conservacdo do aminoacido nas diferentes
espécies e o estudo populacional efectuado em 100 individuos controlo pode-se considerar esta

alteracdo como a responsavel pelo fenotipo bioquimico observado nos 3 casos.

Mutacéo ¢.1159T>G

A mutacdo ¢.1159T>G que origina a substituicdo de um residuo de fenilalanina, amino&cido apolar,
por residuo de valina, aminoacido apolar (p.F387V) foi identificada no exdo 13 em heterozigotia no
caso 18 (Figura 50).

Caso 18 Controlo
ctcackttgtccagt cteacgttogtcmagt
70

Figura 50 - Mutacé&o ¢.1159T>G (caso 18).
Representagdo parcial da sequéncia do caso 18, onde se evidéncia a mutacdo ¢.1159T>G, comparada com um controlo

normal.

A andlise estrutural dos aminodcidos intervenientes na substituicio mostra que ambos 0s
aminoacidos sdo apolares, apresentam radicais hidr6fobicos (sendo portanto insollveis na agua) e
localizam-se no interior da proteina. O que distingue estes aminoacidos € a presenga de um anel
aromatico no aminoacido fenilalanina. Uma vez que a estrutura tridimensional da fenilalanina é
determinada por efeitos geométricos impostos pelo aminoacido, é provavel que esta substituicao
possa conduzir a destabilizacdo da proteina por interferir com o empacotamento tridimensional
desta (Figura 51).
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Figura 51 - Estrutura linear dos aminoécidos fenilalanina (A) e valina (B), com os radicais assinalados.
(Nelson and Cox 2004).

Foi efectuado o alinhamento entre vérias proteinas homélogas através do programa bioinforméatico
Clustal W2 para verificar a conservacao deste residuo, fenilalanina, nas diversas espécies. Como
podemos verificar na Figura 52 o residuo mutante, valina, nunca esta presente nas proteinas
homdlogas. Pelo contrério, esta alteragdo encontra-se numa zona em que se verifica um elevado

grau de conservacdo o que sugere que estes residuos aminoacidicos sao criticos para a fungdo da

proteina.
Homo GFARIFGYPYGIVGNNGYLFSESAKKGTHRVQLCCQRNIPLLFLQNITGFMVGREYEAEG 417
Rattus GFARIFGYPVGIIGNNGVLFSESAKKGAHFVQLCCQRNIPLLFLQNITGFMVGKDYEAEG 417
Mus GFARIFGYPYGIIGNNGVLFSESAKKGAHFVQLCCQRNIPLLFLQNITGFMVGRDYEAEG 417
Pan GFARIFGYPYGIVGNNGVLFSESAKKGTHFVQLCCQRNIPLLFLQNITGFMVGREYEAEG 417
Macaca GFARIFGYPVGIIGNNGYLFSESAKKGTHFIQVCCQRNIPLLFLQNVTGFMVGREYEAEG 417
Danio GFARIFGYPYGIIGNNGVLFSESAKKGTHFIELCCQRNIPLLFLQNITGFMVGREYEAGG 420
Xenopus GFARIYGYPYGIIGNNGVLFSESAKKGTHRIQLCCQRNIPLIFLQNITGFMVGRDYEAGG 418

Figura 52- Alinhamento entre espécies de parte da sequéncia proteica do gene MCCB.

Seta especifica o local da ocorréncia da substituicéo.

De acordo com a previsdo efectuada pelo programa bioinforméatico Polyphen esta alteracéo
apresenta uma diferenca de scores dos aminoacidos envolvidos na substituicdo de 3.279, sendo
classificada como uma alteracdo patogénica logo é provavel que a fungdo ou estrutura proteica

sejam afectadas (Figura 53).

Neste caso 18 esta alteracdo encontra-se em heterozigotia com outra mutacéo descrita na literatura
e ja mencionada anteriormente (p.VV339M). As alteracOes identificadas estdo de acordo com o
fendtipo bioquimico, uma vez que este paciente apresenta aumento de C5-OH no perfil de
acilcarnitinas e no perfil de &cidos organicos apenas apresenta aumento de 3-HIVA que esta de

acordo com o descrito para a mutacdo p.V339M por Wolfe (Lynne A. Wolfe 2007).
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Query

Acc

e Position AA1 AA2 Description

RecName: Full=Methylcrotonoyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial; Short=MCCase subunit beta;
EC=64.14, AltName: Full=3-methylcrotonyl-CoA:carbon dioxide ligase subunit beta; AltName: Full=3-
methylcrotonyl-CoA carboxylase non-biotin-containing subunit; AltName: Full=3-methylcrotonyl-CoA
carboxylase 2; Flags: Precursor, LENGTH: 563 AA

QYHCCO 387 F Vv

Prediction

This variant is predicted to be probably damaging
Prediction Available data Prediction basis Substitution effect Prediction data

probably

damaging alignment alignment N/A PSIC score difference; 3.279

Figura 53 - Previsdo da patogenicidade da alteracéo ¢.1159T>G no gene MCCB atraveés do programa Polyphen.

Foi efectuado o estudo molecular & mae que demonstrou ser portadora desta nova alteragéo.

Com base na analise estrutural dos aminoécidos envolvidos, na sua conservacao ao longo das
diferentes espécies e no resultado preditivo do Polyphen, pode-se considerar que existe uma forte
probabilidade desta variacdo ser patogénica e responsavel pelo fen6tipo bioquimico.

Mutacdo ¢.1229G>A

A mutacdo ¢.1229G>A que origina a substituicdo de um residuo glicina, aminoéacido apolar, por
um acido aspartico aminoacido polar &cido (p.G410D), foi identificada no exdo 14 em homozigotia

no caso 9 (Figura 54).

Caso 9 Controlo
n " ~r "
N P W —— el s
gttgatagag a gt tggtagag a
130

Figura 54 - Mutacéo ¢.1229G>A (caso 9).
Representagdo parcial da sequéncia do caso 9, onde se evidéncia a mutagéo ¢.1229G>A em homozigotia, comparada com

um controlo normal.

Como ja foi referido anteriormente, o aminoacido glicina é o aminoacido que possui a estrutura

mais pequena e mais simples; apenas tem um hidrogénio como radical e embora seja hidrofobico
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ndo participa nas interac¢@es hidrofobicas que ocorrem no interior da proteina. O &cido aspartico é
um aminoé&cido hidrofilico que possui dois grupos carboxilicos o que lhe confere carga negativa.
Embora a glicina ndo participe nas interacgdes hidrofobicas importantes para o empacotamento da
proteina ndo deixa de ser um aminoacido hidrofébico, ou seja que estd presente no interior da
proteina. Este aminoacido é substituido por outro com caracteristicas diferentes, hidrofilico, que
esta presente na superficie da proteina.

O alinhamento entre 7 espécies efectuado atraves do programa informético Clustal W2 apresentado
na Figura 55 mostra que a posicdo 410 é uma posicdo muito conservada entre as espécies
analisadas, assim como a zona envolvente. Podemos entdo dizer que se trata de uma alteracdo com
grande probabilidade ser patogénica uma vez todas as espécies usadas no alinhamento apresentam

0 mesmo aminoacido na referida posicao.

Homo GFARIFGYPVGIVGNNGVLFSESAKKGTHFVQLCCQRNIPLLFLQNITGFIMYGREYEAEG 417

Rattus GFARIFGYPVGIIGNNGVLFSESAKKGAHFVQLCCQRNIPLLFLONITGFMYGKDYEAEG 417
Mus GFARIFGYPVGIIGNNGVLFSESAKKGAHFVQLCCQRNIPLLFLONITGFMYGRDYEAEG 417
Pan GFARIFGYPVGIVGNNGVLFSESAKKGTHFVQLCCQRNIPLLFLQNITGFMYGREYEAEG 417
Macaca GFARIFGYPVGIIGNNGVLFSESAKKGTHFIQVCCQRNIPLLFLOQNVTGFMYGREYEAEG 417

EYEAGG 420
DYEAGG 418

Danio GFARIFGYPVGIIGNNGVLFSESAKKGTHFIELCCQRNIPLLFLQNITGFIMYG
Xenopus GFARIYGYPVGIIGNNGVLFSESAKKGTHFIQLCCQRNIPLIFLQNITGFMY

Figura 55- Alinhamento entre espécies de parte da sequéncia proteica do gene MCCB.

Seta especifica o local da ocorréncia da substituic&o.

Esta probabilidade da alteracdo ser patogénica é reforgada pelo resultado obtido do programa
Polyphen (Figura 56) que classifica esta alteragdo como sendo patogénica com um grau de
confianca elevado, apresentando diferenca de scores dos aminoécidos envolvidos de 2.6, e portanto

capaz de afectar a fungdo e/ou estrutura da proteina.
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Ace

number | Fosition AAy AA; Description

RecMame: Full=Methylcrotonoyl- Cof carbomylase beta chain, mitochondrial, Shot=MCCase subunit

QSHCCO | 410 G p PetaECS6.4.14 AlthName: Full=3-metfylcrotonyl- CoAicarbon dioxide igase subunit beta; AltName:
Full=3-methyicrotomy-Coa carboxylase non-biotin-containing subunit, AtName: Full=3-
methylcrotomd-CoA carboxylase 2; Flags: Precursor, LENGTH: 563 AA

This variant is predicted to be probably damaging

Prediction Available data Prediction basis Substitution effect Prediction data

probably

damaging alignment alignment NFA PSIC score difference: 2.651

Figura 56 - Previsdo da patogenicidade da alteragdo ¢.1229G>A no gene MCCB através do programa Polyphen.

Esta previsdo foi baseada no alinhamento entre espécies e proteinas homologas, onde de 376
proteinas homélogas em apenas 4 foi verificada a alteracdo do aminoacido glicina e em nenhuma

delas o residuo mutante, acido aspartico, esta presente.

Neste caso so foi identificado esta alteragdo apds terem sido sequenciados todos os exdes e juncdes
exdo-intrdo dos genes MCCA e MCCB. Este paciente teve um valor de C50H ao rastreio de 13,2
pumol/L que é bastante elevado quando comparado com os valores de C50H dos restantes pacientes
com mutacdes missense. Apenas foi detectado mais um caso com valores de C50H (14 pmol/L)
semelhantes, mas neste caso a alteracdo identificada foi uma mutacdo nonsense em homozigotia no

exdo 1 do gene MCCB que origina uma proteina truncada (actividade nula).

Uma das possibilidades para este caso apresentar um valor bastante elevado de C5-OH é uma
alteracdo localizada num “motivo” ESE (Exonic Splicing Enhancer). As ESE sdo sequéncias curtas
nos exdes que aumentam o reconhecimento do exdo e onde se vao ligar as proteinas SR, familia de
proteinas importantes no splicing, quer por definir os ex@es quer por recrutar a maquinaria de
splicing (spliceossoma) para junto das sequéncias consenso splicing intronicas. Uma muta¢do numa
ESE faria com que a maquinaria de splicing omitisse o0 ex&o, o que resultaria numa mutacao out-of-
frame (Stucki et al. 2009).

Stucki et al numa publicacdo recente demonstrou um mecanismo pelo qual uma mutagdo missense
no exdo 11 do gene MCCB localizada num “motivo” ESE, onde se liga a proteina SRp55, interfere
parcialmente com a utilizacdo desse ESE causando a utilizagdo de um ex&o criptico (exdo 10-A) no
lugar do exdo 11. Ou seja, uma mutacdo missense num ESE do exdo 11 levou ao skipping desse

exdo e ao reconhecimento de um exao criptico no intrdo 10. O caso estudado tinha um défice
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severo em 3-MCC e por estudos de expressdo verificaram MCCB -exdo 10 ndo produz MCCB
detectével.

Outra possibilidade para este caso, é tratar-se de um hemizigético onde apenas analisamos a
mutacdo num dos alelos e o outro alelo possuir uma grande delecdo/ insercéo ou ser uma delecéo
completa desse alelo. Como neste caso ndo foram estudados os pais ndo podemos por de parte esta
possibilidade e seria importante estudar neste caso a co-segregacao desta mutagéo.

Perante analise da estrutura dos aminoécidos, alinhamento entre espécies e o resultado obtido pelo
Polyphen pode-se considerar que a alteracdo p.G410D é possivelmente responsavel pelo fendtipo
bioquimico mas sdo necessarios mais estudos nomeadamente no cDNA para verificarmos o efeito

da mutacdo no mRNA.

Mutacéo c.1423G>A

A mutacdo ¢.1423G>A que origina a substituicdo de um residuo glicina, aminoacido apolar, por
uma arginina, aminoacido polar basico, (p.G475R) foi identificada em heterozigotia no exao 15 no
caso 10 (Figura 57). Esta mutacdo c.1423G>A foi identificada em heterozigotia com a mutacdo
c.463C>T referida anteriormente, tratando-se portanto de um heterozigético composto. Apds
sequenciacdo de todos os exfes e jungdo exdo-intrdo dos genes MCCA e MCCB, nao foi
identificada mais nenhuma alteragdo prevendo-se que estas alteragdes sejam responsaveis neste

caso pelo fenétipo bioquimico.

Caso 10 Controlo

ggg arg ag agc 999 aggag agc:
110 120 110 -

Figura 57- - Mutagéo c.1423G>A (caso 10).
Representacdo parcial da sequéncia do caso 10, onde se evidéncia a mutacdo ¢.1423G>A em heterozigotia, comparada

com um controlo normal.

Como j& referido anteriormente a estrutura dos aminodcidos glicina e arginina sdo
tridimensionalmente diferentes. A glicina € um aminodcido hidrofébico com uma estrutura simples

ao contrério da arginina que € o aminodcido maior com carga positiva e com caracteristicas
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hidrofilicas ou seja sollvel na 4gua estando presente na superficie da proteina. Estas diferengas na
estrutura dos aminoécidos envolvidos na substituicdo comprometem a conformacdo e logo a
estabilidade da proteina.

O alinhamento entre espécies efectuado através do programa informéatico Clustal W2 apresentado
na Figura 58 mostra que a posicdo 475 é uma posicdo muito conservada entre as espécies
analisadas, assim como a zona envolvente. Podemos entéo dizer que se trata de uma alteragdo com
grande probabilidade ser patogénica uma vez todas as espécies usadas no alinhamento apresentam

0 mesmo aminodacido na referida posicao.

|

Homo IAKDGAKMVAAVACAQVPKITLIIGGSYGAGNYGHMCGRAYSPRFLYIWPNARISVH Q0 477
Rattus IAKDGAKMVAAVSCAKVPKITVIIGGSYGAGNYGMCGRAYSPRFLYMUPNARI SV Q 477
Mus IAKDGAKMVAAVACAKVPKITVIIGGSYGAGNYGMCGRAYSPRFLYMWPNARI SV Q0 477
Pan IAKDGAKMVAAVACAQVPKITLIIGSSYGAGNYGMCGRAYSPRFLYIWPNARISVIIQGEQ 477
Macaca ITKDGAKMVTAVACAQVPKITLIIGGSYGAGNYGMCGRAYSPRFLYIWPNARISVMGGEQ 477
Danio IAKDGAKMVTAVACANVPKITVIIGGSYGAGNYGMCGRAYGPRFLYMWPNSRISVMGGEQ 480
Xenopus TAKDGAKMVTAVACANVPKITVIIGGSYGAGNYGMCGRAYSPRFLYMUPNARISVMGGEQ 478

Figura 58- Alinhamento entre espécies de parte da sequéncia proteica do gene MCCB.
Seta especifica o local da ocorréncia da substituic&o.

De acordo com a previséo obtida pelo Polyphen (Figura 59) esta alteracdo ¢.1423G>A, com uma

diferenca de scores relativamente ao alelo normal de 2.1, é considerada como provavel patogénica.

Query

Acc

number Position AA1 AAz Description

RecName: Full=Methyicrotonoyl-CoA carboxylase beta chain, mitochondrial, Short=MCCase subunit
QSHCCO 475 6 R beta; EC=6 4.1 4, AltName: Full=3-methylcrotomy-CoA:carbon dioxide ligase subunit beta; AltName:

Full=3-methylcrotonyl-CoA carboxylase non-biotin-containing subunit; AtName: Full=3-
methylcrotonyl-CoA carboxylase 2; Flags: Precursor, LENGTH: 563 AA

Prediction

This variant is predicted to be probably damaging

Prediction Available data Prediction basis Substitution effect Prediction data

alignment alignment N/A PSIC score difference; 2.199
Figura 59 - Previsdo da patogenicidade da alteracéo c.1423G>A no gene MCCB através do programa Polyphen.

Este caso 10 trata-se de um paciente que no perfil de acidos organicos apenas tem aumento de 3-

HIVA nédo excretando na urina 3-MCG. Como esta mutacdo esta presente juntamente com a
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mutacdo p.R155W ja descrita na literatura, como tendo actividade enzimatica nula, é possivel que
esta nova alteracdo confira a enzima alguma actividade residual como ja observado com outras
mutacdes (p.V339M e p.S39F) descritas em pacientes que também nédo tem excre¢do do marcador
patognomonico da doenca.

Foi possivel efectuar o estudo molecular aos pais que demonstraram ser portadores das mutagdes
encontradas neste caso (Figura 60), a mae é portadora da mutacdo c¢.463C>T ja descrita e 0 pai é
portador da alteragdo nova (c.1423G>A).

(c.1423G>A)/(N)  (c.463C=T) /(N)

(c.463C>T) /(c.1423G>A)

Figura 60 — Arvore genealdgica do caso 10 onde foi encontrada a mutag&o causal

Perante todos estes resultados, analise da estrutura de aminoécidos, alinhamento de diferentes
espécies, Polyphen e estudos de co-segregacdo pode-se considerar que esta alteracdo (associada a

alteracdo c.463C>T) é provavelmente responsavel pelo fenétipo bioquimico encontrado.

3.2. Mutacgdes nonsense:

Foi detectada 1 mutacdo nonsense, ndo descrita na literatura, e que se encontra resumida na Tabela
10.

Tabela 10- Descri¢do da mutagdo nonsense encontrada.

Caso Gene Ex&o Alteracdo cDNA Efeito na proteina Referencia

5 MCCB 1 €.100 C>T/ c.100 C>T p.Q34X/ p.Q34X N4o descrita

A mutacdo ¢.100C>T que origina a substituicdo de uma glutamina por um codao de terminacao

prematuro (PTC) foi identificada no caso 5 em homozigotia no gene MCCB (Figura 61).
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Caso 5 Controlo
a4 e D LB
ggcacctagccecge jggcacccagccg

320 320

Figura 61 - Mutagdo ¢.100C>T (caso 5).
Representagdo parcial da sequéncia do caso 5, onde se evidéncia a muta¢do ¢.100C>T em homozigotia, comparada com

um controlo normal.

Uma vez que o dominio carboxiltransferase percorre quase toda a subunidade MCCB, proteinas
truncadas neste dominio resultam na perda de fungdo da subunidade da proteina (Figura 62).

Como o complexo activo MCC é composto por heterosubunidades (dodecamero (aff)s) 0O excesso
de producdo de uma das subunidades pode levar a complexos incompletos, inactivos ou

parcialmente activos.

Figura 62 — Representagdo da alteracdo ¢.100C>T nos dominios da proteina.

Este caso apresenta um valor bastante aumentado de C5-OH (14 umol/L) no perfil de acilcarnitinas
e no perfil de acidos organicos aumento de 3-HIVA e 3-MCG. O fen6tipo bioquimico descrito esta
de acordo com a alteragdo identificada uma vez que origina uma proteina truncada no residuo 34
ndo funcional, levando a acumulagdo de 3-metilcrotonil-CoA na mitocondria em quantidades

suficientes para ocorrer a conjugacéo deste com a glicina (3-MCG).

Foi possivel efectuar o estudo molecular aos pais que demonstraram ser portadores da mutacdo

encontrada neste caso (Figura 63).
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(¢.100C>T) /(N)  (c.100 C>T) /(N)

(¢.100 C>T) /( c.100 C>T)

Figura 63 - Arvore genealdgica do caso 5 onde foi encontrada a mutago causal.

A maioria dos transcritos que possuem PTC sdo reconhecidos e degradados pela célula através da
via nonsense mediated mRNA decay (NMD). Este mecanismo de vigilancia protege o organismo de
efeitos potencialmente nocivos causados por alteracbes na expressdo de genes que resultam na
terminacdo prematura da traducfo (Frischmeyer and Dietz 1999). E importante para as células
eliminarem os mMRNAs que terminam prematuramente a traducdo uma vez que originam proteinas
truncadas ndo funcionais ou proteinas que adquirirem efeitos dominantes negativos ou ganho de
fungéo (Isken and Maquat 2007).

3.3. MutacgOes de alteracdo da grelha de leitura (frameshift) - pequenas
delecdes ou pequenas insercdes
A Tabela 11 resume as mutagGes encontradas neste estudo correspondentes a pequenas dele¢des ou

pequenas insergdes, que originam alteracdo da grelha de leitura levando a uma proteina truncada

prematuramente.

Tabela 11- Descricao das mutagdes de frameshift encontradas.

Caso Gene Ex&o Alteracdo cDNA Efeito na proteina Referencia
3 MCCA 9 €.924 925delAG/N  p.R308_309SfsX2/N N&o descrita
11 MCCB 17 €.1635_1636insT p.S546X N&o descrita
17 MCCB 6 ¢.517_518insT p.S173FfsX25 (Baumgartner

et al. 2001)
20 MCCA 2 €.97_98delT/N p.V33G fsX6/N N&o descrita

3.3.1. Mutagdes frameshift descritas na literatura

A mutacdo frameshift descrita na literatura identificada neste estudo foi uma inser¢do no exé&o 6,
¢.517_518insT, no caso 17. Esta alteracdo encontra-se em heterozigotia com outra alteracdo ja

descrita na literatura e mencionada anteriormente. Este caso refere-se a um paciente de origem
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espanhola com atraso de desenvolvimento psicomotor, sendo o Unico caso sintomatico neste estudo

uma vez que todos os outros sdo RN detectados no rastreio neonatal no nosso pais.

3.3.2. Mutac¢bes frameshift ndo descritas na literatura

€.97 _98delT

No caso 20 foi detectada uma delegdo de uma timina no exao 2 (c.97_98delT) do gene MCCA em
heterozigotia como mostra a Figura 64. Esta pequena delecdo causa uma mutacdo frameshift
alterando o aminoéacido na sequéncia e introduzindo um PTC na grelha de leitura da proteina
alterada 6 aminoacidos a jusante da mutacdo, originando uma proteina truncada com 39
aminoéacidos (p.V33G fsX6).

Caso 20 Controlo

CATGGGKKKGRRGSMAARRAMCMT yy L4 L LLLLA L LML 3030
: icatgggt gt ggaggcaa ag aac ca
k() 8

Figura 64 - Mutacéo ¢.97_98delT (caso 20).
Representagdo parcial da sequéncia do caso 20, onde se evidéncia a mutacdo ¢.97_98delT em heterozigotia, comparada

com um controlo normal.

Esta mutacdo localiza-se na regido N-terminal da enzima (Figura 65), zona esta que possui
sequéncias especificas, sinais target mitocondrias, que a vao enviar para a matriz mitocondrial
onde sdo reconhecidas por receptores presentes na membrana mitocondrial. Os sinais target
mitocondriais do MCCA estdo localizados 39 aminoéacidos ap0s o residuo de iniciagdo metionina
dentro da regido amino-terminal (exdo 1 e exdo 2), sendo esta a regido necesséaria e suficiente para

dirigir MCCA para a mitocdndria.

Esta proteina vai ter actividade enzimatica nula uma vez que € truncada e faltam dominios
funcionalmente importantes tais como locais de ligacdo do bicarbonato e de biotina. Por possuir um
PTC estes mMRNAs sdo bastante instaveis e vao ser rapidamente degradados pelo NMD evitando a
acumulacdo de mRNAs aberrantes que podem produzir peptideos truncados toxicos para a célula
(Wen and Brogna 2008).
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1

Figura 65 - Representacdo da alteracao c.97_98delT nos dominios da proteina

Neste caso, ap6s sequenciacdo de todos o0s exdes e jungdes exdo-intrdo dos genes MCCA e MCCB,
ndo foi identificada mais nenhuma alteracdo podendo a alteracdo do outro alelo estar no promotor
ou tratar-se de uma grande delecdo ou insercdo. Nestas situacfes ao estudarmos o DNA gendmico
apenas estamos a sequenciar um alelo como constatado por Dantas (Dantas et al. 2005) num estudo
efectuado a 28 individuos.

Outra possibilidade, e dado o valor de C5-OH ndo ser muito elevado, é podermos estar perante um
portador desta delecdo que por resultar numa proteina truncada acumula alguma 3-metilcrotonil-
CoA na mitocbndria que € metabolizada em C5-OH sem ocorrer a conjugacéo da 3-metilcrotonil-
CoA com a glicina, devido provavelmente a quantidade de 3-metilcrotonil-CoA acumulada ser

baixa por ser compensada pelo alelo normal.

Foi efectuado o estudo molecular & mae que demonstra ser normal para esta alteragéo.

€.924_925delAG

No caso 3 identificou-se uma delecdo do dinucleétido AG no exdo 9 do gene MCCA em
heterozigotia como evidéncia a Figura 66. Prevé-se que esta alteracdo altere a grelha de leitura e
origine um PTC 2 amino4cidos apés a mutacdo, originando uma proteina truncada
(p.Arg308_309Ser fsX2).

Caso 3 Controlo

\

- - "8

.(;é.i;.cfé,ﬁ_éMKSYKMW#RMKs1 -+8-0-k-0-mw-m-m-0-4-2-0-4-0-0-0%-0-)
%0 100 gcagtcag agctgctaaagct
0 = 100

Figura 66 - Mutac&o ¢.924_925delAG (caso 3).
Representagdo parcial da sequéncia do caso 3, onde se evidéncia a mutacdo ¢.924 925delAG em heterozigotia,

comparada com um controlo normal.
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Esta delecdo causa uma mutagdo frameshift alterando o aminoécido arginina na sequéncia proteica
e introduzindo um PTC na grelha de leitura da proteina alterada 2 aminoacidos apds a delecéo.

Esta alteragdo no exao 9 localiza-se no dominio biotina carboxilase, como podemos verificar na
Figura 67, e um PTC neste dominio resulta numa perda de funcdo desta subunidade proteica uma
vez que perde dominios importantes tais como locais de ligacdo bicarbonato e biotina.

Figura 67 - Representacdo da alteracéo ¢.924_925delAG nos dominios da proteina.

Como jé referido anteriormente, esta alteracdo origina um PTC e, como os mRNA contendo PTC
sdo bastante instaveis, sdo rapidamente degradados pelo NMD e os poucos MRNAS que conseguem
escapar a esta via NMD resultam provavelmente em proteinas truncadas que sdo degradadas por

proteases intracelulares.

Neste caso também foram sequenciados todos os exdes e juncles intrdo-exdo de ambos os genes
ndo tendo sido encontrada mais nenhuma alteracéo e tal como vimos anteriormente a alteracdo do
outro alelo pode estar no promotor ou tratar-se de uma grande delecdo ou inser¢do. Tratando-se de
uma grande delecdo/insercdo ou mutacdo no promotor seria de esperar um fen6tipo bioquimico
mais severo, ou seja, um valor de C5-OH mais elevado o que ndo é o caso (1,3 umol/L). Perante
este valor de C5-OH ¢é provavel, como ja referido para a alteracdo ¢.97_98delT, que estejamos
perante um portador da mutacdo que manifesta o fendtipo bioquimico provavelmente devido a
alteracdo identificada possuir um efeito deletério que ndo é compensado na totalidade pelo alelo

normal.

Foi efectuado o estudo molecular & mae que demonstra ser normal para esta alteragéo.

€.1635_1636insT

No caso 11 identificou-se uma inser¢do de um nucledtido timina no exdo 17 do gene MCCB em
heterozigotia como podemos visualizar na (Figura 68). Esta alteracdo encontra-se em heterozigotia

com outra mutag&o ja descrita na literatura e mencionada anteriormente c.1015G>A.
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a2 5] - [ S SRS
agttttwrkksmrsccyymams §
100 110
Caso 11
| 4
g c
100 110 Controlo

Figura 68 - Mutagdo ¢.1635_1636insT (caso 11).
Representagdo parcial da sequéncia do caso 11, onde se evidencia a mutagdo c.1635_1636insT em heterozigotia,

comparada com um controlo normal.

Esta insercdo provoca a substituigdo do aminoacido serina por um PTC no residuo 546 (p.Ser546X),

originando uma proteina truncada.

Como o coddo de terminagdo se encontra no residuo 546 de uma proteina com 563 residuos,
localiza-se no altimo exdo, € provavel que nesta situacdo como se encontra proximo do fim
3’(Figura 69) o NMD néo seja activado, uma vez que 0s coddes de terminacdo activam o NMD

guando localizados a montante do dltimo intrdo (Wen and Brogna 2008; Stucki et al. 2009).

Figura 69 - Representacdo da alteracdo ¢.1635_1636insT nos dominios da proteina

Como referido anteriormente esta mutagdo encontra-se associada a outra mutacdo, p.V339M ja
descrita na literatura, cuja enzima resultante possui actividade residual. Neste caso o paciente
apresenta aumento de C5-OH (2.4 umol/L) no perfil de acilcarnitinas e no perfil de &cidos
organicos ndo excreta o marcador patognomonico, 3-MCG, que esta de acordo com as alterac6es

identificadas uma vez que a alteracdo ¢.1635_1636insT se encontra no final da cadeia polipeptidica
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e a p.V339M esta associada aos ndo excretores do marcador patognomonico. Foi efectuado o
estudo molecular & mae que mostrou ser portadora desta nova alteragéo.
3.4. Mutagdes de splicing

Foi detectada 1 mutagéo splicing ndo descrita na literatura, e que se encontra resumida na Tabela
12.

Tabela 12 - Descri¢do da mutac&o splicing encontrada.

Caso  Gene Exé&o Alteracdo cDNA Efeito na proteina Referencia
19 MCCB 13 €.1216 +2T>C ? Né&o descrita
c.1216 +2T>C

No caso 19 foi detectada por sequenciagdo gendmica a alteracdo ¢.1216 +2T>C no intrdo 13 em

heterozigotia, situada num local de consenso de splicing (5 local dador de splicing) (Figura 70).

Exdo 13 Intrdo 13 | £ya014
T>C

BTRN llllrl HHH
ttactggyaag aaaata

120 130

j Caso19

INTENER T AR R A I
ttactggtaagaaaata

120 130

Controlo

Figura 70 — Mutagéo ¢.1216 +2T>C (caso 19).
Figura representativa do local consenso de splicing afectado pela muta¢do ¢.1216 +2T>C no intrdo 13, juntamente com

representacédo parcial da sequenciagdo do gDNA do caso 19.

Durante o processo de splicing os intrdes sdo removidos com elevada especificidade. Existem
“motivos” conservados junto das juncdes intrdo-exdo (local de splicing 3’e 5°) que actuam como
sinais para ocorrer a correcta identificagdo e juncdo dos exGes. Na maioria dos casos, o local

consenso de splicing em 5’(dador) tem o motivo guanina/timina (GT; guanina/uracilo (GU) no
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mMRNA), em 3’ (aceitador) tem 0 motivo adenina/guanina (AG) (Desviat L.R. et al. 2007). Para
além destes “motivos” nas jungdes intrdo-exdo existem outros elementos regulatérios (splicing
enhancers ou silencers) localizados nos exdes ou intrdes que permitem o processo normal de

splicing.

Utilizou-se o software Human Splicing Analyser v.2.3 (http://www.umd.be/HSF/) para efectuar a
previsdo do score para este local de splicing e verificou-se que a presenca da mutacdo diminui o
score de 92,9 associado ao local na sequéncia de referéncia para 66,08 na sequéncia mutada, com
perda do local dador de splicing. A previsdo do software indica uma reducdo de 28,88% no score
deste local de splicing. A perda de utilizacdo deste local de splicing pode resultar no skipping do
exdo0 13 ou ocorrer uma retengdo total ou parcial do intrdo 13 por reconhecimento de um outro

local de splicing (sequéncia consenso GT).

Neste caso € importante o estudo do mRNA para verificar qual o efeito desta mutacdo na proteina,
se ocorre o skipping do exdo ou se, por outro lado, ocorre retencdo total ou parcial do intrdo (Figura
71).

'm Intrio 12 ‘m Intrio 13 .m

SEE Q=D
D)

Figura 71 — Esquema representativo das varias possibilidades de efeito da mutagdo ¢.1216 +2T>C na proteina.

Esta alteracdo encontra-se em heterozigotia com outra mutagdo ja mencionada, p.I200N, numa mae
assintomatica, detectada através do rastreio neonatal do seu filho. Esta mae, em termos bioquimicos,
ndo apresenta valores muito elevados de C5-OH (2.9 umol/L), talvez por apresentar no outro alelo
a mutagdo p.1200N, que de acordo com a previsdo, é classificada como sendo benigna e pode
portanto compensar o efeito da mutacdo ¢.1216 +2T>C na proteina. Foi efectuado o estudo
molecular ao filho que mostrou ser portador desta nova alteracdo e normal para a mutacao p.1200N

excluindo assim a possibilidade de ter herdado as duas alteragdes do mesmo alelo.
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3.5. Casos negativos

Foram ainda estudados dois casos maternos que apresentavam aumento de C5-OH no perfil de
acilcarnitinas, que foram estudados por os seus filhos apresentarem aumento de C5-OH no rastreio

neonatal e posterior normalizagcdo na amostra de confirmacao.

Foram sequenciados todos os exdes e jungbes intrdo-exao de ambos 0s genes MCCA e MCCB, néo
tendo sido identificada nenhuma alteracdo. Este aumento de C5-OH em ambas as mées pode estar
relacionado com défices vitaminicos, neste caso de biotina que compromete a actividade das
enzimas biotina dependentes. Mock (Mock 2009) num artigo publicado recentemente fornece
evidéncias de que uma proporcdo consideravel de mulheres gravidas possui deficiéncias em biotina.
Nos estudos da deficiéncia marginal de biotina induzida experimentalmente em adultos, o aumento
da excregdo urinaria de acido 3-HIVA, que provavelmente reflecte uma diminuigdo da actividade
das enzimas biotina-dependentes, foi validado como indicador do estado biotina. Cerca de metade

das mulheres gravidas excretam quantidades aumentadas de 3-HIVA na urina.

Nestes dois casos o valor de C5-OH no perfil de acilcarnitinas encontrava-se ligeiramente
aumentado (aproximadamente 1). No caso 15 o perfil de &cidos organicos demonstrou um ligeiro
aumento de 3-HIVA sem excrecdo de 3-MCG, o que pode estar de acordo com Mock, onde este
descreve as deficiéncias em biotina nas mulheres gravidas e a excre¢do de 3-HIVA na urina. No
caso 16 foi efectuado o estudo da biotinidade que demonstrou um défice parcial (aguarda
confirmacdo). Este défice parcial pode justificar o0 aumento do C5-OH observado no perfil de
acilcarnitinas, uma vez que a reciclagem da biotina ndo esta a ser efectuada na totalidade, o que

pode comprometer as enzimas dependentes de biotina.
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4. CONCLUSAO

O estudo apresentado nesta dissertacdo pretende estabelecer um diagndstico etiolégico em doentes

com MCG detectados pelo Programa Nacional de Diagndstico Precoce.

De modo a estabelecer este diagnoéstico foi utilizada uma amostra de 20 doentes com MCG, na qual
foram analisados 19 ex8es no gene MCCA e 17 exdes no gene MCCB para tentar identificar e

caracterizar as mutacdes mais frequentes na nossa populacao.

A anélise dos resultados obtidos permitem constatar que a maioria dos casos estudados sdo
heterozig6ticos compostos, sendo apenas 4/20 homozigéticos, 0 que aumenta a diversidade
genotipica desta patologia.

Em cinco casos permanece por identificar a mutacdo no segundo alelo, depois de terem sido
sequenciados todos os exfes e juncles exdes-intrbes de ambos 0s genes, 0 que pode ocorrer se
estivermos perante uma grande delecdo ou inser¢do, ou por se tratar de uma mutacdo no promotor.

Analisando especificamente cada uma desta cinco situagdes podemos tirar as seguintes conclusoes:

e Como a alteracdo p.E383K no gene MCCA se localiza numa regido proxima da alteragdo
p.R385S e esta apresenta um efeito dominante negativo sobre o alelo normal, é de supor
gue esta nova alteracdo possa exercer o mesmo efeito dominante negativo sobre o alelo
normal (uma vez que substitui um aminoacido com carga acida por um com carga basica

na mesma regiao).

e No caso materno 13, onde apenas foi identificada a mutacdo descrita p.V339M em
heterozigotia, podera tratar-se apenas de uma portadora da doenca que manifestou o

fendtipo bioquimico devido a situacdo de stress metabélico provocado pelo parto.

e Nas duas delecBes encontradas apenas em heterozigotia (casos 3 e 20) podem tratar-se
apenas de portadoras da patologia e que manifestam o fen6tipo bioquimico porque um dos
alelos origina proteinas truncadas. O valor de C5-OH nestes casos é baixo relativamente
aos restantes valores de C5-OH; se estes casos possuissem uma grande delec&o/insercéo ou
mutacBGes no promotor seria de esperar a ocorréncia de valores de C5-OH mais elevados

porque a partida originariam proteinas truncadas, ou seja, com actividade nula.

e No caso 6 o polimorfismo p.G214A identificado em conjunto com a mutagdo nova

p.N230D poderé ser responsavel pelo fenétipo bioquimico encontrado.

Nas 26 mutacBes detectadas foram identificadas 1 mutacdo nonsense, 4 mutacGes frameshift

(pequenas delecdes e pequenas inser¢des), 20 mutagdes missense e 1 mutagdo de splicing. Destas,
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16 ndo se encontram ainda descritas na literatura nem na base de dados HGMD®, o que
corresponde a uma percentagem de novas mutagdes de 61.5%.

Nas mutacfes ndo descritas na literatura nonsense, splicing ou frameshift geralmente assume-se a

sua patogenicidade por prever que resultem em proteinas truncadas ou seja com actividade nula.

O mesmo nédo acontece com as mutacgdes missense onde o efeito molecular na fungéo, estrutura ou
estabilidade da proteina é dificil de prever e onde sdo necessérios estudos funcionais dessas
mutacGes para provar que sdo responsdveis pela deficiéncia em 3-MCC. No entanto, as 10
mutagdes missense identificadas ndo descritas na literatura foram avaliadas e consideradas como
provaveis mutaclGes patogénicas devido aos seguintes factores: ndo foram identificadas outras
mutacBes apoOs sequenciar ambos os genes MCCA e MCCB; as mutacGes identificadas foram
confirmadas por dois PCR independentes; as mutagdes identificadas segregam um fendtipo
bioguimico; em duas das mutag¢Ges p.G68V e p.N230D foram efectuados estudos populacionais em
100 individuos controlo; nos casos 1, 5 e 10 foi efectuado o estudo aos pais onde se verificou que
ambos segregavam as mutacOes encontradas; todas, excepto p.G105R, p.N230D e p.I200N,
afectam residuos altamente conservados sugerindo que elas sdo importantes para funcdo 3-MCC;
nas mutagdes p.G105R, p.N230D e p.I200N, o residuo mutante nunca esta presente nas proteinas

homologas analisadas.

Todos os casos portadores da alteracdo p.V339M, eram ndo excretores de 3-MCG. Das mutacdes

descritas esta revelou ser a mais frequente nos casos estudados (foi detectada em 5 dos casos).

Uma vez que a alteracdo p.G475R foi identificada em conjunto com a alteragdo p.R155W num
caso sem excrecdo de 3-MCG, sendo que a alteracdo p.R155W ja se encontra descrita e €
considerada como tendo actividade nula, é de supor que esta nova alteragdo possua actividade

residual como verificado para as mutages p.V339M e p.S39F.

A anélise mutacional dos genes MCCA e MCCB revelou-se importante nas seguintes situacoes:
quando o marcador patognomonico da doenga 3-MCG estd ausente; nos doentes com a mutagao
R385S, atendendo a que esta mutacdo estd descrita como respondendo a doses de biotina; e nos
casos em que possuem actividade enzimatica residual, que fora de um quadro de descompensacéao

metabdlica apresentam excre¢do normal de &cidos organicos.

O paciente sintomatico é portador de uma mutacéo que confere aproximadamente 4% de actividade
residual da enzima e de outra que origina uma proteina truncada o que justifica o fenétipo clinico.
Este doente reforca a importancia da inclusdo desta patologia no painel de doencas rastreadas no

Programa Nacional de Diagndstico Precoce.
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Em concluséo, o estudo molecular pode ndo predizer o fenétipo ou o risco metab6lico destes casos,
mas permite confirmar o diagnostico nos casos duvidosos. A deficiéncia em 3-MCC ainda é uma
entidade ndo completamente conhecida e a sua apresentacdo clinica é bastante heterogénea,
apresentado a maioria dos doentes mutagdes proprias ndao sendo visivel uma correlagdo gendtipo /
fendtipo. A continuacdo deste estudo é necessaria para encontrar marcadores genéticos e/ou
bioquimicos que expliqguem a razdo pela qual um numero relativamente reduzido de individuos

apresenta risco de desenvolver um fenétipo severo da doenca.
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5. PERSPECTIVAS FUTURAS

De forma a completar o estudo seria interessante estudar os mMRNAS nos cinco casos em que s6 se
encontrou uma alteracdo num alelo, de modo a verificar se as pequenas quantidades de mMRNA

formadas séo provocadas por uma grande delecdo/inser¢do ou mutacdo no promotor.

Seria interessante estudar os mMRNASs dos casos index, uma vez gue se estima que 15% de mutacdes
missense podem originar alteracbes sobre o correcto splicing de muitos genes tendo implicactes

sobre o fenotipo resultante nos doentes.

Uma vez que existem genes modificadores capazes de alterar o fenétipo da doenca, seria
importante estudar o gene HCS para verificar se existem polimorfismos associados que possam

potenciar o fenotipo ou pelo contrario compensar, evitando o desenvolvimento do fenétipo.

Nos casos em que a mutacdo R385S se encontra em heterozigotia, a quantificacdo do transcrito
mutado versus transcrito normal teria todo o interesse para prever o fenétipo observado, uma vez
que a existéncia de diferentes fendtipos perante este gen6tipo pode ser explicada pela quantidade de

transcrito normal formado versus transcrito mutado.

Efectuar os restantes estudos populacionais nas alteracfes missense ndo descritas na literatura,

assim como do polimorfismo p.G214A na nossa populagéo.

Nos casos em que ndo se verificou excre¢do de 3-MCG, estudar a actividade da aciltransferase
responsavel pela conversdo da 3-metilcrotonil-CoA em 3-MCG seria essencial, uma vez que esta

enzima pode ser responsavel pela auséncia do marcador patognomonico da doenca na urina.

A realizacdo de estudos de quantificagdo dos niveis de mMRNA destes pacientes por PCR em tempo

real, podia contribuir para um possivel estabelecimento correlacdo genotipo/fendtipo.

Seria ainda importante efectuar os restantes estudos de segregacéo para confirmar se ambos 0s pais

segregam as mutacoes.
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7. Anexos

7.1. Doencas integradas no rastreio alargado em 2009

O Programa Nacional de Diagnoéstico Precoce em Portugal iniciou-se em 1979 com o rastreio da
PKU e em 1981 passou também a efectuar-se o rastreio do HC. Em 2004 foi iniciado o rastreio
neonatal alargado por MS/MS, tendo sido progressivamente aumentado o numero de DHM
rastreadas. As doencas integradas actualmente no rastreio alargado estdo organizadas em dois
grupos:

e Hipotiroidismo Congénito.
e Doengcas Hereditéarias do Metabolismo.

No grupo das doengas hereditarias do metabolismo séo rastreadas Aminoacidopatias, Aciddrias

Organicas e Doengas Hereditarias da -oxidac&o Mitocondrial dos Acidos Gordos.

Aminoacidopatias:

e Fenilcetondria (PKU)

e Hiperfenilalaninemias

e Tirosinemia Tipo |

e Tirosinemia Tipo Il

e Leucinose (MSUD)

e Hipermetioninemia (Déf. MAT)

e Citrulinemia tipo |

e Aciddria Arginino-Succinica (ASA)
e Hiperargininemia

e Homocistindria

Acidurias Organicas:

e Aciddria Propionica (PA)
e Aciddria Metilmalonica (MMA)
e Aciduria Isovalérica (IVA)

e Aciddria 3-Hidroxi-3-Metilglutarica (3-HMG)
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e Aciduria Glutérica Tipo | (GA 1)
e 3-metilcrotonilglicinuria (Déf. 3-MCC)
e Aciduria Malonica

Doencas Hereditéarias da B-oxidacdo Mitocondrial dos Acidos Gordos:

o Défice da Desidrogenase dos Acidos Gordos de Cadeia Média (MCAD)
e Défice da Desidrogenase dos Acidos Gordos de Cadeia Muito Longa (VLCAD)
o Défice da Desidrogenase de 3-Hidroxi-Acil-CoA de Cadeia Longa (LCHAD)

e Défice Maltipla das Acil-CoA Desidrogenases dos Acidos Gordos (Aciduria Glutérica
Tipo I11) (MADD)

o Défice em Carnitina-Palmitoil Transferase | (CPT 1)
e Défice em Carnitina-Palmitoil Transferase 11 (CPT II)

e Défice Priméria em Carnitina (CUD)

7.2. Preparacdo de amostras de sangue em papel (Guthrie cards) para

analise de acilcarnitinas e aminoacidos

Os metabolitos a analisar por MS/MS sdo extraidos do papel utilizando um solvente organico
(metanol). Posteriormente sdo derivatizados, sendo-lhes adicionados grupos butilo, que vao
facilitar a sua deteccdo. A deteccdo vai ser levada a cabo num espectrometro de massa (triplo
quadrupolo) API 2000 (AppliedBiosystems), sendo as acilcarnitinas detectadas por Precursor Scan

do id0 85.1; os aminoacidos por Neutral Loss do ido 102.1 e os amino&cidos basicos por MRM.

O doseamento é realizado em sangue total, disco de sangue de 3.2 mm que contém um volume
aproximado de 3.23 ul de sangue total, colhido em papel Whatman 903 e a amostra deve ser

relativamente recente de forma a evitar a hidrélise das acilcarnitinas de baixo peso molecular.

Preparacdo da amostra:

Cortar os circulos para os pogos de uma placa de microtitulagdo de 96 pogos de fundo em V,

utilizando paro o efeito uma cortadora automatica ou um alicate de corte.

Adicionar a cada um dos pocos, utilizando um dispensador com reservatorio, 100 ul de solucdo
diluida com os padr6es marcados isotOpicamente. Os padrdes de acilcarnitinas e aminoacidos séo

retomados com 1 ml de metanol puro e deixa-se a 4°C durante 24 horas. Ao fim deste tempo junta-
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se 0 contelido dos dois vials num terceiro. A solucdo diaria de trabalho é obtida por diluicdo da
anterior 1:100 em metanol puro.

Tapar a placa com uma folha de pelicula aderente, para evitar a evaporacao.
Eluir 25 minutos a temperatura ambiente, com agitacao suave.

Transferir, com a ajuda de uma pipeta multicanal, o volume total para uma nova microplaca de

fundo raso.

Evaporar totalmente.

Juntar, com uma pipeta multicanal e utilizando pontas com filtro, 60 ul de HCI em butanol 3N.
Tapar a placa com uma folha de pelicula aderente.

Colocar na estufa 15 minutos a 70°C.

Colocar a -20°C durante 5 minutos.

Centrifugar 4 minutos a 500 rpm.

Evaporar a 70°C, totalmente.

Retomar com 100 ul de fase movel. A fase movel utilizada é composta por acetonitrilo/H,O
(50:50), com 0.05% de acido férmico. A preparacao é feita directamente para o frasco onde vai ser

utilizada.

Injeccdo no espectrometro de massa.

7.3. Extraccdo de DNA a partir de sangue seco em papel de filtro
(GENARATION® Capture Card Kit- Gentra Systems)

Procedimento
Preparacdo da amostra:

Cortar discos com 3mm de didmetro da amostra de sangue em papel, e colocar em tubos de 0,2ml

ou 0,6ml ou em placas de 96 pogos.

Purificacdo de DNA:

1. Adicionar 200 pL de Solugdo de purificagdo de DNA (Solugéo 1) ao tubo com o disco e incubar

durante 15 minutos a 50 °C.
2. Pipetar a solugéo para cima e para baixo uma vez e depois descartar.

3. Repetir o passo 1 e 2 uma vez para um total de duas lavagens com a Solugédo de Purificagéo de
DNA.
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4. Ajustar a placa de aquecimento ou termociclador para 60 °C.

5. Adicionar 200 puL. de Solugdo de eluicdo de DNA (Solugdo 2) aos discos e incubar durante 15
minutos a 60 °C.

6. Pipetar a solucdo para cima e para baixo uma vez, depois remover 0 maximo de solugdo possivel.

O DNA purificado ficara no disco.

Eluicdo do DNA:

1. Ajustar a placa de aquecimento ou termociclador para 99 °C.

2. Adicionar de 50 a 150 pL de Solucéo de eluigdo de DNA (Solucédo 2) (dependendo do volume e
concentragcdo de DNA pretendida) aos tubos ou placas de 96 que contem os discos purificados. Se
as amostras estiverem em placas de 96 pocos, cobrir a placa com uma pelicula adesiva (e.g.,

Gentra's Capture Heat Seals) antes do aquecimento.
3. Incubar durante 15 minutos a 99°C, para que o DNA seja libertado.

4. Pipetar a solucdo 15 vezes para cima e para baixo para misturar e depois transferir o DNA eluido

para novos tubos ou placas.

5. Armazenar o DNA a — 20 °C.

7.4. Regras de previsdo do impacto de novas variagcbes na estrutura e

funcéo das proteinas implementadas pelo programa Polyphen

Tabela 13 - Regras de previsdo do impacto de nsSNP’s na estrutura e funcéo proteica.

Adaptado de http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/.

. annotated as a . sequence . . .
arbitrary . . arbitrary . functional, functional site (2.2)
functional site annotation
. annotated as a bond . sequence .
arbitrary N arbitrary . structural, bond formation (1.2)
formation site annotation
bi in a region annotated as | PHAT matrix difference sequence functional, functional site,
arbitrary . L .
transmembrane resulting from substitution annotation transmembrane (2.2.2)
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. . . is negative
. in a region predicted as
arbitrary
transmembrane
<=0.5 arbitrary arbitrary
atoms are closer than .
. arbitrary
3A to atoms of a ligand
atoms are closer than
>1.0
3A to atoms of a
residue annotated as arbitrary

BINDING, ACT_SITE,

in the interval
(0.5..1.5]

in the interval

or SITE
change of accessible surface
propensity is >=0.75
with normed change of side chain

accessibility <=15%

volume is >=60

change of side chain

volume is <=-60

with normed

accessibility <=5%

change of accessible surface

propensity is >=1.0

change of side chain

volume is >=80

change of side chain

volume is <=-80

change of accessible surface
propensity is >=1.0

change of side chain

volume is >=80

(1.5.20] . .
change of side chain
volume is <=-80
arbitrary arbitrary
>2.0 arbitrary arbitrary

sequence
prediction
multiple
alignment
functional, functional site, ligand
structure e
binding (2.2.3)
functional, functional site, indirect
structure
21)
structural, buried site,
structure L .
hydrophobicity disruption (1.1.1)
structural, buried site, overpacking
structure
(1.1.2)
structural, buried site, cavity creation
structure
(1.1.3)
structural, buried site,
structure o ]
hydrophobicity disruption (1.1.1)
structural, buried site, overpacking
structure
(1.1.2)
structural, buried site, cavity creation
structure
(1.1.3)
structural, buried site,
structure L .
hydrophabicity disruption (1.1.1)
structural, buried site, overpacking
structure
(1.1.2)
structural, buried site, cavity creation
structure
(1.1.3)
structural, buried site, cavity creation
structure
(1.1.3)
multiple
alignment
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7.5.

Resultados obtidos

Na tabela seguinte sdo apresentados todos os resultados, bioquimicos e moleculares, obtidos no

estudo dos 20 casos seleccionados.

Tabela 14- Resultados bioquimicos e moleculares obtidos nos 20 casos estudados

_ cson Ereito na Proteina

© 00 N o g A W N

R~ e e L O e S =
S © ®™® N o O » W N P O

26,6
20,6
29,2
77,4
16,9
26,5
15,6
27,2
8,45
16,1
54,1
n.d.
28,9
31
12,6
13,9
23
35
23,5
38,6

15
13
2,3
14
4,2
1,9

13,2

2,4
n.d.
515

1,2
3.7
2,8
2,9
1,7

3- MCG; 3- HIVA
3- MCG; 3- HIVA
n.d.

n.d.

3- MCG; 3- HIVA
n.d.

3- HIVA
3- HIVA
n.d.

3- HIVA
3- HIVA
3- MCG; 3- HIVA
3- HIVA
n.d.

3- HIVA
n.d.

3- HIVA
3- HIVA
n.d.

3- HIVA
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p.G130S/p.G130S
p.E383K/N
p.Arg308_309SerfsX2/N
p.R385S/N
p.Q34X/p.Q34X
p.N230D/N
p.R155W/ p.V339M
p.G68V/p.N230D
p.G410D/p.G410D
p.R155W/ p.G475R
p.V339M/ p.Ser546X
p.G105R/ p. N163D
p.V339M/N
p.N230D/p.N230D
sem alteracdes
sem alteracdes
p.S173FfsX25/ p.V339M
p.V339M/p.F387V
p.I200N/ IVS 13+2T>C
p.V33G fsX6/N

MCCA
MCCA
MCCA
MCCA
MCCB
MCCB
MCCB
MCCB
MCCB
MCCB
MCCB
MCCB
MCCB
MCCB
MCCB
MCCB
MCCB
MCCB
MCCB
MCCB
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