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Resumo

As citopatias mitocondriais englobam um vasto grupo de doencas
multissistémicas associadas a disfun¢gdes mitocondriais e afectam essencialmente
tecidos e 6rgaos com elevada dependéncia do metabolismo energético.

A sindrome de deplecado do DNA mitocondrial (MDS) é caracterizada por uma
reducao acentuada (< 30%) do numero de cépias de mtDNA, que pode ocorrer em
diferentes tecidos e levar a sintese deficiente dos complexos da cadeia respiratoria
mitocondrial, tendo como consequéncia disfuncbes ao nivel do processo de
fosforilagcdo oxidativa e défices na producao de energia. A MDS é caracterizada
frequentemente por um padrdo de hereditariedade autossomico recessivo,
distinguindo-se trés apresentacdes clinicas principais: miopatica, encefalomiopatica
e hepatocerebral.

O gene DGUOK codifica uma nucledsido cinase mitocondrial, a desoxi-
guanosina cinase, responsavel pela fosforilagdo de desoxi-ribonucleétidos
purinicos. Mutacbes neste gene tém sido indicadas como causa de MDS,
principalmente em casos de envolvimento hepatico e cerebral. Estas alteracbes
podem reduzir substancialmente a actividade da enzima, levando a complicacdes
ao nivel dos processos de replicacdo, transcricdo e manutencdo do mtDNA.

Este trabalho teve como objectivo a sequenciacdo do gene DGUOK em 17
doentes com possivel MDS. A andlise das sequéncias permitiu identificar 11
alteracdes: 5 localizadas na regiéo codificante do gene (4 muta¢des missense e 1
silenciosa), 4 localizadas na regido intrénica, 1 no promotor e 1 na regido 3’'UTR. As
guatro alteragbes missense sdo provavelmente patogénicas e encontram-se em
homozigotia em 3 doentes, sendo a causa provavel do fenétipo clinico. O presente
estudo representa um contributo importante no estudo genético da MDS, tendo
contribuido para a implementacéo da analise do gene DGUOK para diagnéstico no

laboratério de acolhimento.
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Abstract

Mitochondrial cytopathies comprise a broad group of multisystem disorders
associated with mitochondrial dysfunction and it affects mainly tissues and organs
with high dependence of energy metabolism.

The mitochondrial DNA depletion syndrome (MDS) is characterized by a
marked reduction (£ 30%) in mtDNA copy number, which can occur in different
tissues, leading to a defective synthesis of mitochondrial respiratory chain
complexes, and consequently to dysfunction of the oxidative phosphorylation
process and deficient energy production. MDS is characterized by an autosomal
recessive pattern of inheritance, with three main clinical presentations: myopathic,
encephalomyopathic and hepatocerebral.

DGUOK gene encodes a mitochondrial nucleoside kinase, the deoxy-
guanosine kinase, responsible for phosphorylation of purine deoxy-ribonucleotide.
Mutations in this gene have been proposed as a cause of MDS, especially in cases
involving liver and central nervous system. These changes can substantially reduce
the enzyme activity, leading to complications in replication, transcription and mtDNA
maintenance processes.

This work aimed to sequence the DGUOK gene in 17 patients with possible
MDS. The sequence analysis identified 11 alterations: five located in the gene
coding region (4 missense mutations and 1 silent), 4 located in intron region, 1
located in promoter region and 1 in the 3'UTR. The four missense changes are
probably pathogenic and are homozygous in 3 patients, being the probable cause of
the clinical phenotype.

This study represents an important contribution in the genetic study of MDS,
and it has contributed to the implementation of DGUOK gene analysis for diagnosis

in the host laboratory.
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1.Introducéao
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1.1 Mitocondria

1.1.1 Estrutura e Fungéo

A mitocdndria, um dos organelos mais importantes, encontra-se em todas as
células eucaridticas dependentes de metabolismo aerébio, geralmente no
citoplasma, e desempenha func¢des extremamente importantes, tais como a
fosforilagéo oxidativa (OXPHQOS), ciclo de Krebs, -oxidacdo dos acidos gordos e a
sintese de lipidos e colestrol, fornecendo substratos energéticos [adenosina tri-
fosfato (ATP)] para as diversas funcdes celulares. Este organelo tem também um
papel crucial ao nivel da regulacdo de célcio (Ca*") no citoplasma, participa em
funcdes celulares como a sinalizacdo, tem um papel importante na regulacdo da
morte celular por apoptose, e esta envolvido na metaboliza¢do de varios compostos
(Simons et al., 1999; Grazina, 2004; Lehninger et al., 2005).

Em termos estruturais, a mitocdndria é oval e alongada, podendo medir no
maximo 1 um de largura e 10 um de comprimento. Estes organelos celulares séo
constituidos por membrana mitocondrial externa (MEM), membrana mitocondrial
interna (MIM), espaco intermembranar e matriz mitocondrial (Figura 1). As MEM e
MIM sdo duas membranas fosfolipidicas que delimitam a mitocondria, sendo a
primeira lisa, enquanto que a segunda possui vilosidades, denominadas de cristas
mitocondriais, que sdo protuberdncias que permitem aumentar de forma
consideravel a sua superficie. E na MIM que se localizam as subunidades dos
complexos enzimaticos da cadeia respiratoria mitocondrial (CRM). O espaco
intermembranar refere-se ao espaco existente entre as membranas externa e
interna e é rico em proteinas. O DNA mitocondrial (MtDNA) - material genético

préprio destes organelos, os ribossomas e outras proteinas sdo encontradas no
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espaco intra-mitocondrial, usualmente denominado de matriz mitocondrial

(Schapira, 2006).

Pyruvate,
fafty asids,
amino acids
from eytosol

MEMERANE

INTEAMEMBRAMNE
SPACE

H* ik o

Figura 1. Mitocbndria e localizagdo do processo respiratorio.
Representacdo dos principais componentes estruturais da mitocondria: MEM,
MIM, espago intermembranar, cristas mitocondriais e matriz. Neste organelo
ocorrem reaccgfes de elevada importdncia para a célula, destacando-se a
fosforilagdo oxidativa, que é catalizada pelas enzimas do sistema da CRM, e o

ciclo de Krebs entre outras (adaptado de Mathews et al., 1999).

A densidade mitocondrial é variavel consoante as diferentes necessidades
energéticas dos tecidos. Estima-se que existam cerca de 10 a 100.000 organelos

por célula (Grazina, 2004)
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1.1.2 Cadeia Respiratdria Mitocondrial e Fosforilagdo Oxidativa

A OXPHOS, processo que ocorre ao nivel da CRM, é a maior fonte de
producdo de moléculas de ATP nas células. Estas moléculas, ao serem
degradadas, fornecem energia, essencial para a ocorréncia de muitas reaccoes a

nivel celular (Grazina, 2004).

Compiex | Complex Il Compiex ill Complex IV Compiex V
NADH Succinate Ubiquinol Cytochrome C ATP synthase
y cytochrome C oxidase
oxidoreductase
47 Subunits 4 Subunits 11 Subunits 13 Subunits 17 Subunits
7 mDNA/40 nDNA 0 mtDNA/4 nDNA 1mONA/1ONDNA 3 mtDNA/1O nDNA ~ 2mtDNA/15 nDNA

Figura 2. Complexos enzimaticos da cadeia respiratéria mitocondrial. A
CRM ¢é composta por quatro complexos enzimaticos (Complexos I, II, lll e IV) e
dois substratos intermediarios (coenzima Q e citocromo c). Os intermediarios
metabolicos NADH' e FADH, ao serem oxidados, contribuem para o gradiente
electroquimico de protdes, permitindo assim a sintese de ATP através da
F1F,-ATP sintase (complexo V) por condensacéo ADP com fosfato inorganico.
(adaptado de Nadege et al. 2009).

A CRM é composta por um conjunto de complexos localizados, como
referido anteriormente, na MIM. E através deles que os electrdes s&o transportados
unidireccionalmente até ao seu aceitador final, o oxigénio (O,), levando a formacgao
de moléculas de agua (H,0O). O gradiente de protbes que ocorre ao nivel da MIM

(nos complexos |, Il e IV) vai permitir formar ATP a partir de adenosina difosfato
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(ADP) e fosfato inorganico (Figura 2). Formam-se trés moléculas de ATP por cada
NADH oxidado, e duas por cada FADH, (Lodish et al., 2003; Wallace et al., 2010) O
sistema multienzimatico é regulado por dois genomas, o genoma nuclear e o

mitocondrial.

1.1.3 Genoma mitocondrial

O mtDNA humano, material genético distinto do DNA nuclear (hDNA), é uma
molécula circular de dupla cadeia, constituida por 16.568 pares de bases (pb),
encontrando-se numa propor¢do de 5 a 10 copias por mitocondria (Figura 3)
(Nadege et al., 2009; Grazina, 2004). As suas cadeias foram descritas como cadeia
leve (LC) e cadeia pesada (HC), de acordo com o seu conteldo em G=C (G
(guanina) estabelece 3 pontes de hidrogénio com C (citosina)), que é mais elevado
na cadeia pesada (Larsson et al., 1998).

O mtDNA codifica apenas 37 genes, dos quais 13 codificam mRNA para
formar 13 subunidades da CRM, 22 para RNA de transferéncia (tRNA) e 2 para
RNA ribossémico (rRNA) (12S e 16S). As 24 moléculas de RNA (tRNA e rRNA) vao
ser usadas para a traducdo dos 13 peptideos da CRM (7 subunidades do complexo
I, 1 subunidade do complexo Il (citocromo b), 3 subunidades do complexo IV (COX
I, Il e lll) e 2 subunidades do complexo V (ATPase 6 e 8). As subunidades do
complexo 1l sdo todas codificadas pelo genoma nuclear (Wong, 2007; Grazina,

2004).

Pereira C, 2011




Andlise do Gene DGUOK em Criangas com Sindrome de Deplegéo

gG@ WP LSP [
\ OH [
v/

RNA Phe

\ D loop

\

RNA The

RNA Val
N Cytb

ARN 16S

Human mt DNA
N—o 16568 bp

Light strand

R
[ Ny =™ (COX3

/ Jiais ATPase 6
/"/ e _/ ATPase 8 Heavy strand
SR 1RNA Lys

Figura 3. Molécula de DNA mitocondrial humano. O mtDNA humano,
molécula contituida por 16.568 pb, codifica 37 genes e possui diversas
sequéncias de regulacdo da transcricdo e traducdo (adaptado de Nadege et al.
2009).

As sequéncias codificantes do mtDNA ndo tém interrup¢cbes. No entanto,
embora 0 mtDNA nado possua intrbes, existem duas zonas ndo codificantes, bem
como as sequéncias relativas a origem de replicacdo da LC (O.) o D-loop e a
origem de replicacdo da HC (Oy). Esta particularidade pode ser considerada, por
um lado, uma vantagem, se tivermos em conta 0 empacotamento deste genoma,
mas por outro lado, uma desvantagem, se tivermos em consideracdo a elevada
taxa de mutagcdes em comparacdo com o nDNA, uma vez que por possuir quase
totalmente sequéncias codificantes, a probabilidade de ocorrer alguma alteracéo
gue se venha a revelar nefasta € maior (Grazina, 2004).

A hereditariedade do mtDNA ocorre por via materna e nao sofre
recombinagdo, o que faz com que mutagBes ou polimorfismos existentes se
possam acumular ao longo da linhagem materna (Figura 4) (Grazina, 2004;

Schapira, 2006).
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CELL DiVISION
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LEVEL OF
MUTATION
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AFFECTED?

@ Mutant mitochondrion l

@ Wild type mitachondrion |

L0 AP —— | PRIMARY OOCYTE MATURE OOCYTE

Figura 4. Hereditariedade materna como padrdo de hereditariedade do
genoma mitocondrial (adaptado de http://www.mitochondrialncg.nhs.uk/

pa_genetics.html).

1.1.3.1Replicacdo do mtDNA

A sintese de mtDNA ocorre de forma independente do ciclo celular. No
entanto, € dependente de desoxi-nucleétidos que provém do citoplasma para
assegurar a sua sintese (Rahman & Poulton, 2009).

O mtDNA estd continuamente a ser replicado. Este possui um mecanismo de
replicacdo bidireccional, através da qual se originam duas cadeias, HC e LC. No
processo de replicacdo participam varias enzimas. O inicio da replicacdo ocorre a
partir da Oy (Figura 5), localizada no D-loop sendo o primeiro interveniente a
enzima TWINKLE, uma helicase que tem como funcdo desenrolar a cadeia de
MmtDNA para que a replicagdo se possa iniciar. Outros intervenientes neste
processo sdo também a DNA polimerase y (POLG) e as mtSSBP (proteinas que se

ligam ao mtDNA de cadeia simples- mitochondrial single stranded DNA binding
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protein). A POLG é responsével pela fidelidade da replicagdo do mtDNA, enquanto
as MtSSBP sdo proteinas que se véao ligar ao mtDNA de cadeia simples,
promovendo a sua estabilizacdo, facilitando e aumentado, assim, a actividade da
POLG (Hudson & Chinnery, 2006; Falkenberg et al., 2007). Aquando da finalizacéo
da replicacdo da primeira cadeia, a cadeia HC, a cadeia seguinte comeca a ser
replicada na direc¢do contraria, ocorrendo desta forma a replicacdo do DNA em
duas direccées. E no final da sintese destas duas novas cadeias que intervém mais
uma enzima importante, a DNA ligase, que vai permitir que a nova molécula tome a
forma circular, obtendo-se assim, finalmente, uma molécula de DNA semelhante a

gue lhe serviu de molde (Schapira, 2006; Grazina, 2004).

mtSSB

Twinkle

Figura 5. Replicacdo do mtDNA humano. Encontram-se representados na

figura os componentes-chave necessarios no replicacdo do mtDNA (adaptado de

Hudson & Chinnery, 2006).
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1.1.3.2Transcrigdo do mtDNA

Para que o processo de transcricdo se possa realizar € necessaria a
importacdo, por parte da mitocondria, de factores de iniciacdo, elongacdo e
transcricéo.

A transcricdo vai ocorrer de forma assimétrica, a partir dos promotores das
cadeias leve e pesada, designados, respectivamente por P, e Py. Estes promotores
estdo localizados no D-loop (regido hipervariavel) e funcionam em direccdes
contrarias, sendo a cadeia Oy aquela que é transcrita no sentido inverso ao dos
ponteiros do reldgio. A transcricdo vai gerar um transcrito primario com um tamanho
relativamente grande, que vai ser clivado, libertando assim os tRNAs e os rRNAs

associados (Grazina, 2004).

1.2. Citopatias Mitocondriais

Decorria 0 ano de 1962, quando o termo doencas mitocondriais foi
introduzido por Luft e seus colaboradores (Luft et al.,, 1962). No entanto, a
designacéo citopatias mitocondrais surge mais tarde, em 1996, por Munnich e
colaboradores (Munnich et al., 1996). Entre as mais conhecidas estdo a atrofia
Optica hereditaria de Leber (LHON), a epilepsia mioclénica com fibras vermelhas
rotas (MERRF) e a oftalmoplegia externa progressiva (PEO) de transmissao
materna.

As citopatias mitocondriais, constituem um grupo de doengas muito
heterogéneo, possuindo manifestagbes clinicas e bioquimicas extremamente
variadas, caracterizando-se essencialmente por alteragbes funcionais das

mitocondrias que levam a disfuncdo da CRM (Grazina, 2004). As disfuncdes
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mitocondriais herdadas, podem ser resultado de mutagcfes nos dois genomas. Este
grupo de doencas apresenta diferentes tipos de hereditariedade e abrange todas as
faixas etéarias (Hudson & Chinnery, 2006; Fellman et al., 2011). O primeiros
sintomas podem surgir em qualquer idade, podendo regredir, avancar mais
lentamente ou mais rapidamente, ou podendo mesmo ser fatais.

As patologias mitocondriais podem afectar diferentes tecidos e orgéos,
advindo dai a grande variedade de sintomas que apresentam (Tabela 1). No
entanto, os érgdos mais afectados sao muitas vezes aqueles que tém elevadas
necessidades energéticas, como o cérebro, o coracdo, o musculo esquelético ou o
figado (Jonhs, 1995). Outros orgdos como o pancreas, 0s olhos e os rins, também
podem ser afectados.

A grande heterogeneidade clinica deste tipo de patologias deve-se ao facto
da CRM ser controlada por dois genomas distintos, 0 genoma nunclear e 0 genoma
mitocondrial, mas deve-se também ao facto de haver um elevado numero de
moléculas de mtDNA em cada célula, e de estas poderem coexistir na variante wild
type e/lou em mutante num mesmo tecido e/ou érgdo, dado que se sabe que a
distribuicdo do mtDNA ¢ aleatdria (Cohen & Gold, 2001; Alberio et al., 2007).

Para além dos estudos genéticos, que envolvem técnicas como a
sequenciacao automatica ou a reaccao da polimerase em cadeia (PCR) com uso de
enzimas de restricdo (PCR-RFLP), os estudos bioguimicos que se podem realizar
ao nivel da CRM oferecem também um excelente contributo na compreenséo

destas patologias (Wong & Boles, 2005).
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Tabela |. Falhas na comunicacdo intergenémica: Classificacdo clinica e
genética (adaptado de Spinazzola e Zeviani, 2009).

Produto do
gene

Subunidade
catalitica da
polimerase y
mitocondrial

Helicase do
mMiDNA

Translocador

de nucleétidos

de adenina no
musculo/
coracao

Timidina
fosforilase

Dinamina
GTPase

Desoxi-
guanosina
cinase

Funcéo ainda
ndo conhecida

Timidina
cinase

P53-
Ribonucleétido
redutase
induzivel

Subunidade
da succinil-
CoA ligase

Subunidade
da succinil-
COA sintetase
ligase-
formadora de
ADP

Alteracdes do
Figado

Insuficiéncia
hepética

Insuficiéncia
hepatica

Hipoglicémia,
Insuficiéncia
hepatica

Hipoglicémia,
Insuficiéncia
hepética

Hepato-
megalia

Alteracdes do
Mdusculo

Miopatia,
oftalmoplegia
externa

Miopatia,
hipotonia,
oftalmoplegia

Miopatia,
PEO,
intolerancia ao
exercicio

Miopatia,
hipotonia,
oftalmoplegia

PEO,
neuropatia
periférica

Hipotonia

Hipotonia

Miopatia,
creatina
cinase
elevada

Hipotonia do
tronco

Hipotonia,
acidose lactica

Hipotonia,
acidose lactica

Alteracdes do
Sistema
Nervoso

Poliodistrofia,
ataxia,
epilepsia
parcial
continua

Atetose,
neuropatia
sensorial,

ataxia,
epilepsia

Leucoencefalo
-patia,
neuropatia

Atrofia optica,
ataxia

Nistagmus,
movimentos
disténicos

Ataxia,
neuropatia,
movimentos
disténicos

PEO
ocasional,
convulsdes

Microcefalia e
atraso no
desenvolvime
nto global,
perda auditiva

Sindrome de
Leigh, distonia

Outras
alteracoes

Hepatotoxi-
cidade ao
valproato

IOSCA

Cardiomio-
patia
hipertréfica

Motilidade
gastroin-
testinal com
pseudo-
obstrucao

Opacidade da
cérnea, atraso
mental,
escoliose

SMA-1,
SMA-3,
distrofia
muscular

Tubulopatia,
nefrocalcinose

Dimorfismo,
aciddria
metilmalénica

Surdez,
aciddria
metilmalénica

Alteracdes
no mtDNA

Delecoes
multiplas,
deplecdo

Delecdes
multiplas,
deplecdo

Delecdes
multiplas

Delecdes
multiplas,
deplecdo

Delecoes

multiplas

Deplecao

Deplecao

Deplecao

Deplecao

Deplecao

Deplecao

AD
AR

AD

AD
AR

AR

AD

AR

AR

AR

AR

AR

AR

Legenda: AD-Autossémico Dominante; ADP- Adenosina Di-fosfato; AR-Autossémico Recessivo; H.- Padrdo de

hereditariedade; IOSCA- Ataxia Espinocerebelosa Infantil; mtDNA- DNA mitocondrial; PEO- Oftalmoplegia externa

progressiva; SMA- Atrofia Muscular Espinhal

Pereira C, 2011

13



Andlise do Gene DGUOK em Criangas com Sindrome de Deplegéo

Nas ultimas décadas, com os enormes avanc¢os da Biologia Molecular, foi
possivel alcancar novos conhecimentos no estudo das citopatias mitocondriais.
Contudo, alguns mecanismos e o papel patogénico de muitas muta¢cfes continua
ainda por esclarecer. Ainda por clarificar continua também a relagdo entre a
mitocondria e determinadas patologias/processos, tais como as doencas

neurodegenerativas e o envelhecimento (DiMauro, 2004).

1.3. Mutagdes no mtDNA e nDNA como causa de citopatias mitocondrias

A mitocondria, apesar de possuir o seu proprio DNA, depende de factores
codificados pelo nDNA para a sua replicacdo, reparacao, transcri¢do e traducao, o
que faz com que o mtDNA nao seja totalmente autbnomo (Grazina, 2004). Esta
dependéncia acaba por influenciar a manifestacdo de determinadas patologias
humanas, que se caracterizam por alteracbes no mtDNA (Chan et al., 2008),
consequentes de erros em factores codificados pelo nDNA, como é o caso da
sindrome de deplecdo do mtDNA (MDS). As causas de uma grande parte das
citopatias mitocondriais sdo as mutacdes em genes nucleares que codificam

subunidades da CRM ou, ainda, que codificam factores de processamento

essenciais para 0 mtDNA.

1.3.1. Muta¢cdes no mtDNA

O mtDNA encontra-se em proximidade com a MIM, onde esta localizada a

CRM, que é a principal fonte celular de radicais livres de oxigénio, gerados pela
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fosforilagdo oxidativa. Existem também diversas enzimas envolvidas no
metabolismo de farmacos e xenobi6ticos em geral, associados a MIM, o que pode
contribuir para que se verifique uma maior taxa de mutagdes no mtDNA. A auséncia
de histonas, que poderiam ter um efeito protector, € outro factor que contribui para
gue se verifique uma taxa de mutacées mais elevada neste genoma. Para além
destes factos, é ainda de referir que os mecanismos de reparacdo que o mtDNA
possui sdo pouco eficientes. Estima-se que a taxa de ocorréncia de mutacdes seja
10 vezes maior comparativamente ao nDNA (DiMauro, 2004).

Sao varios os tipos de mutagbes que podem atingir o genoma mitocondrial:
mutacBes pontuais, delecBes, rearranjos (duplicacbes e insercbes) e deplecao
(Munnich et al., 2001). De todas, a deplecao, é a Unica que nédo inclui alteracdes na
cadeia de mtDNA, variando neste caso apenas o numero de copias de mtDNA.

A heteroplasmia, uma das caracteristicas mais importantes do mtDNA,
consiste na ocorréncia, em simultaneo, de moléculas de mtDNA mutante (ou com
variacdo de sequéncia ndo mutante) e normal ha mesma mitocéndia (Grazina,
2004). E esta peculiaridade que justifica que a expressdo fenotipica de uma
alteracdo no mtDNA dependa da sua proporcao relativa dentro de cada célula,
caracteristica essa que implica a existéncia de um limiar de expressao, ou seja,
pode existir um certo nimero de moléculas mutadas sem gque se manifeste o

fendtipo bioguimico e/ou clinico (Schapira, 2006).

1.3.1.1. Sindrome de deple¢cdo do mtDNA

A MDS é uma doenca mitocondrial que foi descrita por Moraes e
colaboradores (Moraes et al. em 1991). Esta sindrome caracteriza-se por uma

reducdo drastica no namero de copias de mtDNA (Rahman & Poulton, 2009),
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ocorrendo num ou mais tecidos, e que tem como consequéncia disfuncbes na
CRM, em particular nos complexos I, 1ll, IV e V, (Naviaux et al., 2004) mas podendo
também afectar o complexo Il ou deficiéncias multiplas (Sarzi et al., 2007; Scaglia,
2001).

O padrdao de hereditariedade da MDS €, maioritariamente, autossémico
recessivo, tendo também ja sido encontradas outras formas de hereditariedade
(Spinazzola et al., 2009). Esta sindrome, que tal como as restantes citopatias
mitocondriais, pode afectar varios tecidos e 6rgéos, resulta de defeitos em factores
codificados pelo DNA nuclear (nDNA), envolvidos na manutencdo e replicacdo do
MtDNA, tais como, anomalias na desoxi-guanosina cinase (EC 2.7.1.113) ou na
DNA polimerase mitocondrial ou défice de desoxi-nucle6tidos tri-fosfatados (ANTPS)
mitocondriais (Spinazzola & Zeviani, 2009; Rahman & Poulton, 2009).

Em geral, a MDS pode apresentar-se sob trés formas principais: miopatica
(OMIM#609560), encefalomiopéatica  (OMIM#612073) ou  hepatocerebral
(OMIM#251880). A forma hepatocerebral é a mais comum. O seu aparecimento da-
se muito cedo, em periodo neo-natal ou infantil, surgindo frequentemente nos
primeiros 6 meses de vida, sendo falat numa grande parte dos casos antes do
primeiro ano de idade. Esta forma da MDS tem sido associada a alteracfes nos

genes DGUOK, POLG1 e MPV17.
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A. Signs and symptoms of MDS in different organs B. Tissues with identified MtDNA depletion
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Figura 6. Orgéos e tecidos afectados pela MDS. Em A estdo representados
0s 6rgdos mais afectados pela MDS e os respectivos genes associados. Em B
estdo evidenciados os tecidos maioritariamente identificados com deplecao do
MtDNA e o0s genes associados a cada tecido (adaptado de Suomalainen &
Isohanni, 2010).

1.3.2. Mutacdes no nDNA

A maior parte das citopatias mitocondriais é causada por mutacdes no
genoma nuclear. Na Tabela | estédo representados muitos dos genes nucleares que,
guando alterados, contribuem para mutacées do mtDNA, como deplecdo e/ou
delegcbes multiplas. Estas alteragfes, maioritariamente herdadas de forma
recessiva, provocam patologias ao nivel muscular, hepatico, sistema nervoso, entre

outras (Figura 6).
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1.3.2.1. Sindrome de deplecéo e altera¢cdes no gene DGUOK

A MDS tem vindo a ser associada a alteracbes no gene da desoxi-
guanosina cinase, particularmente em situacbes em que se verifica um quadro
clinco que inclua envolvimento hepatico e do sistema nervoso central. O musculo
pode também estar comprometido no que diz respeito as suas funcdes (Ji et al.,
2010; Dimmock et al., 2007)

Mutagbes no gene DGUOK podem reduzir ou eliminar a actividade da
enzima desoxi-guanosina cinase, surgindo problemas a nivel dos processos de
replicacdo, transcricdo e manutencdo do mtDNA. A consequente deplecdo do
mtDNA ira prejudicar a funcdo mitocondrial em tecidos e 6rgdos, particularmente
naqueles que revelam maior gasto energético, como ja foi referido anteriormente.

A desoxi-guanosina cinase e a timidina cinase sédo as enzimas da via de
producdo de nucledtidos mitocondriais que fornecem os desoxi-ribonucleétidos
essenciais para a sintese de mtDNA na mitocondria (Saada-Reisch, 2004). Os
desoxi-ribonucledtidos mitocondriais constituem o maior recurso de precursores do
mtDNA em 6érgdos ou tecidos mitoticamente estaveis, como os do figado, do
cérebro ou do musculo.

Algumas das manifestacBes clinicas mais frequentes resultantes da MDS,
guando causada por defeitos no gene DGUOK incluem: hipoglicémia, insuficiéncia
hepatica, hipotonia, nistagmus e movimentos disténicos (Tabela I). O gene DGUOK,
a semelhanca do MPV17, relaciona-se essencialmente com patologias do figado e
sistema nervoso. A hipotonia caracteriza-se pela apresentagdo de um ténus
muscular anormalmente baixo e, consequentemente, uma reducdo da forca
muscular. O Nistagmus é uma apresentacao clinica caracterizada por movimentos

ritmicos, involuntarios e conjugados dos globos oculares. Ha alternancia entre
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oscilagBes rapidas e oscilagbes lentas. A distonia, por sua vez, define-se pela
paragem brusca do movimento devida a contrac¢des musculares involuntarias.

Actualmente, ainda néo existe tratamento para a MDS. No entanto, no caso
de individuos que apresentavam simultaneamente um quadro de nistagmus e
disfuncdo hepética, existem registos da sua condi¢do ter melhorado através de
transplante hepatico (Dimmock et al., 2008).

Em 1996, Magnus Johansson e sua equipa publicaram a descoberta da
localizagéo genética do gene da desoxi-guanosina cinase humana. O gene DGUOK
foi identificado no brago curto do cromossoma 2, regido 1, banda 3 (2pl3)
(Johansson et al., 1996). Este gene DGUOK codifica a desoxi-guanosina cinase,
uma nucledsido cinase mitocondrial, que tem como funcéo fosforilar os desoxi-
ribonucledsidos purinicos desoxi-guanosina, desoxi-inosina e desoxi-adenina (Arnér
& Eriksson, 1995).

S&o actualmente conhecidas 2 isoformas diferentes do gene DGUOK, a
isoforma NM_080916.1 e a isoforma NM_080918.1
(http://iwww.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1716). A enzima produzida tem uma funcéo
muito importante para a manutencdo do mtDNA, tendo sido associada a deplecao
do mtDNA, guando o gene possui mutacdes, que levam a que a sua producéo se
processa de forma incorrecta. (Ji et al., 2010; Brahimi et al., 2009; Saada-Reish,
2004;)

A desoxi-guanina e a desoxi-adenosina sdo importadas do espago extra-
mitocondrial, e, por accdo da enzima desoxi-guanosina cinase, a enzima codificada
pelo gene DGUOK, vai catalisar a formagdo dos desoxi-nucle6tidos mono-
fosfatados (ANMPs) desoxi-guanosina e desoxi-adenosina monofosfatadas. A estes
vai ser adicionado fosfato inorganico (P;), indo depois esses dNTPs ser integrados
na replicagdo ou transcricdo do mtDNA. Quando ha perturbacdo deste controlo

homeostatico, por exemplo por defeitos nos genes DGUOK, TK2, TYMP, RRM2B,
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ANT1, a proteina produzida é deficiente podendo ocorrer deplecdo do mtDNA ou

dele¢bes multiplas (Spinazzola & Zeviani, 2009).
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Figura 7. Representacdo esquematica das principais vias enzimaticas
mitocondriais envolvidas em muta¢c6es do mtDNA como a deplecdo. Os
genes associados a deplegcdo do mtDNA encontram-se representados em

caixas verdes (adaptado Copeland, 2008).

No presente estudo, ir-se-a dar mais énfase a isoforma NM_080916.1 do
gene DGUOK, com 7 exdes, uma vez que tem sido tida em conta na maioria dos

estudos pesquisados (Poulton et al., 2009). As duas isoformas encontram-se in

frame.
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O objectivo deste estudo consistiu em analisar a sequéncia do gene DGUOK
num conjunto de amostras, de um grupo de doentes, em idade pediéatrica, com
MDS, provenientes da Unidade de Doencas Metabdlicas no Hospital Pediatrico —
Centro Hospitalar de Coimbra, E.P.E. e do Hospital de Santa Maria — Centro
Hospitalar Lisboa Norte, E.P.E.

O gene DGUOK foi sequenciado e as sequéncias de DNA obtidas
analisadas no sentido de procurar variagbes de sequéncia. As alteracOes
encontradas foram alvo de estudos bioinformaticos para previsdo do seu impacto
(benigno ou patogénico) na estrutura e/ou funcdo da proteina desoxi-guanosina
cinase. A frequéncia de alteracdes foi estimada e a correlacdo entre o fenétipo
apresentado e o genotipo estabelecida.

O presente trabalho representou um contributo significativo para a
implementacédo do diagnéstico genético das citopatias mitocondriais associadas ao
gene DGUOK, no laboratorio de acolhimento — Laboratério de Bioquimica Genética
(LBG), Centro de Neurociéncias e Biologia Celular (CNC), localizado no Instituto de

Bioquimica, Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (FMUC).
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3.1. Amostragem

A amostragem deste estudo (Tabela 1) inclui 17 doentes (8 do sexo
masculino e 9 do sexo feminino), com confirmacdo ou suspeita clinica de MDS
(Tabela 1), com proveniéncia da Unidade de Doencas Metabodlicas no Hospital
Pediatrico - Centro Hospitalar de Coimbra, E.P.E. (16 doentes) e do Hospital de
Santa Maria — Centro Hospitalar Lisboa Norte, E.P.E (1 doente); e sete familiares,
sendo dois deles pais da doente 3 e o0s restantes quatro os pais e dois irmaos do
doente 4. Foram utilizadas amostras de individuos voluntarios saudaveis para
controlo em alguns procedimentos. Todas as amostras foram enviadas com
consentimento informado, tendo sido também consideradas outras questdes éticas,
sociais e legais, como a proteccdo da privacidade dos doentes intervenientes e a
confidencialidade dos respectivos dados.

Para a realizacao deste estudo foram utilizadas amostras de varios tecidos:
fibroblastos, figado, masculo e sangue. As amostras de tecido foram obtidas no
decorrer de intervencdo cirdrgica (bidpsia ou transplantacdo hepética) e em
necropsia. As amostras de sangue periférico foram obtidas por punc¢do venosa e
colocadas num frasco com EDTA.

A extraccdo de DNA total foi previamente efectuada no laboratério de
acolhimento — LBG, por métodos padronizados (Grazina, 2004), e as amostras
foram mantidas em tampao tris-EDTA (TE).

O rastreio para deteccdo de deplecdo do mtDNA foi também previamente
efectuado, por quantificagdo do nimero de cépias de mtDNA, através da técnica
real-time PCR, no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR system (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) usando SYBR® green (Bio-Rad, Foster City, CA,
USA) e primers especificos (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) para
0s genes nucleares e mitocondriais (Bai & Wong, 2005). A intensidade do sinal

obtido por fluorescéncia foi analisada com o 7500 software v.2.0.4 (Applied
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Biosystems). O conteudo relativo de DNA foi calculado pela variagdo do ACt (cycle
threshold) (ACt representa a diferenga entre os valores de Ct dos genes do nDNA e
do mtDNA). A deplecdo € considerada quando o numero de coOpias de mtDNA é
inferior a 30% do valor médio de referéncia no tecido mais afectado (Rahman &
Poulton, 2009). Os doentes seleccionados para este trabalho foram agueles em que
a suspeita de MDS foi confirmada por evidencia molecular de deplecdo do mtDNA
em algum dos tecidos analisados, a excepgcao dos doentes 11, 14, 16 e 17 que,
apresentam numero de cépias dentro dos limites estabelecidos como normais, mas
existem indicios clinicos de que tal possa ter ocorrido deplecao noutro(s) tecido(s).
No decorrer deste estudo foram usadas aliquotas de amostra diluidas, para
manter a integridade, e reduzir o risco de contaminagdo, do stock. Todos os

materiais (pontas para pipetas e tubos) e solu¢fes utilizadas eram estéreis.
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Tabela ll. Dados clinicos dos doentes estudados.

Idade na Copias de mtDNA.
Doente colheita da Alteracdes clinicas % em relacéo ao
amostra (meses) controlo (tecido)
1 6 Cirrose com hiperlactacidémia, insuficiéncia 10,8% (figado)
hepatica 63,8% (musculo)
ot 48 Insuficiéncia hepatica, colestase, 3,6% (figado)
' hiperlactacidémia, nistagmus, hipoglicémia 39,9% (musculo)
8,6% (figado)
3 2,3 Insuficiéncia hepatica, colestase, nistagmus 25,9% (sangue)
60,9% (musculo)
47 3 Insuficiéncia hepatica, nistagmus, colestase, 25,7% (sangue)
historia familiar positiva 10,1% (figado)
5 16.8 Insuficiéncia hepéatica, hlperlactaudemla, atraso 17,2% (sangue)
no crescimento
Hemorragia cerebral, Acidose lactica e .
6" 0,12 >morragia Se factic 26,9% (musculo)
insuficiécia renal neonatais, sépsis
A - 28,2% (figado)
t
7 2,2 Insuficiéncia hepatica, colestase 104,2% (muscle)
Al 6 I hiperl idémi |
, racGes oculares, hiper actacidémia, 5,6% (miisculo)
8 70,8 te
lactato/piruvato elevado
Miopatia, nistagmus, encefalopatia,
. . e . , 1%
9 122,4 astigmatismo, dificuldades de aprendizagem, 0,1% (se}ngue)
. . 0,2% (musculo)
epilepsia
N . . L . . 4,6% (sangue)
Mialgias, miocardiopatia, nistagmus, retinopatia .
10 114 9 p‘i’gmemar 9 P 3,6% (figado)
14,7% (musculo)
Encefalopatia epiléptica, microcefalia adquirida,
défice visual com nistagmus, distonia,
0,
11 57,6 dificuldades de aprendizagem, hipotonia, atraso 79,1% (sangue)
de desenvolvimento, convulsdes
. . L 2% (figado
12Tt 3 Insuficiéncia hepatica, colestase, hipoglicémia, 14.2% (fioad
encefalomiopatia, hemorragia géastrica
. . M|0c~ard|opat|a h|pertrqf|g:a1 cqngeana, - 3,7% (figado)
13 1 hipertensdo pulmonar, insuficiéncia respiratoria, ;
. L 8,2% (musculo)
acidose lactica
Cirrose micronodular, hiperamoniémia, 33,1% (figado)
14 7 . !
Frutosemia 166,2% (musculo)
+ Insuficiéncia hepética aguda, miocardiopatia 21,0% (figado)
15 29 . i .
hipertrofica 186,6% (musculo)
. . S a . 208,3% (figado)
t
16 0,04 Hipoglicémia, faléncia multiorganica 142,2% (masculo)
. . . . - . 142,2% (musculo
17t 1,2 Miocardiopatia dilatada, arritmia, paralisia o ()

101,4% (figado)

Legenda: 1 — Falecido; T- Doente sujeito a transplante hepético; F — Feminino; M — Masculino; * - Foi
identificada deplecdo em miocardio num estudo decorrido no LBG, mas estes resultados s&o
preliminares devido ao facto de ainda ndo existir controlos de referéncia estabelecidos para o tecido
em causa.

Nota: O sexo dos doentes foi omitido para garantir maior confidencialidade.
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3.2. Métodos

3.2.1. Quantificagdo de DNA

A guantificacdo de DNA das amostras, previamente extraidas e diluidas, foi
efectuada através do método espectrofotométrico, com o equipamento NanoDrop®
ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, USA) e
interpretada no software NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer v.3.7 (Thermo
Scientific). Este método é simples e permite a determinar a intensidade da luz
ultravioleta (UV) absorvida pelas moléculas de DNA. A leitura de densidade Optica
determina a quantidade de DNA, a 260 nm, e a existéncia de substancias
contaminates (maioritariamente proteinas), a 280 nm. Para se prosseguir no estudo
a amostra de DNA deve apresentar um grau de pureza adequado, ou seja, a razédo
das absorvancias a 260 nm e a 280 nm deve estar situada entre 1,8 e 2,0. Os
guocientes de pureza fora desta gama de valores podem ser indicativas da
presenca de proteinas, fenol ou outros compostos contaminantes que absorvam

perto dos 280 nm (Desjardins & Conklin, 2010).

3.2.2. Reaccdao da polimerase em cadeia (PCR)

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) (Figura 8), descrita por Kary
Mullis, na década de 80, consiste numa reaccdo em que ha amplificacdo de
fragmentos especificos de DNA, permitindo a obtencdo de mdltiplas copias de DNA
a partir de uma Unica cadeia (Mullis et al., 1986). A origem da PCR tem como base
o principio da replicagdo do DNA realizada, in vivo, pela DNA polimerase. Esta
técnica veio revolucionar a Biologia e a Genética Molecular, tornando possivel uma
aplicacdo mais abrangente das ciéncias basicas e aplicadas, de tal forma que,

actualmente, é imprescindivel para a realizacdo estudos nesta area.
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Para realizar uma reaccdo de PCR ¢ indispensavel a presenca de alguns
factores: uma sequéncia molde que contenha o segmento de DNA a amplificar;
uma DNA polimerase, que ¢é usualmente a Taq polimerase'; primers,
complementares a cadeia de DNA, que se ligam e delimitam a zona a amplificar,
sendo constituidos por sequéncias de oligonucleétidos, com um nimero de bases
pequeno e variavel (cerca de 20 bases); dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), que
sdo nucledtidos livres que a DNA polimerase vai adicionar ao primer para formacgéo
da nova cadeia de DNA,; solucdo tampao, que mantém o pH do meio adequado ao
funcionamento da enzima (pH=8). Pode ainda ser necessaria a adicao de outros
reagentes que, em alguns casos, nao estao incluidos na solugcdo tampéo ou que
sdo necessarios em maior concentracdo do que aquela a qual se encontram no
tamp&o. E o caso de cloreto de magnésio (MgCl,) ou dimetilsulféxido (DMSO), que
aumentam a especificidade da reaccdo. O Mg? aumenta significativamente a
estabilidade da enzima e da cadeia de DNA. O DMSO, por sua vez, aumenta
capacidade de ligacdo dos primers a cadeia molde de DNA. Apés a juncao de todos
estes componentes a reaccao ocorre, num termociclador, através da execucao de
um programa de ciclos de temperaturas adequado. A PCR consiste em séries de
cerca de 20 a 35 ciclos, sendo cada ciclo constituido por 3 fases que se realizam a

temperaturas diferentes: desnaturacdo, annealing e extensao (Figura 8).

! Enzima extraida de organismos terméfilos (Thermus aquaticus), resistente a temperaturas elevadas.
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Figura 8. PCR. A PCR é a reaccdo que permite a amplificacdo de grandes
guantidades de DNA a partir de uma Unica molécula, na presenca de
determinados factores, através da aplicac@o de temperaturas especificas que
permitem desnaturacdo, annealing e extensdo sucessivas. Esta reacgdo €
efectuada em equipamentos apropriados, os termocicladores (adaptado de
Griffiths et al., 2005).
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A desnaturacéo é a fase em que a dupla hélice da cadeia de DNA se separa
de modo a ficar sob a forma de cadeias simples. A temperatura alta a que ocorre,
cerca de 95 °C, permite a clivagem das pontes de hidrogénio que unem as bases
das duas cadeias complementares. O annealing representa a fase em que vai
haver reconhecimento e ligacdo dos primers as sequéncias complementares de
DNA. Nesta fase, a temperatura € muito importante para a actuacdo correcta dos
primers. A temperatura podera entdo ser calculada especificamente para o primer
que estiver a ser utilizado. A temperatura desta fase situa-se entre 50 a 65 °C. Para
calcular a temperatura de melting pode ser utilizada uma férmula matematica
simples: T, = 2 (A+T) + 4 (C+G). A temperatura utilizada esta relacionada com a
guantidade de citosinas e guaninas que compdem o primer. A adenina e a timina
ligam-se apenas por 2 pontes de hidrogénio enquanto a citosina e a guanina se
ligam por 3 pontes de hidrogénio, sendo esta uma ligacdo mais forte, ou seja, uma
ligacdo que apresenta maior dificuldade para ser quebrada, sendo a temperatura
requerida mais elevada quando estes nucleétidos se apresentam em maior
percentagem.

Na extensdo, vai haver adicdo dos dNTPs ao primer para sintetizar a nova
cadeia de DNA, a cadeia complementar a cadeia molde. Este processo é catalizado
pela actuacdo da DNA polimerase, enzima que tem a capacidade de adicionar
dNTPs no sentido 5" — 3’.

Depois de cada um dos ciclos da PCR vai haver duplicacdo da quantidade
de DNA, e assim, apds ‘n’ ciclos teremos 2" copias de DNA.
Apesar de ser uma técnica que apresenta uma elevada taxa de sucesso, a PCR é
também uma técnica muito sensivel, sendo necesséria precaucao na sua execugao
de modo a contornar factores que possam afectar a sua eficiéncia e especificidade
(Metzenberg, 2007; Viljoen et al., 2005; Regateiro, 2003).

Os primers utilizados para amplificar os fragmentos do gene DGUOK foram

previamente desenhados no LBG com auxilio do software Primer3® (Tabela III)
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(Rozen & Skaletsky, 2000). Existem varios pontos importantes que devem ser tidos
em conta ao desenhar primers, para além dos referidos no ponto anterior. A T, dos
primers (Forward e Reverse) para um fragmento deve ser semelhente. Os primers

ndo devem emparelhar entre si, nem consigo proprios, ndo devendo igualmente

formar estruturas secundarias.

Tabela lll. Caracterizagdo dos primers utilizados para amplificar o gene

DGUOK.
i Posicéo nucleodtidica m Posicdo nucleodtidica m Tamanho do
Xao i i
Primer Forward Primer Primer Reverse Primer fragmento
Forward Reverse  amplificado (bp)

1 74153728 59.7 74154347 59.8 620
2 7465777 60.1 74166383 59.9 607
3 74173606 60.5 74174234 59.9 629
4 74177457 60.4 74178112 59.9 656
5 74184004 59.9 74184539 59.0 536
6 74184980 60.1 74185607 61.0 628
7 74185576 58.9 74186127 58.9 552

Legenda: bp- pares de bases (base pairs); Tm- Temperatura de melting

As amostras utilizadas para amplificacdo dos fragmentos foram,
preferencialmente, provenientes de sangue, uma vez que se trata da amplificagdo
de um gene nuclear. Para amplificagdo dos fragmentos do gene DGUOK foi feita
uma mistura de PCR contendo: dNTPs (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala,
Sweden) os primers (forward e reverse) (Invitrogen Life Technologies), solucéo
tampéo, MgCl, e enzima Tag polimerase (Fermentas) e DNA, nas concentragdes e

guantidades adequadas. Esta mistura foi colocada num termociclador de acordo

com programas de temperaturas adequados a cada fragmento.

Pereira C, 2011

31



Andlise do Gene DGUOK em Criangas com Sindrome de Deplegéo

Para cada reaccdo de PCR foi amplificada uma amostra controlo (sem
doenca), e para controlo negativo foi feita a reaccdo da mesma forma, mas

substituindo o DNA por 4gua, para avaliar a possibilidade de contaminacao.

3.2.3. Electroforese em gel de agarose

A electroforese em gel de agarose® permite a separacéo e identificacdo de
moléculas de DNA. Esta técnica consiste na aplicacdo de um campo eléctrico que
vai fazer com que os ibes e moléculas carregados negativamente se desloquem
para o anodo, enquanto 0s compostos carregados positivamente migram para o
catodo. Assim, a utilizacdo da electroforese é eficaz na determinacédo do sucesso
da reaccdo de PCR, uma vez que o DNA possui a capacidade de migrar quando
aplicado um campo eléctrico, dado que € um composto que possui carga negativa.
A velocidade de migracdo das moléculas de DNA no gel pode ser influenciada por
varios condicionantes, nomeadamente: a voltagem, o tempo, a temperatura, o pH, o
peso molecular e a percentagem de agarose do gel. A preparacdo de um gel de
agarose inclui a adicdo de um composto de marcacdo de moléculas de DNA que
permita a visualizacdo dos fragmentos quando sujeitos a radiac¢do ultravioleta (UV)
(Stellwagen, 2009; Metzenberg, 2007), frequentemente o brometo de etidio.

Os fragmentos do gene DGUOK possuem um tamanho de
aproximadamente 600 pb sendo adequado a utilizagdo de um gel com 1% de
SeaKem® LE Agarose (Lonza Rockland, ME, USA) (Stellwagen, 2009). Na
preparacdo do gel foi utilizada a solugdo tampao Tris/Borato - EDTA (TBE) 1x,
preparado a partir de da solucéo de concentrada de TBE® (10x) e brometo de etidio

1 mg/ml. Este marcador de acidos nucleicos é muito eficiente uma vez que se

2 polissacarideo de cadeia longa extraido de uma alga. A agarose é dos compostos mais utilizados na
preparacgédo de géis.
8 Composicao: Tris-base 90mM, acido bérico 90 mM, EDTA 2,5 mM. pH: 8,1-8,4.
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intercala com as basesda dupla hélice do DNA, formado um complexo, que quando
irradiado com luz UV (260-360 nm) emite fluorescéncia, permitindo a sua
visualizagdo. A capacidade do brometo de etidio se intercalar com o DNA faz dele
um composto mutagénico; como tal, a sua manipulacdo requer cuidados
especificos.

Na analise dos fragmentos do gene DGUOK, a electroforese decorreu em
equipamento apropriado, a uma voltagem e tempo adequados, utilizando 2 pL de
produto de PCR e 2 uL de Loading Buffer (LB). Tendo em consideracédo que o DNA
linear de dupla cadeia atravessa a matriz a uma taxa inversamente proporcional ao
logaritmo do seu peso molecular, foi ainda utilizado o marcador de peso molecular
pUC Mix Marker 8 (Fermentas), para comparacdo do peso molecular dos
fragmentos de interesse, de forma a confirmar se eram os pretendidos.

Ap6s a electroforese, os géis foram observados no equipamento
ChemiDOC™ XRS (Bio-Rad), com recurso ao software Quantity One 4.6.9 (Bio-

Rad), e os resultados registados em fotografia.

3.2.4. Purificacdo de produtos da PCR de amplificacdo

Apods a amplificacdo, € necessario remover os restos de componentes da
reaccdo, como primers, dNTPs, etc. Foi utilizada ExoSAP-IT® (USB® Corporation,
Cleveland, Ohio, USA) para purificagdo dos produtos da PCR. Este composto é
constituido por duas enzimas hidroliticas, a exonuclease | e a Shrimp Alkaline
Phosphatase e uma solucdo tamp&o especifica. A ExoSAP-IT® foi adicionada aos
produtos de PCR, ap0s a reacc¢do, sendo inactivada apos o tratamento, através da
exposicao a uma temperatura elevada, no termociclador.

Esta etapa tem elevada importancia por permitir a eliminagdo de
componentes que poderiam interferir nas reac¢des que se seguem, caso Sse

acumulassem (Grazina, 2004).
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3.2.5. PCR de sequenciacgéo

A PCR de sequenciacao é a fase em que ha adicdo de uma mistura de
reacgdo, ao produto purificado, com o objectivo de sequenciar posteriormente 0s
fragmentos de DNA.

Na sequenciacdo pelo método de Sanger, a DNA polimerase cataliza a
extensdo do primer, por adicdo dos diferentes dNTPs pela ordem determinada pela
cadeia de DNA modelo e vao-se estabelecendo ligacdes fosfodiéster entre eles. Em
cada solucdo de reaccdo para além dos dNTPs, existem também di-desoxi-
ribonucledtido Tri-fosfato (ddNTPs) marcados com fluorocromos (ddATP, ddGTP,
ddTTP, ddCTP). Quando um ddNTP € adicionado, deixa de ser possivel
estabelecer uma ligacao fosfodiéster com um dNTP subsequente, terminando ai a
extensdo. Sao originados fragmentos de DNA com diferentes comprimentos
(Regateiro, 2003; Grazina, 2004; Metzenberg, 2007).

Para proceder a reaccéo de sequenciacdo dos fragmentos do gene DGUOK
foram utilizados, para além do produto de PCR, um primer (Invitrogen) e Big Dye®
Terminator 3.1 Sequencing Standard Kit (Applied Biosystems). Este contém dNTPs,

ddNTPs marcados com os quatro fluorocromos diferentes, tampdo e DNA

polimerase.

3.2.6. Purificagdo dos produtos da PCR de sequenciagao

A purificacdo efectuada apos a PCR de sequenciacdo tem como objectivo a
remocé&o de terminadores contidos no produto de PCR.

No presente trabalho a purificacéo foi feita por precipitagdo com etanol e os
sedimentos foram dissolvidos em Hi-Di™ Formamide (Applied Biossystems)

(Grazina, 2004).
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3.2.7. Sequenciagcdo automatica de DNA

A sequenciacdo automatica de DNA permite determinar a ordem dos
nucledtidos num determinado fragmento de DNA através de um equipamento, o
sequenciador automatico.

A electroforese capilar permite a distincdo do tamanho dos fragmentos,
sendo possivel determinar a sequéncia de nucleétidos do fragmento em analise,
por leitura de comprimento de onda que o fluorocromo ligado a cada ddNTP
apresenta. Esta leitura ocorre através de um laser que, ao incidir sobre o capilar vai
provocar a excitagdo dos fluorocromos e, consequentemente, a emissdo de
fluorescéncia para leitura do comprimento de onda de emissdo de determinado
fluorocromo, sendo assim identificados os nucleétidos.

Este método baseia-se na capacidade da DNA polimerase incorporar
ddNTPs, na terminacdo da replicacdo por parte dos ddNTPs e na eficiéncia da
electroforese que separa fragmentos de DNA, cujo tamanho difere em apenas uma
base (Regateiro, 2003; Grazina, 2004; Metzenberg, 2007).

Os produtos da PCR de sequenciacao relativos aos fragmentos do gene
DGUOK foram sequenciados no sequenciador automatico ABI Prism® 3130

(Applied Biosystems).

3.2.8. Analise de restricdo enzimética

A restricdo enzimatica RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) é
a uma técnica que permite a deteccdo de variacdes de sequéncia, nomeadamente
para confirmacdo de alteragbes encontradas por outro meétodo como a
sequenciacdo automatica.

No presente trabalho, a andlise de restricdo enzimética por PCR-RFLP foi

usada para confirmar alteracbes detectadas na andlise de sequenciagédo
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automética, de acordo com a descricdo da tabela IV, seguindo as instru¢des do

fabricante.

Tabela IV. Enzimas utilizadas para confirmacéo das alteracdes

detectadas.
Variagdo de . . A o
. Exao Enzima Sequéncia de restricdo
sequéncia
Acil 5...CYCGC...3’
€.353G>A 3
(Fermentas) 3...GGC,G...5
Hpy188I 5..TCNGA...3
c.749T>C 6
(Fermentas) 3...AG,.NCT...5
Bsh123I (BstUI) 5..CG"CG...3
C.677A>G 5
(Fermentas) 3...GC,GC...5

Os resultados por esta abordagem permitem identificar os trés genotipos

possiveis para as alteracdes em causa.

3.2.9. Analise de sequéncias e estudos in silico

Os dados obtidos ap6s sequenciacdo automatica foram analisados no
software SeqScape® v.2.5 (Applied Biosystems), com o objectivo de pesquisar
variagdes de sequéncia apresentadas. A sequéncia de referéncia do gene DGUOK,
foi obtida na base de dados NCBI (Anexo I).

O estudo de variacdes de sequéncia encontradas na zona codificante foi
feito através do software PolyPhen-2® (Adzhubei et al., 2010).

O estudo de splicing foi efectuado para as alteragdes encontradas na regido
nao codificante, que se situassem até 50 nucledtidos antes ou depois do inicio/fim

do exdo, com recurso ao software NNSPLICE v. 0.9® (Reese et al., 1997).
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4.1. Amplificagdo dos fragmentos do gene DGUOK por PCR

Os fragmentos de DNA do gene DGUOK foram amplificados, com sucesso,
através da técnica de PCR, de acordo com a descri¢do feita no Capitulo 2. O
resultado das reacgdes foi confirmado por electroforese em gel de agarose (Figura
9), antes de prosseguir para a purificacdo com ExoSAP-IT®.

Os controlos utilizados permitiram controlar algumas variaveis,
nomeadamente a concentracdo a usar, as condicdes de PCR e possiveis
contaminacdes. Nado houve amplificacdo de DNA no controlo negativo em todas as

reaccgdes, o que confirmou a auséncia de contaminacdes.

- bp

692

~ 501;489

1234 567 8 91011 12131415 16171819 M

Figura 9. Electroforese em gel com 1% de agarose evidenciando
fragmentos do gene DGUOK amplificados. Na fotografia € possivel observar
as bandas correspondentes a amplificacdo de algumas amostras para alguns
exdes do gene DGUOK (exdes 2 (1-4), 3 (5-8), 4 (9-11), 5 (12-15) e 6 (16-19))
e o marcador de peso molecular utilizado, pUC Mix Marker 8, ready-to-use para

confirmacéo do tamanho dos fragmentos amplificados.
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4.2. Sequenciacdo dos fragmentos amplificados por PCR

Este estudo tinha como objectivo verificar existéncia de alteracdes no gene
gue pudessem explicar o fenotipo clinico de MDS. Neste sentido, apds amplificacéo
e purificacdo dos fragmentos pretendidos, procedeu-se a PCR de sequenciacéo,
com subsequente purificagdo dos produtos com etanol. As amostras foram
sequenciadas no equipamento ABI Prism® 3130 e os electroferogramas obtidos
(Figura 10), foram visualizados no software SeqScape® v.2.5. As sequéncias
obtidas ndo apresentavam interferéncias que colocassem em causa 0 resultado e
incluiam a zona de interesse, ou seja, 0os exdes e cerca de 20 a 50 nucleétidos a

montante e a jusante de cada um deles.

36?48 36?58 36?68
T T C C G T 6 C T G G T G T ¢ T C

T T C C G T 6 C T &6 G T G G T 6 T C
1

T G
T G

1 1
291 501 311

Figura 10. Exemplo de um electroferograma visualizado no software

SeqScape® v.2.5. Através de um do electroferograma pode-se ver a
composi¢cdo em nucledtidos de um fragmento de DNA. O SeqScape® v.2.5
permite a comparagcdo com uma sequéncia previamente inserida no programa,
obtida a partir de bases de dados, detectando e assinalando possiveis
variagcOes relativamente a sequéncia de referéncia. A imagem corresponde a
um fragmento de DNA do exdo 6 do gene DGUOK. Esquema de cores da

leitura dos nucleétidos: A- verde; T —vermelho; C — azul; G — preto.

Através da analise das sequéncias obtidas para o gene DGUOK, relativas as
amostras de DNA dos 17 doentes em estudo, foi possivel identificar 40 variagbes
de sequéncia (Tabela V), tanto em homozigotia (n=13) como em heterozigotia

(n=27). Todos os doentes apresentaram variagfes na sequéncia do gene DGUOK.
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Os resultados revelaram um total de 11 variacdes de sequéncia diferentes, algumas
delas em mais que um doente. Todas das alteracGes encontradas correspondem a
substituicdo de uma base e foi feita a confirmac&o bidireccional. Foram identificadas
5 alteragdes na regiao codificante, tendo-se verificado que 1 é silenciosa e 4 séo
missense, ou seja, levam a alteracdo do aminoéacido formado. Na regido intrénica,
foram identificadas 4 alteracdes, 3 das quais correspondiam a SNPs ja descritos.
Foi ainda identificada uma alteragdo na no promotor e outra na regidao 3'UTR,
estando também ambas j& descritas como SNP. Estes dados foram obtidos por
consulta das bases de dados disponiveis, nomeadamente NCBI.

A variagdo de sequéncia c.159G>A, detectada no exao 2, na amostra 17
nao leva a alteracdo do aminoacido, visto que esta mudanca de nucleétido continua
a codificar treonina, de acordo com o cddigo genético. Esta alteracéo foi detectada
em heterozigotia e corresponde a um SNP ja descrito — rs62641680.

Foi identificada uma alteracdo no intrdo 2- IVS3-190A>C, uma no intréo 3 -
IVS3+112A>G, e duas no intrdo 4 - IVS3-62C>A e IVS4+221T>C. A alteracéo
intronica IVS3+112A>G foi identificada nos doentes 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
15, 16 e 17, homozigédtica em 5 casos e heterozigbtica em 8. A variacdo IVS3-
62C>A foi identificada apenas no doente 5 em homozigotia. A alteracéo
IVS4+221T>C foi identificada nos doentes 6, 7, 8, 9, em heterozigotia. No intréo 2,
foi detectada a alteracdo IVS3-190A>C, no doente 14, em heterozigotia. A
excepgdo da alteragdo IVS3-62C>A, todas as restantes correspondem a SNPs ja
descritos em bases de dados.

Na amostra 6 foi identificada a alteracdo heterozigética c.-133T>C,
localizada no promotor do gene, em heterozigotia.

Na regido 3’'UTR das amostras 1, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 13,14, 15, 16 e 17 foi
identificada a variagdo c.*13A>T, em homozigotia em quatro doentes e em

heterozigotia em oito.
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Localizagéo da

alteracdo no gene

DGUOK

Exao 3

Exao 6
3UTR

Exédo 5

Exéao 5
Intrdo 3

Ex&o 6

Intrdo 3

Intréo 4
3'UTR
Promotor
Intrdo 3
Intréo 4
3UTR
Intrdo 3
Intréo 4
3 UTR
Intrdo 3

Intrdo 4
3JUTR
Intrdo 3
Intréo 4
3UTR
Intrdo 3

Exao 4

3UTR
Intrdo 3
Intrdo 3

Exao 6

Intrdo 3
3UTR
Intrdo 2
3UTR
Intrdo 3
3UTR
Intrdo 3
3UTR
Exao 2
Intrdo 3
3UTR

Alteragao
encontrada’

€.353G>A

C.749T>C
C.*13A>T

C.677A>G

C.677A>G
IVS3+112A>G

C.749T>C

IVS3+112A>G

IVS3-62C>A
Cc.*13A>T
c.-133T>C
IVS3+112A>G
IVS4+221T>C
c.*13A>T
IVS3+112A>G
IVS4+221T>C
Cc.*13A>T
IVS3+112A>G

IVS4+221T>C
c.*13A>T
IVS3+112A>G
IVS4+221T>C
Cc.*13A>T
IVS3+112A>G

c.509A>G

c.*13A>T
IVS3+112A>G
IVS3+112A>G

C.749T>C

IVS3+112A>G
C.*13A>T
IVS3-190A>C
C.*13A>T
IVS3+112A>G
C.*13A>T
IVS3+112A>G
C.*13A>T
c.159G>A
IVS3+112A>G
C.*13A>T

Tabela V. Alteragdes encontradas no gene DGUOK.

Homozigotia/
Heterozigotia

Htz

Htz
Htz

Hmz

Hmz

Hmz
Hmz

Hmz
Hmz

Hmz
Htz
Htz
Htz
Htz
Htz
Htz
Htz
Htz

Htz
Htz
Htz
Htz
Htz
Hmz

Htz

Hmz
Htz
Htz

Htz
Htz
Htz
Htz
Htz
Htz
Htz
Hmz
Hmz
Htz
Hmz
Hmz

Legenda: Hmz- homozigotia; Htz - heterozigotia

Posicao e aminoéacido

alterado

p.R118H

Arginina>Histidina

p.L250S
Leucina>Serina

p.H226R

Histidina>Arginina

p.H226R

Histidina>Arginina

p.L250S
Leucina>Serina

p.Q170R

Glutamina>Arginina

p.L250S
Leucina>Serina

N&o altera aminoéacido

Identificacao
do SNP

Is4777

rs940297

rs940297

rs4777
rs831526
rs940297
rs7564379
rs4777
rs940297
rs7564379
rs4777

rs940297

rs7564379
1s4777
rs940297
rs7564379
rs4777
rs940297

rs74874677

rs4777
rs940297
rs940297

rs940297
rs4777
Rs1523828
rs4777
rs940297
rs4777
rs940297
rs4777
rs62641680
rs940297
rs4777

* A nomenclatura da alteracées foi atribuida com base em Dunnen & Antonarakis, 2001.
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A alteragdo c.353G>A foi identificada, em heterozigotia, no exdo 3 da doente
1 (Figura 11). Esta variagdo de sequéncia implica a substituicdo de um nucle6tido
de guanina por um nucleétido de adenina, levando a substituicdo de arginina por

histidina no aminoéacido 118 (p.R118H).

0 *
T T T T T G GEER*ZETG G T C G C T G G
G G C C|rR|C C T G G T C G C T 6 G
|

/\MMAMM\[\AM% AN

Figura 11. Electroferograma evidenciando a alteracdo c.353G>A. Esta

alteracdo foi detectada em heterozigotia na doente 1. Esquema de cores da

leitura dos nucledtidos: A- verde; T — vermelho; C — azul; G — preto.

A alteracdo detectada com maior frequéncia na zona codificante foi
€.749T>C, localizada no exdo 6 (Figura 12). Esta implica alteracdo do aminoacido
250, por substituicdo de leucina por serina (p.L250S). Esta mutacao foi identificada
nos doentes 1, 4 e 12. No entanto, apenas o doente 4 a apresentava na forma
homozigdtica. O estudo da alteracdo na familia do doente 4 revelou a forma como
foi herdada esta alteragdo (Figura 12). As sequéncias de DNA obtidas com as
amostras dos familiares do doente 4 mostrou que: ambos 0s pais séo
heterozigdticos para a alteracdo, sendo portadores, o irmdo saudavel é

homozigo6tico normal e o irmdo doente, e ja falecido devido & doenca, é

homozigotico para a alteracéo, tal como o doente probando em estudo.
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Figura 12. Electroferogramas evidenciando a alteracdo c.749T>C. Esta
alteracédo foi detectada em homozigotia nos doentes 1, 4 e 12 (CC). O estudo
familiar da alteracdo, nos pais do doente 4, mostrou que ambos sao
heterozigdticos (CT) para a alteracdo. Este doente possuia ainda dois irmaos,
mais velhos, verificando-se a homozigotia normal (TT) do mais velho e o
mesmo padrdo genético herdado pelo irmé&o ja falecido (CC). Esquema de

cores da leitura dos nucleétidos: A- verde; T —vermelho; C — azul; G — preto.

No exdo 5 das amostras 2 e 3 foi identificada, na forma homozigética, a
variagdo de sequéncia c.677A>G (Figura 13). Esta variacdo relativamente a
sequéncia referéncia envolve substituicdo do aminoéacido histidina por arginina na
posicdo 226 (p.H226R). Esta alteracdo € decorrente da alteragdo de adenina por
guanina ao nivel do tripleto que lhe da origem. O estudo familiar do doente 3 foi
efectuado, tendo-se verificado a heterozigotia dos pais para a alteragdo em estudo

(Figura 13)
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Figura 13. Electroferogramas evidenciando a alteragdo c.677A>G. Esta
alteracédo foi detectada em homozigotia nas amostras correspondentes aos
doentes 2 e 3 (GG). O estudo familiar da alterac&o, nos pais da doente 3,
mostrou que ambos sdo heterozigéticos para a alteragdo (AG). Esquema
de cores da leitura dos nucleétidos: A- verde; T — vermelho; C — azul; G —

preto.

No doente 10 foi encontrada a variacdo de sequéncia c.509A>G,
correspondente a um SNP identificado com o rs 74874677 (Figura 14). A alteracdo
em causa, leva a alteracédo de glutamina por arginina (p.Q170R). Genotipicamente

esta alteracdo encontrava-se em heterozigotia.

28?].5 28?25 28?35
.
> G G T G G C T T C E G & C T G G ©C T T C T T T 1
R G T G G C T T C T T C|E|G B CTGGC T T ¢ T T T 1
|

310

AMN\A/\/\A/\ /\AWV\/\W

Figura 14. Electroferograma evidenciando a variagdo de sequéncia

c.509A>G. Esta alteracdo foi detectada em heterozigétia no doente 10.
Esquema de cores da leitura das bases: A- verde; T — vermelho; C — azul; G -

preto.
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4.3. Anédlise in silico das alterag6es identificadas
O estudo das quatro alteracdes acima referidas, que causam alteracdo de

aminoécido, foram alvo de estudo in silico, com recurso ao software PolyPhen-2°,

que revelou a previsédo de nivel maximo de patogenicidade para todas (Figura 15).

POIyPhen-2 prediction of functional effects of human ns

mm*mww—

PolyPhen-2 report for Q16854 R118H

Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description
Q16854 116 R H Rechame: Full=Deoxyguanosine kinase, mitochondrial, Short=0dGK; EC=2.7.1.113; Flags: Precursar; LENGTH: 277 A4
Results
[=] Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.1.0r367

HumDiv

This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

PonPhen-z s noof functional e af human
mm*mwm—

PolyPhen-2 report for Q16854 L2508

Query

Protein Acc  Position AAj AAy Description
Q16654 230 L S RecName: Full=Deoxyguanosing kinase, mitochondrial, Short=dGkK; EC=2.7.1.113; Flags. Precursor, LENGTH: 277 AA

Results

[=] Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.1.0r367
HumbDiv

This mutation is predicted to b PROBABLY DAMAGING with 3 score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity. 1.00)
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PolyPhen-Z prediction of functional effects of human ns

mm*mwm_

PolyPhen-2 report for Q16854 H226R
Query

Protein Acc  Position AAj AAy Description
Q16854 226 H R Rechame: Full=Deoxyguanosine kinase, mitochondrial, Short=dGK; EC=2.7.1.113, Flags: Precursor, LENGTH: 277 A&

Results

[=] Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.1.0r367
HumbDiv

This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

PolyPhen-Z prediction of functional effects of human nsSHPs
e —
bl Home L L L A L

PolyPhen-2 report for @16854 Q170R

Query

Protein Acc  Position AAq AAy Description
Q16854 170 o R Rechame: Full=Deoxyguanosine kinase, mitochondrial, Short=dGkK; EC=2.7.1.113; Flags: Precursor, LENGTH: 277 AA

Results

[=] Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.1.0r367
Humbiv

This mutation is predicted to bée PROBABLY DAMAGING  with a scare of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity. 1.00)

Figura 15. Resultados da andlise do impacto das mutacfes missense
encontradas no estudo do gene DGUOK: ¢.353G>A (A- p.R118H),
€.749T>C (B- p.L250S), ¢.677A>G (C- p.H226R) e c.509G>A (D- p.Q170R);

demonstrando a previsdo do nivel maximo de patogenicidade, no que diz

respeito a modificacdo da estrutura/funcdo normal da proteina desoxi-

guanosina cinase. A ferramenta utilizada foi o software PolyPhen-2°.

Foi efectuado estudo de splicing, através do software NNSPLICE v. 0.9°
para alteracbes que se encontrassem até um maximo de 50 bp antes ou apos o

exdo, sendo que a Unica que cumpria este parametro era a alteragdo c.*13A>T. Os
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resultados estdo apresentados na figura 16, sendo possivel verificar que é muito

pouco provavel que haja alteracéo do splicing, dado o score obtido.

a) Andlise para o alelo normal:

Splice site predictions for 1 sequence with donor score cutoff 0.40,
acceptor score cutoff 0.40 (exon/intron boundary shown in larger font):

Donor site predictions for 193.137.208.131.3992.0 :

Start End Score Exon Intron

35 49 0.99 cccacaggyt:aaacac

Acceptor site predictions for 193.137.208.131.3992.0 :

Start End Score Intron Exon
21 61 0.99 ctgattttctccttcccac&iQJgtaaacacctttgtaaagaa
140 180 0.68 caaccacctttccatcccc&iQJcccctctcatccctggagca

b) Andlise para o alelo mutante:

Splice site predictions for 1 sequence with donor score cutoff 0.40,
acceptor score cutoff 0.40 (exon/intron boundary shown in larger font):

Donor site predictions for 193.137.208.131.3951.0 :

Start End Score Exon Intron

35 49 0.99 cccacag@}t:aaacac

Acceptor site predictions for 193.137.208.131.3951.0 :

Start End Score Intron Exon
21 61 0.99 ctgattttctectteccacdJgtaaacacctttgtaaagaa
140 180 0.68 caaccacctttecatccccdJecccteteatecctggagea
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Figura 16. Reultado da analise in silico para verificagdo da alteragcédo de
splicing para a variagdo de sequéncia c.*13A>T. Foi utilizado o software
NNSPLICE v. 0.9°.

Em resumo, os resultados obtidos mostram que 35% das amostras
estudadas tém alteracdes provavelmente patogénicas (Figura 17), sendoainda que

a maioria das variacdes de sequéncia encontradas heterozigéticas (Figura 18).

Amostras com alteragdo
patogénica

L4 Amostras sem alteragao
patogénica

|
i
Figura 17. Amostras com alteracdes no gene DGUOK com previsibilidade
patogénica. Em 35% das amostras foram identificadas alteragdes

provavelmente patogénicas.

Alteracdes em homozigotia

L1 AlteragGes em heterozigotia

Figura 18. Proporcdo de alteragdes homozigoticas e heterozigoticas
encontradas. A maioria das alteracbes encontradas estd na forma

heterozigotica (68%).
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Na figura 19 apresentam-se os dois heredogramas dos casos familiares

analisados, demonstrando a hereditariedade da mutacao encontrada no doente.

" 7 ” !i] /2‘/'*

Figura 19. A - Heredograma para a alteracdo ¢.677A>G da doente 3. B -
Heredograma da familia do doente 4 para a alteracao c.749T>C.

4.4. Andlise de restricdo enzimatica para confirmacao de variacdes de
sequéncia

No sentido de confirmar por outro método trés das alteracdes provavelmente
patogénicas identificadas por sequenciacdo automatica, recorreu-se a analise de
restricdo enzimatica por RFLP. Os resultados da electroforese apoOs restricdo

enzimatica encontram-se na figura 20 (A-C).
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A. B
bp bp
881 —
501;64%%:
8= 692 —
242 — 601; 459 =
H=

bp

Figura 20. Resultados da andlise de restricdo por PCR-RFLP. Os resultados
apresentam-se em fotografia (sob irradiagdo ultravioleta) de géis corados com
brometo de etidio. A- Fotografia de gel de agarose (3,5%) mostrando 0s
fragmentos de DNA resultantes da PCR-RFLP para confirmagdo da alteracao
heterozigética c.353G>A detectada no doente 1. Linhas de migragéo do gel: M —
Marcador pUC Mix Marker 8, ready-to-use; 1- Doente mutante (heterozigético); 2-
Amostra normal; 3- Fragmento ndo digerido correspondente a variante wild type. B
- Fotografia de gel de agarose (2%) mostrando os fragmentos de DNA
resultantes da PCR-RFLP para confirmagdo da alteragdo homozigética
c.677A>G detectada nos doentes 2 e 3, e na familia do doente 3. Linhas de
migracdo do gel: M — Marcador pUC Mix Marker 8, ready-to-use; 1- Pai da doente 3
(heterozigético); 2- Doente 3 (homozig6tica mutante); 3- Mae do doente 3
(heterozigética); 4- Doente 2 (homozigético mutante); 5- Amostra normal; 6-
Fragmento nédo digerido correspondente a variante wild type. B - Fotografia de gel
de agarose MP (6%) mostrando os fragmentos de DNA para confirmacgédo da
alteracdo em c.749T>C detectada nos doentes 1, 4 e 12, e estudo familiar do
doente 4. Linhas de migracao do gel: 1- Pai do doente 4 (heterozigético); 2- Irmao
saudavel do doente 4; 3- Doente 4 (homozigético mutante); 4- Mae do doente 4
(heterozigética); 5- Doente 1 (heterozigético); 6- Doente 12 (heterozigético); 7-
Fragmento nédo digerido correspondente a variante wild type; M — Marcador pUC19
DNA/Mspl (Hpall) Marker, 23, ready-to-use.
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A fotografia apresentada na figura 20-A confirma em heterozigotia a alteragéo
c.353G>A (doentel), tendo sido identificadas as bandas correspondentes aos
fragmentos de 629, 336 e 293 bp (Figura 20.A.1.). A enzima Acil corta a sequéncia
normal na regido reconhecida, produzindo os fragmentos de 336 e 293 bp (normal),
tendo-se verificado a heterozigotia pelo aparecimento da banda de 629 bp
(mutante) como seria de esperar (Figura 20-1). O controlo normal (Figura 20.A.2.)
apresenta bandas esperadas (336 bp e 293 bp), resultantes da digestao enzimatica.

O resultado da electroforese apresentada na figura 20-B mostra que os
doentes 2 e 3 (linhas 2 e 4 no gel) sdo homozig6ticos mutantes, tendo em
consideracdo que a enzima em questdo reconhece a sequéncia mutante
produzindo os fragmentos de 334 e 202 bp. Os pais do doente 3 sé&o
heterozigéticos para a alteracao c.677A>G, visivel pela identificacdo das bandas de
tamanhos 560, 334 e 202 bp, resultantes dos dois cortes efectuados pela enzima
(linhas 1 e 3 no gel). A amostra normal para a variacdo, previamente sequenciada
por sequenciacdo automatica, mostrou apenas a banda que seria de esperar - 536
pb (linha 5 no gel).

Foi possivel confirmar que o doente 4 (Figura 20-C; linha 4 do gel) é
homozigdtico mutante para a alteracdo ¢.749T>C apresenta as bandas de 23 e 21
pb resultantes da variante mutante, sendo os pais heterozigéticos pois € possivel
identificar as bandas 46 e 23;21 bp (linhas 1 e 4 no gel). O mesmo se verifica para
os doentes 1 e 12, que também sao heterozigéticos (linhas 5 e 6 no gel). O irmao
saudavel do doente 4 apresenta apenas a banda de 46 pb (linha 2 no gel), que

corresponde a variante normal.
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5. Discussao
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Os objectivos propostos no inicio deste trabalho foram alcangcados. Foram
sequenciadas 17 amostras de doentes com fenétipo de MDS, tendo-se verificado a
presenca de variacdes relativamente a sequéncia de referéncia em todas as
amostras.

O trabalho efectuado permitiu identificar: cinco alteracbes na zona
codificante do gene DGUOK (1 mutacdo silenciosa e 4 mutacbes missense); 4
alteracdes na zona intrénica, uma no promotor do gene e uma na regido 3’ UTR.
Todas as alteracdes potencialmente patogénicas, encontradas na regiao codificante
do gene DGUOK, foram verificadas por sequenciacdo automatica de DNA no
sentido oposto aquele que se tinha sequenciado inicialmente, o primer reverse em
vez do primer forward aquando da PCR de sequenciacado (ou vice-versa).

O estudo da CRM dos 17 doentes em estudo, realizado previamente no LBG
de acordo com a metodologia descrita (Grazina, 2011), mostrou défice nos
complexos em quase todos os doentes, como seria de esperar, exceptuando-se
apenas os doentes 8 e 11. No entanto, ndo se pode excluir que possam apresentar
défice nos complexos da CRM noutro tecido, que ndo o(s) estudado(s) ou que
possa haver efeitos compensatérios complexos. Estes dados sdo importantes na
correlagcdo com a MDS, na medida em que o défice da CRM pode ser provocado
por alteracdes no gene DGUOK que provoquem reducdo do nimero de copias de
mMtDNA, e consequentemente levem a producéo deficiente dos complexos (Sarzi et
al., 2007).

A alteracdo heterozigdtica ¢.353G>A (doente 1), localizada no ex&do 3,
provoca substituicAo de arginina por histidina no aminoacido 118 da proteina
formada pelo gene DGUOK (p.R118H). De acordo com o previsto pelos resultados
obtidos com o estudo in silico da alteracdo com o software PolyPhen-2®, que
apresentou score méaximo (1), esta variacdo de sequéncia é potencialmente

patogénica.
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A variagao c.677A>G, identificada em homozigotia no ex&o 5 das amostras
2 e 3, causa a substituicho do aminoacido histidina por arginina (p.H226R). Esta
mutacado foi descrita pela primeira vez por Dimmock e colaboradores em 2008
(Dimmock et al.,, 2008) no estudo do caso de uma crianca de 8 meses que
apresentava tubulopatia renal, hipotonia e atraso de crescimento. e O resultado da
andlise do estudo in silico da alteracdo no software PolyPhen-2°, é indicativo de
probabilidade patogénica maxima, tendo apresentado score 1. O estudo familiar do
doente 3, por sequenciacdo automatica de DNA e PCR-RFLP, permitiu verificar a
hereditariedade desta mutacéo, sendo os pais portadores heterozigéticos.

Os doentes 2 e 3 tém historia clinica semelhantes, apresentando ambos
faléncia hepatica, colestase e nistagmus. Esta associacdo pode sugerir uma
relacdo entre o fenétipo clinico e o gendtipo apresentados, apesar da pequena
amostragem ndo permitir uma concluséo definitiva. Tem-se conhecimento de que a
doente 2 ja faleceu, como consequéncia da sua condicao.

A alteracdo detectada com maior frequéncia na regido codificante foi
C.749T>C, localizada no exdo 6. Esta variacdo de sequéncia descrita como
mutagénica pela primeira vez por Wang e colaboradores, causa alteracdo do
aminodcido 250, por substituicdo de leucina por serina (p.L250S) (Wang et al.,
2005), relatando o caso de um doente que sofria de insuficiéncia hepatica, tendo-se
verificado também que o numero de coépias de mtDNA estava drasticamente
reduzido no figado, e numa propor¢gdo menor, no musculo . A patogenicidade desta
substituicdo indica valor maximo (1), de acordo com a andlise feita no software
Polyphen—2®. Esta mutacdo foi identificada nos doentes 1, 4 e 12. No entanto,
apenas no doente 4 se apresentava em homozigotia. O estudo da alteracdo na
familia do doente 4, através de duas metodologias distintas, comprovou a
hereditariedade desta mutagdo, verificando-se que os pais eram heterozigoéticos. A
consanguinidade existente podera contribuir para a maior probabilidade de surgir a

mutacdo em homozigotia na descendéncia. O irmdo saudavel deste doente, tera
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herdado o alelo normal dos seus progenitores. O irmdo falecido, apresentava
apresentava hemocromatose neonatal, tendo falecido precocemente. A
sequenciacdo automatica de DNA mostrou que este doente seria homozigético
mutante para a alteragédo ¢.749T>C, tal como o doente 4. N&o foi possivel fazer a
confirmacao do seu gendtio por PCR-RFLP devido a escassez de amostra, que era
proveniente da extraccdo do papel de Guthrie, que continha sangue colhido para o
referido cartdo na fase neonatal, que se encontrava em arquivo.

A PCR-RFLP efectuada para a alteracéo ¢.749T>C apresenta alguns pontos
criticos, tal como seria de esperar, tendo conta o elevado numero de regibes
reconhecidas pela enzima, que originava varios fragmentos, alguns tdo pequenos e
tdo proximos como 21 e 23 bp. Apesar desta condicionante, foi possivel determinar
0 gendtipo das amostras, que foi o esperado.

E importante notar que os doentes 1 e 12 apresentavam o mesmo genotipo,
para a alteracdo patogénica encontrada no exao, que os pais do doente 4, o que
sugere a questao pertinente de até que ponto esta alteracdo em heterozigotia pode
contribuir para o quadro clinico apresentado pelos doentes. Embora ndo seja de
excluir que os pais do doente 4 possam apresentar alguma alteracéo clinica mesmo
gue subliminar, a mutacao identificada em heterozigotia ndo pode ser unicamente
responsavel pela gravidade do fenétipo clinico dos doentes em causa. No entanto,
€ um facto importante, referir 2 casos descrito na literatura por, Freisinger e seus
colaboradores, sobre duas criangcas com esta mutagdo (c.749T>C), ambas
apresentanto um quadro clinico comum com envolvimento hepatico e acidose
lactica (Freisinger et al., 2006). E ainda de salientar o facto de a doente 1
apresentar outra alteracdo patogénica no gene DGUOK (c.353G>A), 0 que sugere
a possibilidade de um efeito sinergistico resultante da presenca destas duas
mutacdes em conjunto. Assim, seria também pertinente sequenciar o fragmento
correspondente ao exao 3 nos pais do doente 4 para pesquisar a existéncia desta

alteracéo.
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A andlise do fenotipo apresentado pelos trés doentes que apresentam
mutagéo no exdo 6 (1, 4 e 12) permite identificar um ponto em comum, todos
apresentavam insufiéncia hepatica, tendo-se conhecimento de que dois desses
doentes efectuaram transplante hepético (doentes 4 e 12), possuindo-se
informacédo de que a doente 12 ja faleceu.

Foi detectada a variacho de sequéncia c.509A>G, exdo 4, em
heterozigotiana doente 10, descrita anteriormente como patogénica por Freisinger e
colaboradores (Freisinger et al., 2006), também em heretozigotia, numa crianca de
3 meses, com registos de envolvimento hepético e muscular, nistagmus e perda de
audicdo. Esta mutacdo leva a alteragdo de glutamina por arginina (p.Q170R). A
pesquisa desta alteracdo em bases de dados bioinformaticas identificou esta
variagdo como o SNP rs74874677. O uso do software PolyPhen-2® revelou score
maximo, a semelhanca das mutacdes provavelmente patogénicas apresentadas
anteriormente (Figura 15). A confirmacdo desta alteracdo por sequenciacdo no
sentido inverso permitiu confirmar a sua presenca na sequéncia. No entanto o
estudo com restricdo enzimatica ndo foi efectuado devido ao limite de tempo
disponivel para terminar este estudo. Futuramente, serd importante efectuar essa
analise, pois a confirmacdo de mutacfes por dois métodos, é bastante relevante
tendo em conta que se trata de uma alteragcdo com impacto na estrutura/ funcéo da
proteina desoxi-guanosina cinase. E curioso referir que, apesar da mutacio
detectada, esta doente ja atingiu a maioridade, um facto raro em doentes com
deficiéncia na deso-xiguanosina cinase.

A variacdo de sequéncia c.159G>A, detectada no exdo 2, na amostra 17,
corresponde ao rs62641680, um SNP ja descrito nas bases de dados disponiveis.
Esta alteracdo € uma mutacdo silenciosa, visto que ndo tem como consequéncia
alteracdo do aminoacido, pois esta substituicdo de nucledtido, origina um codao

gue ira codificar, igualmente, treonina.
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No intrédo 2 foi identificada a alteracéo IVS3-190A>C (doente 14). No intrédo 3
foram identificadas as variacdes de sequéncia IVS3+112A>G (doentes 4, 5, 6, 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 15, 16 e 17) e IVS3-62C>A (doente 5). No intrdo 4 foi verificada a
alteracdo IVS4+221T>C nos (doentes 6, 7, 8, 9). Estas quatro varia¢des intronicas,
identificadas como SNPs nas bases de dados, encontram-se bastante afastadas da
zona de inicio/fim dos exdes, sendo improvavel o seu efeito no splicing. Contudo
nao se pode excluir o seu envolvimento na causa da doenca. Dadas as limitacdes
técnicas actuais, ainda ndo é possivel demonstrar ou esclarecer o seu papel na
doenca. Por outro lado, estudos posteriores em controlos saudaveis podera ajudar
a esclarecer se se tratam de variagbes normais na populagao.

Foi identificada a alteracdo heterozigética c.-133T>C no doente 6. Esta
alteracdo esta localizada no promotor do gene. Por limitacbes de tempo, nao foi
possivel fazer mais estudos, sendo necessario prosseguir no sentido de
compreender se esta alteracdo pode ser responsavel pelo fendétipo clinico.

Na regido 3’'UTR (amostras 1, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 13, 14, 15, 16 e 17) foi
identificada a variacdo ¢.*13A>T, homozigética em quatro doentes e heterozigotica
em oito.

Exceptuando a alteracdo IVS3-62C>A, todas as restantes alteracfes
descritas localizadas em regido ndo codificante ja se encontram identificadas como
SNP. Para nosso conhecimento, esta trata-se de uma alteracdo nova, nao descrita
nas bases de dados pesquisadas hem na literatura.

Foi efectuado estudo de splicing, com o software NNSPLICE v. 0.9° para
alteracdes que se encontrassem até um maximo de 50 bp antes ou apds o exao,
sendo que, a Unica que cumpria este parametro era a alteragdo c.*13A>T. Os
resultados estdo apresentados na Figura 16, sendo possivel verificar que é pouco
provavel que haja alteracdo do splicing, dado o score obtido.

Os doentes 11, 14, 16 e 17 ndo apresentaram deplecdo em nenhum dos

tecidos analisados para esse parametro. No entanto, tendo em conta as
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caracteristicas do mtDNA, poderiam apresentar deplecdo num tecido ndo estudado,
mediante as alteraces clinicas apresentadas, dai a justificacdo para o estudo do
gene DGUOK. No entanto, a sintomatologia clinica apresentada era sugestiva, e 0
estudo prévio de nimero de copias de mtDNA no miocéardio também indicou valores
reduzidos para os doentes 11, 16 e 17, embora estes resultados ainda nédo estejam
validados, porque os valores de referéncia para este tecido estdo a ser
estabelecidos. Em todo o caso, o estudo genético nestes doentes apenas permitiu
detectar polimorfismos na regido intronica, que foram encontrados também noutros
doentes. A sua relevancia dependera de estudos futuros..
No sentido de estudar as alteragdes nas populagbes controlo, outras técnicas
de genotipagem poderdo ser utilizadas neste tipo de estudos, nomeadadmente a
High Resolution Melting (HRM), um método relativamente recente para analisar e
identificar variacbes de sequéncia, com base nas temperaturas de melting de
amostras de DNA. Este método tem a capacidade de capturar um grande numero
de pontos de fluorescéncia consoante a temperatura, revelando alta precisdo (Reed
et al., 2007). Esta abordagem foi iniciada para o estudo da alteracdo c.749T>C,
com resultados promissores. No entanto, devido a limitacbes de tempo, nao foi
possivel validar o ensaio, ndo sendo, por isso, 0s resultados apresentados.
Podemos concluir que 35% das amostras em estudo apresentam mutacoes ja
identificadas em outros estudos publicados. Esta percentagem € bastante
significativa e evidencia, tal como esperado, a relacdo entre MDS e mutac¢des no
gene DGUOK, confirmando o planeamento adequado do estudo. A maior parte das
alteracOes foi identificada em heterozigotia (68%), uma proporcdo superior em
relacdo as alteragbes encontradas em homozigotia (32%).
As amostras que ndo apresentaram variagdes de sequéncia patogénicas
deverdo ser posteriormente analisadas para outros genes relacionados com MDS,

como o TWINKLE e o TK2. O estudo de MDS associado ao gene TWINKLE foi ja
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iniciado no decurso deste trabalho, mas ainda se encontra em implementacdo no
LBG.

Embora a MDS seja uma sindrome sem cura disponivel, a identificacdo do
gene responsavel pela causa da doenca, tal como outras analises importantes,
como a avaliacdo da funcionalidade dos complexos da CRM, contribui para o
diagndstico, bem como podera permitir aconselhamento genético e ou diagndstico
pré-natal.

Como sabemos, 0 aparecimento destas patologias no seio familiar causa
muito sofrimento, muitas vezes, por os familiares ndo conseguirem compreender a
sua origem e a sua multiplicidade de efeitos. Desta forma, o diagnéstico de MDS
associada ao DGUOK aliado ao estudo genético da familia € também muito
importante para compreensdo da origem da sindrome e planeamento de nova

gravidez por parte dos pais de criancas que apresentam estas patologias.

Pereira C, 2011

59



Pereira C, 2011

Andlise do Gene DGUOK em Criangas com Sindrome de Deplegéo

6. Conclusao

60



Andlise do Gene DGUOK em Criangas com Sindrome de Deplegéo

O trabalho realizado tinha como objectivo a andlise do gene DGUOK para
identificar alteragbes patogénicas subjacentes a (suspeita de) deplecdo do mtDNA,
de modo a explicar o quadro clinico apresentado pelos doentes. As amostras
correspondentes aos 17 doentes em estudo foram amplificadas e o seu DNA
sequenciado com sucesso. A analise dos resultados permitiu detectar variagdes de
sequéncia em todos os doentes estudados. Foram identificadas 11 variacbes de
sequéncia diferentes: 5 na regido codificante, 4 intronicas, 1 no promotor e 1 na
regiao 3’'UTR.

Quatro das cinco alteracbes de sequéncia identificadas na zona codificante
sdo mutacdes missense de acordo com o estudo in silico efectuado e referéncias
consultadas. Destas, as mais frequentes foram ¢.749T>C (3 doentes) e c.677A>G
(2 doentes), podendo-se concluir que uma das apresentagdes clinicas mais
indicadas para o estudo do gene DGUOK inclui a insuficiéncia hepatica aguda na
crianca, particularmente no periodo neonatal. As alteragfes ¢.353G>A, ¢.749T>C e
c.677A>G foram confirmadas por restricdo enziméatica. O estudo familiar dos
doentes 3 e 4 permitiu confirmar a hereditariedade autossémica recessiva.

Nas amostras que nao apresentam variagcdo de sequéncia relevante sera
aconselhavel o estudo de outros genes relacionados com MDS. Futuramente, seria
também importante estudar a possibilidade de algumas alteracdes actuarem
sinergisticamente. O estudo mais detalhado de variacdes de sequéncia localizadas
nos promotores e nas sequéncias reguladoras podera fornecer novas perspectivas
no estudo das citopatias mitocondriais. Embora seja dificil obter um elevado niumero
de amostras, dado que se trata de doencas raras e dada a baixa incidéncia da MDS
e a morte precoce das criangas afectadas, seria relevante analisar uma
amostragem de maior dimensé&o para se poderem tirar conclusbes mais definitivas.
Estudos funcionais sdo recomendados, para avaliar o impacto das alteragbes na

proteina.
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O diagnéstico de citopatia mitocondrial associada ao gene DGUOK foi
implementado no laboratorio de acolhimento.

Apesar do presente trabalho ainda necessitar de mais dados para se
poderem tirar conclusdes definitivas, trata-se de uma contribuicdo importante no
diagndstico genético nas MDS, que sao doencas raras, e cujo diagndstico definitivo
€ muitas vezes dificil de obter, dadas as inlUmeras possibilidades que podem estar

subjacentes a causa da deplecéo.
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