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Resumo

Os erros hereditarios do metabolismo, sdo responsaveis por um conjunto alargado
de doencas. Este tipo de doengas € raro, o que leva a que haja poucos individuos para
estudo, tornando a investigacdo e diagndstico deste tipo de doencas arduo. Com a
associacdo destas doencas a erros no DNA, a comunidade cientifica iniciou a utilizagédo
de técnicas de genética molecular para estas tarefas, tornando o diagnostico assim como
a investigacdo mais fécil e rapida.

O uso da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) cujo objetivo é a amplificacdo de
sequéncias especificas de acidos nucleicos, consegue identificar a presenca ou ndo de uma
determinada mutacdo num individuo o que € muito atil para o diagnostico das doencas
metabdlicas. Evolugdes nesta técnica conseguiram acentuar ainda mais a importancia das
técnicas de genética molecular no diagnostico em medicina. Outra tecnologia genética
muito importante nas doengas metabdlicas é a sequenciacdo de acidos nucleicos. Com
efeito, a capacidade de ler a sequéncia de genomas inteiros ou parciais, revolucionou a
genética e o seu uso, como ferramenta de investigagdo e diagndstico. As maiores
desvantagens da sequenciacao sdo 0s custos associados, e a necessidade de realizar o pds-
processamento de um elevado volume de dados. Contudo, espera-se que futuros
desenvolvimentos tornem estas tecnologias ainda mais faceis de interpretar e mais
acessiveis a comunidade, maximizando o seu potencial para o diagnostico assim como o
seu poder na identificagdo de novas mutacOes responsaveis por doencas.

E importante referir como estas tecnologias funcionam, assim como a maneira
como estas podem ajudar nas doencas hereditarias do metabolismo. Com este trabalho
espera-se dar ao leitor uma visao alargada das diferentes técnicas de genética molecular
disponiveis atualmente, como funcionam, vantagens e desvantagens, e demonstrar com

exemplos praticos o quao vantajosas podem ser estas tecnologias nesta area da medicina.

Palavras-chave: PCR, Sequenciacdo, Erros Hereditarios do Metabolismo, Diagnostico

molecular, Investigacdo genética, Mutagdo, Analise do DNA.



Abstract

Inborn errors of metabolism are responsible for a large number of diseases. This
type of diseases is rare, resulting in few individuals for study, which makes investigation
and diagnosis of this type of diseases hard. The association of these diseases to DNA
errors has led the scientific community to use molecular genetic technologies for their
diagnosis and investigation making its study easier and quicker.

The use of the polymerase chain reaction (PCR) and its derivatives, for the
amplification of specific DNA sequences leads to the identification of the presence or
absence of a certain mutation in an individual which is highly useful for the diagnosis of
metabolic diseases. Evolutions of these techniques have managed to make the molecular
genetics a staple on the laboratory diagnostics in medicine. Another essential genetic
technique for the diagnosis of metabolic diseases is sequencing. In fact, the ability to read
fully or in part an individual’s genome has revolutionized genetics and its use as an
investigation and diagnostic tool. The major disadvantages of sequencing are its
associated cost, and the need for the post-processing of the high volume of data collected.
In spite of that, future developments are expected to make these technologies easier to
use and more accessible to the community, maximizing their power for the diagnosis and
for the identification of new disease causing mutations.

It is important to refer how these technologies work, as well as how they can help
study and detect inborn errors of metabolism. With the present work weexpected to give
the reader an overview of the different molecular genetics techniques available nowadays,
explaining how they work, it’s associated advantages and disadvantages, and to show,
with practical examples, how advantageous can these technologies be in this area of

medicine.

Keywords: PCR, Sequencing, Inborn errors of metabolism, Molecular Diagnostics,
Genetic investigation, mutation, DNA analysis.
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As Técnicas de Genética Molecular na Investigagdo e Diagnostico em Bioquimica Clinica

1. Introducéao

Os estudos da Genética tém vindo a ser alvo de um elevado interesse pela medicina
desde o séc. XX, principalmente quando se descobriu que este pode ser um fator
importante no aparecimento de doengas transmissiveis para a descendéncia. Imensos
estudos e técnicas pioneiras impulsionaram a industria baseada em tecnologia molecular,
com aplicacOes em diferentes &reas, desde o desenvolvimento de alimentos transgénicos,
a possiveis vacinas de DNA (Turnpenny e Ellard, 2007). O primeiro impulso da genética
ocorreu no ano de 1900, altura em que foram confirmados o conceito de hereditariedade
e as Leis de Mendel, sendo que estas podem afetar qualquer parte e fungdo do corpo
humano, dos quais alguns disturbios sdo mais frequentes e outros mais graves. No ano de
1908, Archibald Garrod (1858-1936) foi o primeiro a referir que algumas doencas
genéticas podem originar enzimas defeituosas, tendo agrupado esta categoria de doencas
como “erros inatos do metabolismo” (Pasternak, 2002). Apds o ano de 1900 a area da
genética sofreu dois grandes impulsos: o desenvolvimento da reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e o Projeto do Genoma Humano. A PCR foi desenvolvida por Kary
Mullis na década de 80 e, devido a sua simplicidade tornou-se uma ferramenta essencial
no trabalho com &cidos nucleicos (Kennedy e Oswald, 2011). O Projeto do Genoma
Humano que se iniciou em 1990 e durou até 2004 teve como funcao sequenciar o0 genoma
humano por completo. Estes dados permitiram um melhor entendimento da informacao
genética e conduziu a novas técnicas de diagnostico, que continuam a ser aplicadas e
desenvolvidas nos dias de hoje, assim como a um melhor aconselhamento para familias
com doencas genéticas (Turnpenny e Ellard, 2007).

Desde a sua descoberta no ano de 1983, a PCR tornou-se das técnicas mais usadas da

biologia molecular (Bartlett e Stirling, 2003). Consiste no uso de uma pequena amostra
1
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de Acido desoxirribonucleico (DNA) e inseri-la num cocktail de compostos que é exposto
a ciclos de temperatura, de maneira a que sejam criadas novas moléculas iguais a da
amostra original. E um processo que na altura tinha de ser muito controlado, otimizado,
e que exigia no final o uso de eletroforese em gel para de facto se observarem os
resultados (Mcpherson e Mgller, 2006). Devido a novos avancos foram desenvolvidas
outras tecnicas baseadas na PCR original como por exemplo: com a PCR em tempo real
(gPCR) ja nédo € necessario o uso de eletroforese; com a PCR multiplex, é possivel
amplificar varios alvos (Henegariu et al., 1997; Meuer et al., 2001). Estas técnicas. entre
outras, tornaram a PCR uma das principais ferramentas ndo sé de amplificacdo de DNA
mas como também no diagndstico genético devido a sua rapidez, sensibilidade e
especificidade sem paralelo (Post e Ehrlich, 2000).

As doencas do metabolismo tém causa genética, e sdo conhecidos mais de 200 erros
do metabolismo que podem afetar o metabolito, a via metabdlica, a funcdo da enzima e
organelo celular envolvido. Sdo doencas raras, transmitidas verticalmente de individuo
para individuo. S8o normalmente autossomicas recessivas ou ligadas ao cromossoma X,
sendo raramente doencas dominantes (Turnpenny e Ellard, 2007).

Os ensaios normalmente usados para diagnosticar estas doengas sdo testes
enzimaticos que se subdividem em 3 fases (Loit et al., 2011): a fase pré-analitica, a fase
analitica e a pds-analitica. Todas estas fases tém associado um controlo de qualidade
necessario para obter os melhores resultados possiveis. A fase analitica, apresenta uma
complicacdo no que toca a padronizacgéo, calibracdo e avaliagdo dos resultados obtidos
devido a falta de materiais de referéncia e ao uso de metodos e reagentes diferentes, sendo
até recomendavel a cada laboratorio ter os seus proprios valores de referéncia. Outros

testes, como a espectrometria de massa, sdo também usados, contudo laboratérios com
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este equipamento nédo estdo disponiveis para todo o mundo devido ao seu preco elevado,
e sdo mais testes de rastreio do que propiamente diagnostico (Millington, 2008). Devido
a isso 0 uso de testes genéticos sao necessarios para um diagnoéstico definitivo, visto que
0s testes de rastreio apenas conseguem identificar familias que estejam em risco de
apresentar um erro do metabolismo hereditario e ndo conseguem dar um diagnostico
definitivo (Elshaari et al., 2013). Novos ensaios, como a PCR digital, descrito pela
primeira vez em 1999 permitem com maior eficécia, sensibilidade, precisdo e com menor
custo, identificar mutacdes, embora outros testes também possam ser usados. Com muitas
outras aplicacGes esta técnica tem sido muito procurada e funciona separando 0s
resultados da PCR em tempo real e usando sondas com flurocromos de cores diferentes
tornando a identificacdo de sequéncias mais facil e mais rapida (Bizouarn, 2004).

Outras técnicas de biologia molecular que sofreram também varias evolucdes desde
a sua criacdo foram as técnicas de sequenciacdo de acidos nucleicos. Estes tipos de
ensaios diferem da PCR devido ao facto de terem metodologias e objetivos
completamente diferentes. Um amplifica DNA ou RNA, recorrendo a reacdo em cadeia
das polimerases de Transcricdo Reversa (RT-PCR- Reverse Transcriptase Polymerase
Chain Reaction) e a outra tem como funcdo mostrar as sequéncias que compdem 0s
diferentes genes do organismo, 0 que em tempos era um processo complicado e
demorado. Contudo novas tecnologias tornaram este processo muito mais simples, rapido
e economicamente viavel (Morrison et al., 2015). Com evolucBes neste campo sera
possivel desenvolver novos esquemas de avaliacdo de diagndstico em muitas doencas
(Boyd, 2013).

Com o presente trabalho procurou-se descrever as diferentes técnicas de Genética

Molecular atualmente disponiveis para o estudo das mutagdes, realcando o seu
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mecanismo molecular de funcionamento, respetivas vantagens e inconvenientes no
estudo e diagnostico de doencas metabolicas. Procuramos também ilustrar a utilizagédo
destas técnicas, descrevendo algumas doencas metabolicas a nivel molecular e
fisiopatoldgico e relatando a utilizacdo das técnicas de Genética Molecular para o
diagnostico e descobertas de novas mutagdes causadoras destas doencas.

Para a realizacdo deste trabalho, foram procurados artigos em Bases de Dados como
a Pubmed, Sciencedirect e B-on utilizando as seguintes palavras chave: PCR, erros
hereditarios do metabolismo, mutacdes, investigacdo genética, diagnostico molecular,
sequenciacdo, diagndstico genético, doencas metabdlicas. Dos artigos encontrados foram
selecionados os artigos publicados entre 2015 e 2017, sem prejuizo da citacdo dos artigos
originais para técnicas ou patologias descritas antes destas datas. Foram ainda utilizados
como fonte de informacao livros disponiveis na biblioteca da UFP, na biblioteca pessoal

do autor ou na biblioteca pessoal do orientador.
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2. Técnicas de Analise Genética

2.1. PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase

2.1.1. PCR Convencional

Desenvolvida em 1983 por
Kary Mullis, a PCR tornou-se das
ferramentas mais usadas da biologia
molecular (Bartlett e Stirling, 2003).
A técnica tem como objetivo produzir
varias copias de DNA a partir de uma
amostra com baixa concentracdo
deste acido nucleico (Mcpherson e
Mgller, 2006). Para isto a reacédo
consiste em colocar uma amostra de

DNA num “cocktail” de meio com

Initial Cycle Cycle
denaturation 1 2
D

95°C
e etc.
=
© E
g 72°C
5 A
P

55°C

— -
Time

Figura 1 - Demonstracdo da variacdo da temperatura
ao longo de dois ciclos de PCR mostrando as 3 fases:
desnaturacdo (D) que ocorre aos 95°C. Neste passo a
molécula de DNA desnatura, separando-se. Annealing
(A) ocorre a uma temperatura mais baixa, permite a
ligacdo dos primers a amostra de PCR. Extenséo (E)
gue ocorre a uma temperatura otimizada para o
funcionamento da Polimerase, que neste caso sdo
72°C (Joshi e Deshpande, 2010).

desdxinucleotidos trifosfatados (DNTP’s), enzimas, e com dois oligonucledtidos de 18 a

23 pares de base de comprimento denominados de “primers”, sendo esse cocktail sujeito

a ciclos de temperatura (Fig. 1). Os primers sdo criados com base na informacdo da

sequéncia de DNA e respetiva Temperatura de fusdo (Tm) (Bartlett e Stirling, 2003). Os

primers sdo entdo complementares com uma cadeia de DNA simples quer a paralela ou

antiparalela e, devido a isso, estabelecem ligacdo com facilidade sendo a correta

hibridizacdo o fator determinante na especificidade do processo (Pelt-Verkuil et al.,

2008). O uso da temperatura permite desnaturar (a primeira fase da PCR) uma cadeia de
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DNA, tornando-a em 2 cadeias de DNA simples. A temperatura é reduzida e permite o
“annealing” (a segunda fase da PCR) em que os Primers se ligam por complementaridade
as cadeias de DNA simples. Finalmente a temperatura sobe mais uma vez e permite que
a enzima DNA polimerase funcione e temos entdo a Gltima fase da PCR (extensdo) de
que resultam duas novas cadeias de DNA iguais ao original. Este processo € realizado em
ciclos e otimizado para que dele resulte um aumento da concentracdo de DNA, o0 mais
fidedigno possivel, comparado com a quantidade inicial (Bartlett e Stirling, 2003;
Turnpenny e Ellard, 2007). A otimizacdo da PCR engloba os seguintes aspetos:

e Concentragdo de enzimas: A concentracdo de Taq Polimerase recomendada
é entre 1 a 2,5 unidades por 100 pL de reacdo, isto, quando 0s outros
parametros estdo otimizados (Lawyer et al., 1989). E importante referir que
estes valores podem ser influenciados consoante a amostra, primers e até o
proprio fornecedor da enzima. Devido a isto € recomendado o teste de
concentragOes entre 0,5 a 5 unidades/100 pL. Concentragdes elevadas de
enzima levam a uma acumulacdo de produto inespecifico e concentragdes
baixas originam baixa quantidade de amplicGes (Innis et al., 1990)

e Concentracdo de Desoxinucledtidos tri-fosfato (DNTP’s): A concentragao
dos diferentes DNTP’s deve ser padronizada por métodos
espetrofotométricos sendo desejavel a concentracéo de 0,2 mM de cada um
dos respetivos nucleétidos para evitar erros de incorporacdo e assim ndo
afetar a fidelidade da reacdo (Boycott et al., 2013; Mcpherson e Mgller,
2006). A solucéo deve ainda estar neutralizada a pH 7,0 (Innis et al., 1990).
ConcentracOes baixas de DNTP’s podem afetar a eficiéncia da PCR. Com a

concentracdo de 200 uM de cada nucleotido, é possivel a formacédo de 10

6
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pg de produto (Mcpherson e Mgller, 2006). Deve-se por fim utilizar
também a quantidade de nucle6tidos minima consoante o tamanho e a
composicdo da sequéncia alvo, visto que tanto a especificidade, como a
fidelidade da PCR aumentam com concentrac6es baixas de DNTP’s (Innis
et al., 1990).

Concentracdo do 180 Magnésio: A concentracdo do ido magnésio é dos
fatores mais essenciais a ter em conta no protocolo de PCR. Este ido é
responsavel pela ligacdo dos primers, a dissociacdo das cadeias de DNA
quer da amostra quer dos produtos, a especificidade dos produtos, a
formacdo de primer-dimer, assim como a atividade da enzima Taq
polimerase (Innis et al., 1990). A concentracdo do ido magnésio livre é
afetada pela concentragdo de DNTP’s, existindo uma relacdo equimolar
entre estes. A enzima Tag polimerase necessita de ido magneésio livre para
exercer a sua atividade. A estratégia habitual para ajustar a concentracdo de
magnésio provém em usar tampdes que contenham MgCI , em diferentes
concentragdes entre 0,5 a5 mM em passos de 0,5 ou 1 mM, sendo que uma
concentracdo Gtima resultard numa maior quantidade de produto obtido. A
concentracdes elevadas a fidelidade da Taq polimerase € reduzida
resultando na amplificacdo de produtos inespecificos. Concentra¢es muito
baixas de magnésio resultam em pouco produto (Mcpherson e Mgller,
2006).

Concentracdo de primer: A concentracdo de primers é importante pois a
concentragdes elevadas pode levar a erros na ligagdo dos primers, isto pode
levar a formacdo de primer-dimers ou produtos inespecificos que sao

7
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também sujeitos a reacdo de PC. Isto resulta num rendimento reduzido por
competicdo com a amostra na ligacdo dos diferentes compostos da reacao.
ConcentracOes de primers entre 0,1 e 0,5 UM sdo geralmente as melhores
sendo sempre necessarios dois primers diferentes, cada um especifico para
uma das duas cadeia de DNA (Innis et al., 1990; Mcpherson e Maller,
2006). As caracteristicas perfeitas de um primer sdo: o seu tamanho, que
deve ser entre 16-30 nucle6tidos, deve evitar espa¢os com trés ou mais G’s
ou C’s na cauda 3’ pois isto leva a fraca ligacdo dos primers nas regides
ricas em GC. Por fim um primer 6timo ndo deve conseguir formar estruturas
secundarias e ndo deve conter sequéncias nas suas caudas 3’ que permitam
a ligacdo a si proprio ou a outro primer, caso contrario, ocorre a formacao

de primer-dimers (Fig. 2) (Mcpherson e Mgller, 2006).

Primer
5 = i — el S
¥ |
= —_— —_— —_—
o b 4 -
5 | | -] || = -]
Primer Primer-Dimer

FIGURA 2 - Processo de formacdo de primer-dimers. Dois primers diferentes apresentam
complementaridade pelo que hibridizam. Devido as cadeias 5’ livres a DNA polimerase exerce a
sua atividade, e com isso forma-se um primer-dimer. Esta estrutura é suscetivel a amplificacdo
por PCR, originando produto inespescifico a amostra, diminuindo a concentracéo de nucleotidos
e primers disponiveis para a reagdo de PCR, imagem adaptada (Mcpherson e Mgller, 2006).

Outros componentes da reacao: aqui sdo incluidos compostos como o Tris-
HCL e o Cloreto de Potassio (KCL). O Tris-HCL é um tampé&o ionico
dipolar (Mcpherson e Mgller, 2006), sendo que a sua concentracéo

recomendada é entre 10 a 50 mM (Innis et al., 1990). O Tris-HCL é sensivel
8
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a temperatura reduzindo o pH em 0,1 unidades por cada aumento de 5°C de
temperatura, devido a isto 0 pH antes do inicio da reacédo é ajustado até ao
valor de 8,4 isto significa que aos 74 °C (a temperatura de extenséo) o pH
deve atingir valores de 7,4 que séo valores desejaveis para as polimerases
termo-resistentes (Pelt-Verkuil et al., 2008). O KCL facilita a hibridizacéo
dos primers contudo em concentragbes maiores ou iguais a 75 mM, este
composto inibe significativamente a Tag polimerase. Em concentracfes
elevadas, 0 KCL pode levar a formacao de produtos andmalos devido a
estabilizacdo de primers hibridizados incorretamente (Innis et al., 1988;
Mcpherson e Mgller, 2006).

Temperatura e tempo de desnaturagdo: A desnaturagcdo € um passo essencial
pois ao ser mal praticado leva a que a cadeia de DNA faca um efeito de
“snap back”, o que significa que a DNA de cadeia dupla (dsDNA) ndo se
torna em DNA de cadeia Unica (sSDNA), isto leva a que os primers ndo se
possam ligar e a reacdo ndo ocorre. As temperaturas normais séo de 95 °C
por 30 segundos, ou 97 °C por 15 segundos (Innis et al., 1990). Contudo
cadeias com alto teor em GC e 0 uso de enzimas hot-start podem requerer
valores de temperatura e tempos mais elevados. E recomendado o0 uso da
menor temperatura e tempo possivel visto que periodos de desnaturacéo
com temperaturas e tempos elevados levam a perda desnecessaria da
atividade da enzima (Innis et al., 1990; Mcpherson e Mgller, 2006).
Temperatura e tempo de hibridizacdo: A temperatura necessaria para a
hibridizacdo esta dependente de fatores como a composicdo das bases, o

tamanho e a concentracdo dos primers, sendo recomendado uma
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temperatura de 5°C abaixo da Tm dos primers (Innis et al., 1990). Contudo
alguns investigadores recomendam o uso de uma temperatura inicial de
55°C sendo depois usados controlos para verificar se esta temperatura deve
ser subida, mantida ou descida. De um modo geral temperaturas mais
elevadas sdao melhores pois evitam o “misspriming”, ou seja, a ligacdo dos
primers a outros locais sem ser a amostra. E outro fator importante é o tempo
de hibridizacao que geralmente esta entre os 30 e 0s 60 segundos, e que deve
ser 0 mais curto possivel, isto porque a Taq polimerase apresenta alguma
atividade a esta temperatura o que pode potenciar a extensdo de produtos
inespecificos (Mcpherson e Mgller, 2006).

Extensdo dos primers: Este fator depende do tamanho e concentragéo da
sequéncia alvo, assim como da temperatura que é, tradicionalmente, 72°C
visto que a esta temperatura o ritmo de nucle6tidos incorporados varia dos
35 aos 100 nucledtidos por segundo dependendo das condi¢Bes da reacdo
(Innis et al., 1988). Tempos de extensao longos podem ajudar nos primeiros
ciclos se a concentragdo de substrato é muito baixa e em ciclos tardios
quando a concentracgdo de produto excede a concentracdo de enzima, com
isto em consideracdo é recomendado o tempo de 1 min a 72°C (Innis et al.,
1990).

Numero de Ciclos: Este valor é dependente da concentracdo do DNA alvo
(Innisetal., 1990). De um modo geral o nimero de ciclos deve ser o minimo
necessario para produzir produto suficiente para posteriores analises. Se
uma reacdo de PCR ndo gerar produto suficiente deve-se em primeiro lugar

aumentar a quantidade de amostra e depois aumentar o ntimero de ciclos. E
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também possivel retirar aliquotas durante diferentes ciclos da reacdo de
PCR e com o uso de electroforese em gel de agarose ver qual € o ciclo que
gera maior quantidade de produto (Mcpherson e Mgller, 2006). Um namero
elevado de ciclos pode levar ao aumento da quantidade e complexidade de
produtos inespecificos isto devido ao “Plateau Effect” que diz que em
ciclos tardios hd uma saturacéo das enzimas, logo produtos inespecificos
sdo preferidos para amplificacdo devido ao seu tamanho pequeno.
Contrariamente um namero baixo de ciclos leva a um rendimento baixo da
reacao (Innis et al., 1990). Outro aspeto a analisar é o ramping da reacéo,
ou seja, o tempo entre as alteracdes de temperatura que deve ser rapido para

aumentar a especifidade (Mcpherson e Mgller, 2006).
Um componente importante na reacdo de PCR é também a DNA polimerase usada.
A primeira a ser usada foi a enzima DNA polimerase-1 (também chamada de Fragmento
de Klenow) obtida da Escherichia coli. Esta enzima & termossensivel, isto significa que
no final de cada ciclo era necessario adicionar nova enzima visto que a temperatura de
desnaturacdo era suficiente para desnaturar a enzima. Isto tornava o processo de PCR
muito trabalhoso e sujeito a contaminagdes. Devido a isto tudo, houve a necessidade de
procurar uma nova polimerase sendo ela descoberta na bactéria Thermophilus aquaticus.
A Taq polimerase € a enzima mais usada atualmente, e apresenta vantagens face ao
Fragmento de Klenow visto que € termoestavel, isto significa que a temperatura de 92,5
C° a semivida da enzima é de 130 minutos. Protocolos de PCR onde a temperatura ndo
seja inferior a 70 C° sdo também tolerados, contudo uma subida de temperatura reduz
rapidamente o tempo de semivida. Por exemplo, a temperaturas de 95 C° o tempo de

semivida reduz-se para cerca de 40 minutos, isto significa que num protocolo de 50 ciclos
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de PCR com esta temperatura e com um tempo de desnaturacdo de 20 segundos mais de
50% da enzima se encontrara desnaturada nos ciclos finais de PCR. A temperatura étima
de trabalho desta enzima é também vantajosa ndo s6 porque evita que qualquer estrutura
secundaria ou tercidria presente na amostra interfira com a reacdo como evita 0
misspriming do par de primers usados a estruturas ndo-complementares ou parcialmente
complementares. Outra vantagem da Tag DNA polimerase é ndo ser necessario adicionar
enzima fresca durante o processo (coisa que era necessaria em protocolos antigos visto
que a enzima usada era termosensivel e desnaturava-se ao final de cada ciclo de PCR).
Uma outra caracteristica interessante desta enzima é que possui maior processamento a
temperaturas de incubacao elevadas. O processamento descreve o nimero de nucle6tidos
que a enzima consegue ligar para formar um amplicdo. Esse numero € de 60 nucledtidos
por segundo a 72°C, mas a 37°C esse nimero passa para 1,5 nucleétidos por segundo. E
importante referir que o processamento é afetado pela presenca de estruturas secundarias
na amostra. Mas como foi dito anteriormente a temperatura 6tima de trabalho desta
enzima reduz a formacdo dessas mesmas estruturas secundarias, aumentando o
processamento desta reacdo. Estas taxas de incorporacdo de nucledtidos da Taq
polimerase acontecem porque a enzima ndo possui atividade exonucleolitica de
proofreading (capacidade de detetar erros e os corrigir ao longo da sua a¢ao), que atrasaria
0 processo de incorporacdo de nucledtidos na cadeia de DNA. A Taq polimerase tem
também uma particularidade interessante, deixando um nucle6tido suspenso,
normalmente uma adenosina na regido 3’-OH na cadeia de DNA dupla terminada. Esta
propriedade da enzima tem sido usada para o desenvolvimento de estratégias rapidas e
eficientes, de clonagem de PCR com o0 uso de vetores que contenham timina suspensa

(conhecido como “TA-cloning”). Por fim esta enzima consegue produzir amplicGes
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maiores que o fragmento de Klenow, aguenta mais amplificacdes que este (o0 fragmento
de Klenow consegue amplificar a mesma cadeia cerca de 200.000 vezes enquanto que a
Taq atinge numeros de 2.000.000 de vezes), e consegue isto sem ser inibida por
contaminantes quimicos que possam estar presentes ap0s a extracdo do DNA (ex.
Cloroférmio ou citratos).

Apesar destas vantagens todas, a Taq Polimerase apresenta as suas desvantagens
como por exemplo a sua suscetibilidade a protedlise. Por isso é recomendavel a adigdo
desta enzima ap0s a fase de desnaturacéo inicial (altura em que as enzimas proteoliticas
se desnaturaram). Contudo na préatica o uso dos kits de extracdo de DNA reduz este risco.
Além disto, outra desvantagem da enzima Tag € que € inibida por compostos usados em
reacdes bioguimicas e de biologia molecular como por exemplo dimetilsulféxido, acido
etilenodiamino tetra-acético e Agar. Novas enzimas tém sido entdo procuradas com
melhores caracteristicas de termosensibilidade (permitindo um maior nimero de ciclos,
desnaturacdo a maiores temperaturas e periodos de desnaturacdo mais longos) e com a
capacidade de proofreading 3’-5” (como por exemplo a Vent ou DeepVent), que é
desejado quando se realiza detecdes de mutacdes onde € necessario que a incorporagado
de nucledtidos errados na cadeia de DNA seja a menor possivel. E também importante
referir que as condicdes do trabalho laboratorial, como a concentragao de magnésio, o pH
por exemplo pode alterar os valores 6timos da enzima.

Em adicdo a estas novas enzimas, as enzimas atualmente existentes foram
melhoradas, quer seja no método de purificacdo (retirando DNA do microrganismo de
origem) quer seja a criacao de enzimas que se ativam pelo calor. Estas enzimas precisam
de um periodo de tempo a temperatura de desnaturacdo para ganhar atividade um processo

denominado de “hot-start”. Este processo ajuda a evitar a amplificacdo de produto
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inespecifico durante o periodo de aquecimento (tempo necessario para a mistura de PCR
alcancar a temperatura de 95°C). Para obter estas enzimas existem diversos processos,
como por exemplo a alteracdo da molécula para uma forma inativa, mas que apos alcancar
a temperatura de desnaturacéo retorna a sua forma ativa. Outra tatica usada € a ligacdo de
compostos ou anticorpos monoclonais ao centro ativo da enzima que ao atingir
temperaturas mais elevadas se desassociam da enzima deixando-a livre para atuar (Pelt-
Verkuil et al., 2008).

Uma desvantagem da PCR é a necessidade de aplicar uma técnica secundaria, que
tem como funcdo a andlise do produto obtido pela PCR, sendo a mais usada a eletroforese
em gel de agarose, onde basicamente é colocada uma aliquota do produto obtido por PCR,
em gel de agarose com uma pequena quantidade de Sybr Green ou de brometo de etidio
(Bartlett e Stirling, 2003; Mcpherson e Mgller, 2006). O gel sofre entdo uma corrente
elétrica e 0 DNA sendo uma molécula de carga negativa migra para o polo positivo, e
quanto menor o seu tamanho molecular, maior a facilidade da migracéo no gel. E também
usado um controlo positivo, controlo negativo e um marcador de pesos moleculares para
respetivamente avaliar a qualidade da mistura de reacdo, a eventual presenca de
contaminagfes na PCR, e medir o peso molecular do(s) produto(s) obtido(s), sabendo
assim se o produto amplificado é o desejado.

O gel depois € colocado sobre uma luz UV que torna as diferentes bandas bem
visiveis podendo os resultados ser fotografados com uma camara. Outras técnicas podem
também ser usadas para a analise dos produtos obtidos por PCR como por exemplo a
sequenciacdo direta que tem como vantagem a identificacdo de erros que possam
acontecer aleatoriamente durante o processo de PCR dai ser conveniente fazer a

sequenciacdo de grande parte do produto de PCR. E importante referir por Gltimo, o
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método de Nested PCR que tem como objetivo 0 aumento da sensibilidade da reacéo de
PCR reduzindo em simultaneo os produtos inespecificos formados. O principio baseia-se
no uso de primers internos que se associam ao produto da PCR no segundo ciclo de
amplificacdo, que sdo especificas desse DNA obtido. Isto leva a que produtos
inespecificos, visto que ndo tém afinidade para 0s novos primers internos, ndo sejam
amplificados, aumentando-se assim a sensibilidade e a especificidade da reacédo

(Mcpherson e Mgller, 2006).

2.1.2. PCR Multiplex

Os Protocolos de PCR Multiplex, utilizam multiplos primers diferentes, todos
colocados na mesma mistura de PCR, com o objetivo de amplificar diferentes regides
alvo ao mesmo tempo. Desta forma este tipo de PCR facilita a detecdo de diferentes alvos,
num PCR, o que leva a detecdo de genotipos de doencas complexas, sendo por isso
utilizado em genética clinica. O nimero de primers maximo a ser adicionado vai depender
das caracteristicas da reacdo de PCR (ex. Temperatura de annealing, concentracdo do ido
Magnésio, concentracdo de DNTP’s, entre outros referidos no capitulo 2.1). Esses
primers, sdo mais longos (23-28 nucledtidos) do que aqueles usados na PCR
convencional e sdo escolhidos, consoante as suas Tm’s e razdo de guanina/citosina, que
devem ser similares (Pelt-Verkuil et al., 2008). A concentracdo dos diferentes primers
ndo tem de ser equimolar para uma boa otimizacdo da reacdo (Berg et al., 2000). Em
casos mais complexos, é recomendado a adi¢do de aditivos como por exemplo o glicerol
ou a formamida, compostos que interferem com a estrutura secundaria do DNA
influenciando a acessibilidade dos primers e a eficiéncia da hibridizacdo destes com o

alvo (Pelt-Verkuil et al., 2008). Estes Protocolos de Multiplex PCR séo vantajosos devido
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ao facto de maltiplas analises cientificas e de diagnostico ndo poderem ser realizadas
devido a quantidade de DNA disponivel ndo ser suficiente para todos os ensaios de PCR
necessarios (Kebelmann-Betzing et al., 1998). Esta técnica foi usada por exemplo para a
analise da deficiéncia em Acil-coenzima A desidrogenase de cadeia média, doenca que
causa hipoglicemia hipocetonica, vomitos, letargia, ataques hepatomegalia e pode levar

a coma e morte (Matern e Rinaldo, 1993).

2.1.3. ARMS-PCR

O Sistema de Amplificacdo Refratario a MutacGes (ARMS) consiste no uso de dois
primers, um especifico para um alelo normal e outro para um alelo mutado, o Primer
mutado difere nos nucleétidos 3’ sendo por isso especificos para mutac6es. Devido a isso
é importante referir que a polimerase utilizada nesta reacdo de ARMS PCR, ndo deve ter
a capacidade de corrigir erros durante o processo (proofreading) (Mcpherson e Mgller,
2006). A razdo pela qual esta técnica funciona provém do facto que a polimerase apenas
estende 0 DNA se 0s respetivos primers tiverem complementaridade com uma grande
parte da sequéncia, na zona 3’ sendo assim possivel a detecdo de pequenas mutacdes (Fig.
3), 0 que torna esta técnica bastante sensivel (Newton et al., 1989).

E importante referir que esta técnica teve alteracdes com diferentes objetivos. Como
exemplos dessas altera¢Ges temos: “Double ARMS”, “ARMS fluorescente” e “Multiplex
ARMS”’. O primeiro tem como vantagem conhecer o haplétipo de um individuo quando
0 DNA dos parentes ndo esta disponivel e se o individuo for heterozigético a dois lugares
polimorficos, para isso sao usados dois primers especificos ao alelo e a amplificagédo
apenas ocorre quando estes dois primers de ARMS se ligam aos alelos especificos num

mesmo cromossoma (Kumar e Garg, 2005).
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(A) Homozygote for allele 1
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FIGURA 3 — Demonstra¢do esquematica do
ARMS PCR, onde é possivel observar 3
tipos de alelos. Um heterozig6tico (B), e
outros dois homozigéticos para um alelo 1 e
2 (A e C respetivamente). Usando primers
especificos para esses alelos pode ser
descoberto, ap6s analise do produto obtido,
0 alelo que o individuo possui. Sendo
possivel saber se o individuo possui ou ndo
uma mutacdo (Mcpherson e Mgller, 2006).

E também importante referir que este
teste e dtil para a haplotipagem de individuos
duplamente heterozigoticos, distinguindo se
duas mutacdes estdo em cis/trans, e pode
também ser usado para distinguir um portador
de uma desordem (Coleman e Tsongalis,
2006). O segundo tipo de ARMS PCR € 0 uso
de primer de ARMS e um primer selvagem
associados a fluorocromos que sdo
incorporados na reacdo de PCR. Devido a isto,
este € 0 teste mais complexo e com maior
especificidade (Kumar e Garg, 2005). O
terceiro, o multiplex ARMS PCR funciona
usando diferentes primers que irdo procurar
por diferentes mutacdes, sendo por isto mais
vantajoso (Chang et al., 1997). O processo de
criacdo de primers que nao interfiram uns com

0s outros pode ser complicado sendo eles

distinguiveis por tamanhos ou marcadores

diferentes, ou até ambos (Coleman e Tsongalis, 2006).

Como foi acima escrito o ARMS PCR é uma técnica eficiente na pesquisa de

mutacdes, € também um processo rapido, economicamente apelativo e de grande

facilidade de planear e trabalhar visto que ndo requer nenhum material a mais para além

do necessario para um simples PCR, e é mais facilmente multiplexado (Cheadle et al.,
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1992). Esta técnica foi, por exemplo, utilizada para o estudo da homocisteinuria devido a
deficiéncia de cistationina beta-sintetase (Sokolova et al., 2001) doenga que causa Varios

sintomas a nivel ocular, neurologico, esquelético e vascular (Saudubray et al., 2016).

2.1.4. RT-PCR

A Reacéo das

L 5 5 5 52 o e 'Reverseprimer
R ’annealingtoRNA

Polimerases em Cadeia de .._ TR
o AR E AR A E RN EREUENAREGAR. F e e o o T
Transcriptase Reversa (RT- 19 round PCR:
. F _ Denaturation or degradation
2o LT TTTTTTTTTTTITTTTTTTTTY ), of the RNAtemplate,

it L3

- IS H forward primer annealing to
PCR) permlte a anallse de the cDNA and extension.
7]

ol e
RNA, o que é importante para - \(\||H||HIIHIIHIIIIHIIH'\QHS.

2 round PCR:
Denaturation of cDNA and 1%

5 F 5 Round PCR product, annealing
cr VLTI TP PTTYPRfR [T ) and extension

a avaliacdo da transcricdo de =

FIGURA 4 —Reacdo de RT-PCR num geral. Numa fase inicial
liga-se a extremidade 3° do RNA um primer reverso (R).
Depois a Transcriptase Reversa atua e origina o cDNA, que é
desnaturado hibridizado com um primer (F) e realiza-se a
reacdo de PCR (Evans, 2009).

genes (Bustin, 2000). O passo
inicial para a RT-PCR
consiste na conversdo de
RNA em DNA complementar (cDNA), visto que a DNA polimerase apenas funciona na
presenca de DNA. Para essa conversdo as duas enzimas mais utilizadas sdo a Avian
myeloblastoma virus (AMV) reverse transciptase e a Moloney murine leukaemia virus
(M-MuLV) reverse transciptase e existem trés estratégias diferentes para isso (Evans,
2009): um primer oligo-dT que se liga a cadeia poly-A do RNA; o uso de nucleédtidos
hexamer ou nonamer; ou um primer especifico para o gene de interesse. O cDNA ja pode
ser usado como substrato das DNA polimerases termoestaveis e com isto é possivel entdo
realizar a PCR como normal (Fig. 4) (Mcpherson e Mgller, 2006). Na investigacdo dos
erros hereditarios do metabolismo, o RT-PCR serve como suplemento a sequenciagéo de

ex0des e zonas de corte para identificar variantes de corte inesperados e delecdo de exdes
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(Strachan e Read, 2011), tendo ja sido usado para a investigacdo da deficiéncia em
arginina:glicina amidinotransferase que € a enzima que catalisa 0 primeiro passo da
criacdo da creatina (Item et al., 2001). Pacientes com esta doenca sofrem de atraso mental,
epilepsia, sintomas extrapiramidais (Stockler et al., 1996), atrasos na fala assim como

sinais eletrofisiologicos e histopatoldgicos de miopatia (Saudubray et al., 2016).

2.1.5. PCR em Tempo Real (QPCR)

Um dos graves problemas com as técnicas descritas até agora, € a necessidade da
analise do produto obtido, normalmente por electroforese em gel de agarose. A PCR em
Tempo Real (QPCR) vem resolver este problema, tornando-se numa técnica de primeira
linha na analise de rearranjos genéticos, expressdes de genes, amplificacGes e mutacoes.
Esta técnica consiste na analise do produto obtido da PCR a cada ciclo deste, isto é
conseguido usando fluorescéncia, que pode ser usada de forma direta (quantificacdo de
um produto especifico a uma determinada sequéncia de interesse) ou de forma indireta
(quantificacao de produtos de PCR sem ser de maneira especifica), ambos estes métodos
sdo rapidos e sensiveis, contudo, a otimizacao e o principio de detecdo é diferente (Dorak,
2006). A vantagem de métodos indiretos ou inespecificos, é que o custo destes é bastante
reduzido, e o protocolo é pouco elaborado, o que os torna atrativos para a analise de
polimorfismos de um nucledtido. O composto mais usado para esta analise é o SYBR
green | que funciona ligando-se a qualquer estrutura de dsDNA (independentemente da
sequéncia) e ao estabelecer esta ligacdo ele passa a emitir fluorescéncia, logo a quantidade
de fluorescéncia € proporcional a quantidade de produto obtido (Fig. 5) (Fuchs et al.,

2005). Apesar das vantagens deste composto, como o0 seu custo, ele € inespecifico logo a
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presenca de produto inespecifico

de PCR pode também contribuir u i 8 § Unbound SYER Green |
P =F— g ¢
. 8 i U B 8 {| Bound SYBR Green |
para 0 aumento da fluorescéncia. 9 8
Este tipo de compostos também @

ndo funciona para multiplexagéo =8== ———— 1 —
devido ao facto de ser impossivel

distinguir a fluorescéncia de

diferentes amplicdes. Devido a
Figura 5 — Representacdo grafica do funcionamento do

isto surgiu a necessidade da SYBR green |. Este composto apenas apresenta
fluorescéncia quando ligado a dsDNA (cor verde). A
criagio de novos sistemas fluorescéncia aumento com o aumento da quantidade de
produto de PCR (Biorad Inc., 2006).
quimicos de fluorescéncia tendo
entdo surgido as tecnologias de primer fluorescente e sondas. Ambas funcionam no
mesmo principio, na transferéncia ressonante de energia fluorescente de forma a que
apenas ocorre fluorescéncia na presenca de um alvo, ou seja, na mistura de PCR ¢é
adicionada um fluorocromo chamado de “reporter” que se encontra fisicamente perto de
uma outra molécula responsavel por “extinguir” a sua fluorescéncia, a esta molécula
damos o nome de “quencher”. Ao ligar-se a uma sequéncia alvo especifica, o quencher e
0 reporter separam-se obtendo-se assim fluorescéncia (Biorad Inc., 2006).
Independentemente do método utilizado, o procedimento funciona da mesma forma. Séo
utilizados padrbes de DNA diluido. Para analise mede-se a fluorescéncia a cada ciclo de
PCR a esse grafico de fluorescéncia em relagdo ao ciclo e € obtido o valor limiar de
fluorescéncia (Ct) (Fig. 6). Além de analisar a quantidade de produto originado a cada

ciclo, é também possivel realizar a analise da temperatura de fusdo. Isto faz-se analisando

a fluorescéncia com o aumento da temperatura entre os 50°C e os 95°C. Primer-dimers,
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produto inespecifico ou sequéncias com erros de ligacdes tém geralmente um ponto de
fusdo menor, dai ser possivel distingui-los do produto da PCR desejado (Fig. 7) (Keer e
Birch, 2008). Existem diversas tecnologias de detecdo direta de produto de PCR as quais
sdo: ensaio Tagman, sinalizadores moleculares, sondas de hibridizacdo, sondas eclipse,
primer ampifluor, primer scorpion, primer LUX e finalmente o primer BD QZyme (Fig.
8) (Biorad Inc., 2006). Finalmente este tipo de PCR ¢é passivel de ser usado em conjunto
com outras tecnologias descritas como a multiplexacdo, sendo possivel procurar por
varias sequéncias alvo, nomeadamente, até cinco sequéncias. Um dos graves problemas
é a quantificacdo de genes em baixa concentracdo, algo que ocorre por exemplo em
estudos de expressdo genética, em que um gene de interesse é comparado com outros
genes de referéncia que se estiverem numa concentracao mais elevada pode comprometer
a amplificacdo do gene de interesse. Para contornar este problema é necessaria uma boa
otimizacdo da reacdo assim como uma boa escolha de primer’s e método de fluorescéncia.
Por fim deve-se sempre validar os ensaios de multiplex qPCR usando singleplex gPCR e
comparar os valores de Ct, que devem ser idénticos (Biorad Inc., 2006). Um exemplo de
doenca estudada por esta técnica é deficiéncia em dihidrofolato redutase uma doenca que
causa anemia megaloblastica, convulsdes e em casos severos atrofia cerebral atrasos no

desenvolvimento e pancitopenia (Banka et al., 2011; Saudubray et al., 2016).
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Figura 6 — Demonstracdo do processo de gPCR. Usando um padrdo de DNA, € realizado um
conjunto de diluigdes. Depois é medida a fluorescéncia dessas solug¢fes e da amostra, ao longo
dos ciclos. Apods isso, estabelece-se o Ct de cada padrdo e amostra (0 limiar minimo de
fluorescéncia — a linha vermelha), e com estes valores é estabelecida uma curva de calibracéo
onde é possivel dosear a quantidade de DNA na amostra (Keer e Birch, 2008).
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Figura 7 — Exemplo da andlise da temperatura de fusdo do produto de PCR onde
é possivel observar dois picos, 0 mais alto corresponde ao produto obtido da PCR,
e 0 mais pequeno corresponde a produto inespecifico (Keer e Birch, 2008).
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FIGURA 8 - Tipos de métodos para a detecdo direta de produto em PCR. A — Ensaio Tagman, usando uma sonda Tagman, esta
hibridiza com uma sequéncia DNA alvo, e devido a atividade da Taq polimerase o quencher (Q) é clivado e o reporter (R) passa
a emitir fluorescéncia; B — sinalizadores moleculares sdo estruturas especificas a uma sequéncia alvo de DNA, que formam uma
estrutura em “guancho de cabelo”, nas pontas desta estrutura estdo o Q e R muito préximos dai ndo ha sinal detetavel, durante
a PCR esta estrutura desnatura e hibridiza com o DNA que separa 0 Q e 0 R permitindo que este ultimo emita sinal; C — sondas
de hibridizacéo, nesta tecnologia sdo usados dois primers, um com flurocromo na extremidade 3’ (dador — R1) e outro na
extremidade 5’ (aceitador — R2) durante a reacéo de PCR estes dois primers hibridizam com a sequéncia alvo e aproximam-se,
R1 excita a R2 fazendo com que este apresente luminosidade, que é possivel detetar no comprimento de onda de R2; D — Sonda
Eclipse o seu funcionamento é parecido com B apresenta apenas um composto MGB (Minor Groove Binder) que é responsavel
pela ligacdo da sonda a amostra; E- Sonda Scorpion, estas sondas ligam-se ao DNA e possuem a capacidade de bloquear a
reacdo da PCR, num segundo ciclo a sonda desnatura-se e liga se ao produto da reag&o anterior, e assim o R pode emitir sinal;
F — Primer LUX, este primer ndo possui Q, isto devido ao facto que a propria estrutura da sonda omite a luminosidade do R,
contudo ao hibridizar com DNA a estrutura altera-se podendo o sinal destes primers ser detetado; G — Primer Amplifluor neste
caso ha um primer Z que é ligado a uma amostra e é amplificado, ap6s isso 0 Uniprimer (que possui 0 Q e 0 R) liga-se a
sequéncia do primer Z, este ao ser usado como amostra para um novo ciclo altera a estrutura, separando 0 Q e o R e este ltimo
emite fluorescéncia; H — Primer BD QZyme neste caso um primer Zymogene é responsavel por formar uma porcdo de DNA
catalitico ap6s isso um segundo primer com 0 Q e 0 R é ligado a essa por¢do de DNA catalitico e durante o processo de PCR
este primer € clivado, separando o Q do R emitindo este luminosidade, imagem adaptada (Biorad Inc., 2006).
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2.1.6. PCR Digital

A PCR digital (dPCR) permite a quantificacdo precisa e sensivel de acidos nucleicos.
dPCR implica repartir uma reacao de PCR em centenas ou milhares de sub reacdes, sob
condi¢des em que algumas amplificam (indicando a presenca do DNA alvo), e outras ndo
(indicando a sua auséncia). Estas sub reacdes sdo analisadas separadamente e a razao
entre reacdes positivas e negativas € precisamente indicativa da quantidade de moléculas
alvo presentes na amostra inicial. dPCR consegue entdo quantificar acidos nucleicos de
uma forma precisa e direta, independentemente da eficiéncia da amplificacdo da PCR e
sem a necessidade do uso de curvas de calibracdo(necessarias para o qPCR)(Biassoni et
al., 2014). Como ja foi suprarreferido a técnica do dPCR baseia-se na capacidade de uma
reacdo de PCR detetar uma unica molécula de um locus alvo. Para isso, a amostra é
diluida em diferentes particdes onde se verifica a presenca, ou auséncia de reacao.
Sabendo isto, é possivel obter uma quantificacdo absoluta da quantidade de sequéncia a
amplificar, isto porque a divisdo da reacdo em aliquotas permite que cada poco contenha
apenas uma molécula de DNA. Isto seria o pretendido embora nem sempre a amostra é
diluida até esse ponto, resultando em que maior parte das aliquotas apresentem um
resultado positivo, embora tenham presente mais que uma molécula de DNA alvo. Isto
leva a problemas de quantificacdo absoluta, contudo com a equacdo de Poisson (A= -
In (1-p)) onde A representa o nimero médio de moléculas por aliquota e o p a proporgao
de pogos com resultado positivo, é possivel corrigir este erro, permitindo assim a
quantificacdo absoluta de uma determinada sequéncia (Day et al., 2013). Para que ocorra
a divisdo das moléculas da amostra, existem dois métodos, os quais sdo (Butchbach,

2016): as camaras nano fluidicas ou a emulsificacdo da amostra de DNA e da mistura de
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PCR em gotas de tamanhos nanomeétricos. O primeiro consiste em colocar a amostra num
chip com 12 painéis, cada um com ou 765 ou 1104 pogos de volumes nanométricos, a
amostra ndo é diluida, mas sim repartida por esses po¢os onde a reacdo de PCR ocorre
individualmente, em juncdo com sondas que detetam a presenca de uma sequéncia alvo.
Esse chip onde a amostra € colocada, € entdo submetido aos ciclos de temperatura da
PCR, sendo posteriormente analisado em sistemas especificos, como o sistema Biomark®
da Fluidigm que néo s0 faz a ciclizacao da temperatura, como também analisa a presenca
de fluorescéncia, contando o numero de pog¢os que a possuem (Dube et al., 2008).

Outra grande abordagem para a separacdo da amostra consiste na formacdo de
pequenas goticulas onde estdo presentes a amostra e onde é realizado a PCR. Este sistema
é uma variante da PCR digital e é denominado por PCR digital em goticulas (ddPCR) e
funciona colocando em placas proprias a mistura de PCR em conjunto com a amostra.
Muito proximo desse poco é colocado um 6leo no qual estdo misturados surfactantes
estabilizantes. Estes dois pogos estao bastante préximos e ligados por tubos muito finos.
Ap0s estar tudo inserido na placa é aplicado neste vacuo, que permite a circulacdo e a
juncdo do conteudo dos dois pogos. Devido a acdo dos surfactantes sdo formadas
pequenas goticulas estaveis (cerca de 1000 por segundo) onde a amostra e a mistura de
PCR se encontram. Estas gotas fluem para um terceiro pogo onde séo coletadas e devido
a diferencas de densidade, formam uma camada por cima do 6leo em excesso. Essas gotas
sdo entdo transferidas por pipetagem para placas PCR de 96 pogos. Essas placas sdo
posteriormente submetidas a ciclos de temperatura. Depois disto a placa é levada a um
leitor de goticulas que suga as goticulas presentes em cada um dos pocos e analisa a

presenca da sequéncia alvo em cada uma delas (Fig. 9) (Hindson et al., 2011).
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FIGURA 9 — Demonstracdo do funcionamento do ddPCR. Numa primeira fase (a) a amostra é
colocada numa placa especial ja misturada com os restantes componentes da reacdo de PCR, num
outro poco (oil) € colocado 6leo misturado com surfactantes estabilizadores. Posteriormente (b)
é aplicado um vécuo num terceiro pogo (droplets) que obriga a que a amostra e o 6leo fluem por
um bocal onde se juntam em monodispersées com cerca de 1 nanolitro, sendo coletadas nesse
poco, sdo geradas 1000 gotas por segundo. Estas gotas estabilizadas pelos surfactantes sdo entdo
transferidas para placas de PCR de 96 pocos (c) onde € aplicada a ciclizacdo de temperatura (d).
Apds isso, a placa € levada a um leitor de fluorescéncia que suga as particulas de cada poco e as
obriga a passar em fila Unica por um detetor de duas cores (e). Por fim, (f) consoante a sua
amplitude de fluorescéncia é designada a cada gota um valor de positivo ou negativo. O nimero
de positivos e negativos em cada canal é o que permite fazer o doseamento da sequéncia alvo com
95% de intervalo de confianca (Hindson et al., 2011).

E também importante referir que a ddPCR pode também ser usado para procurar
multiplas sequéncias alvo, a multiplexacdo € mais simples em dPCR do que em gPCR,
isto devido a separacdo da reacdo por pocos e ao efeito do enriquecimento (Enrichment
effect). Na multiplexacdo de gPCR a identificacdo de algumas sequéncias alvo pode ser
mais dificil devido as diferentes concentracdes a que estdo presentes. Contudo com dPCR
existe o efeito do enriquecimento, que simplesmente diz que, ao dividir a reacdo had uma

diminuicdo da concentracdo da sequéncia alvo de maior concentragdo o que torna as
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sequéncias em menor concentracdo mais faceis de detetar (Biassoni et al., 2014). Para a
Multiplexacdo de ddPCR € necessario previamente produzir goticulas que contenham
apenas sondas, consoante 0 nuimero de sequéncias alvo, formando um conjunto de
goticulas que é depois injetado durante a formacdo das goticulas para ddPCR. As
goticulas com sondas sdo mais pequenas que as goticulas de ddPCR e juntam-se a estas
com facilidade. No final do processo de ddPCR ¢ analisado quais as sequéncias presentes,
sendo realizado a anélise estatistica dos resultados, onde é relacionado o sinal obtido das
goticulas com o tamanho destas. Analisando o tempo que estas demoram a passar o feixe
de luz em milissegundos, isto separa quaisquer goticulas que contenham sonda que nédo
se conseguiram fundir com a amostra de DNA, sendo apds isso analisado por scatter para
doseamento das sequéncias alvo. Este multiplexing foi usado para procurar pelas 6
muta¢des mais comuns no coddo 12 do oncogene KRAS responsavel por varios tipos de
cancro (Pekin et al., 2011). Outro método de multiplexacdo, também utilizado para
ddPCR ¢ o uso de sondas capazes de se ligarem a cadeias duplas de DNA como por
exemplo a sonda EvaGreen que pode ser usada em maior quantidade que outras sondas
de dsDNA (ex. SYBR Green) e tem mais afinidade para dsDNA do que ssDNA. E
também espectralmente proxima da sonda de Amidita de Fluoresceina (Mao et al., 2007).
O uso do ddPCR ainda se encontra em desenvolvimento, contudo esta a ser usado como
método de diagndstico pré-natal de uma forma menos invasiva (Camunas-Soler et al.,

2017).
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2.2.Diagnostico com Seguenciacao

Com a evolucdo das tecnologias, surgiram novas técnicas de sequenciacdo de alto
rendimento, eficiéncia e economicamente acessiveis, aumentando a prevaléncia da
sequenciacdo do genoma no ramo clinico e da investigacdo (Solomon et al., 2013). A
evolucdo das técnicas de sequenciacdo permite o desenvolvimento da comparacao da
gendmica que demonstra os programas moleculares de diferentes organismos. Permite
detetar alteracfes genOmicas ou epigendmicas, assim como mutacdes num Unico
nucleotido, eliminacBes ou inser¢des no genoma, rearranjos do cromossoma, variagoes
de nimeros copia e metilacdo de DNA, que sdo responsaveis pela elevada suscetibilidade
dos individuos a diferentes doencas. Finalmente a evolucdo da sequenciacao,
nomeadamente com a elaboracdo de projetos pessoais de sequenciacdo, permite um
diagnostico, prognostico e guia terapéutico mais correto para o doente (Dong e Wang,
2012). A sequenciacdo comecou em primeiro lugar com a sequenciacdo de Sanger que
ainda é utilizada e consiste em realizar uma reacao de polimerizacdo de DNA na qual
estdo inseridos nucleotidos alterados, os ddNTP’s, com flurocromos diferentes
adicionados em muito baixa concentracdo (ddATP, ddGTP, ddTTP, ddCTP
respetivamente), estes nucledtidos tém a capacidade de terminar a reacdo de amplificacao
dado que ndo conseguem estabelecer ligagdes fosfodiéster com outros nucleotidos.
Devido a isto ao realizar a reacdo de polimerizacdo originam-se produtos de diferentes
tamanhos, que sdo posteriormente separados em eletroforese capilar com detecdo da
fluorescéncia associada ao ddNTP, permitindo saber entdo a sequéncia de uma amostra
(Shendure e Ji, 2008). Novas tecnologias de sequenciacdo (NGS ou Sequenciacdo de

Proxima geracdo) foram surgindo que aumentaram a quantidade de bases sequenciaveis
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por reacao e reduziram o tempo necessario para a analise. Atualmente estas tecnologias
sdo ainda usadas e sdo compostas por (Mardis, 2008): a tecnologia Roche com
Pirosequenciacao, a tecnologia llumina que se baseia na técnica de sequenciacdo por
sintese, a sequenciacdo SOLID e a tecnologia lon Proton. Estas técnicas apesar de
possuirem principios diferentes, uma coisa comum entre elas é a necessidade de uma
reacdo de PCR. Contudo, também o PCR foi eliminado com as técnicas que até a data
representam a vanguarda da sequenciacéo: as técnicas de 3° e 4° geracdo. Exemplos das
técnicas de 3° geracao sdo: a Helicos Heliscope, e a tecnologia da Bioscience (Munroe e
Harris, 2010). Das técnicas de 4° geracdo apenas o Oxford nanopores, é ja comercializado
(Niedringhaus et al., 2011).

O Helicos Heliscope foi uma das primeiras técnicas a surgir com a capacidade de
sequenciar uma unica molécula de DNA e consiste em cortar uma molecula de DNA e a
tornar em varios fragmentos de ssDNA, a estes fragmentos ¢é adicionada uma cadeia poli-
A pela poliadenosina polimerase. Esta cadeia é entdo fixada numa placa onde se procede
a sequenciacdo por sintese. S&o adicionados nucleétidos marcados com flurocromos.
Quando ocorre a ligacdo, os restantes flurocromos sdo lavados, € sequenciado o
nucleotido que se ligou, excitando o flurocromo, que é depois clivado e volta-se a repetir
o ciclo até se obter a sequéncia completa. A principal desvantagens deste metodo é o sinal
fraco, devido a ndo se usar uma reacdo de PCR, alem disso como as moléculas da amostra
se encontram ligadas por hibridizacdo, € possivel que alguma da amostra seja lavada, e
outra desvantagem € a possibilidade que o processo de sequenciacéo seja terminado por
incorporacdo de nucledtidos incorretamente sintetizados (Kircher e Kelso, 2010).

A tecnologia Bioscience, também chamada de Sequenciacdo de molécula Unica de

DNA em tempo real (sequenciacdo SMRT) consiste numa placa de vidro que contém
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milhares de po¢os de tamanhos nanometricos (cerca de 10 nm de largura e 100 nm de
profundidade) no qual no fundo esta fixado uma polimerase. Apds tratamento da amostra
liga-se um ssDNA a esta polimerase sendo posteriormente inserido no pogo nucleotidos
ligados a fluorocromos, sendo que quando um determinado nucleétido é incorporado, é
libertada iluminacéo especifica consoante o nucleétido. Um dos grandes problemas no
uso de fluorocromos na sequenciacédo é a quantidade de ruido de fundo que em leituras
longas torna o processo de sequenciacdo pouco exato. A sequenciacdo SMRT apresenta

entdo duas solucdes para este problema. Em primeiro lugar o volume de detecdo da SMRT

foi reduzido para 20 zeptolitros (2,0 x 102° I). Este volume reduzido diminui a
quantidade de ruido formado. Em segundo lugar, ao contrario de outros sistemas de
sequenciagdo em que o fluorocromo se encontra ligado diretamente ao nucleétido, na
sequenciacdo SMRT o fluorocromo encontra-se ligado a cinco grupos fosfato (penta-
fosfato). Esta cadeia, que estd ligada ao nucledtido, é quebrada na incorporacdo dos
nucledtidos, e ajuda na eliminagdo destes do poco (Eid et al., 2009).

Os Oxford nanopores tém como principio de acdo a analise de acidos nucleicos, a
medida que estes atravessam um poro que se encontra suspenso numa membrana. Ao
passar por esse poro hd uma interrupcdo do fluxo de ides especifica a cada nucleotido
(Fig. 10) (Ansorge et al., 2017). Vantagens notaveis neste método séo os custos, visto
que ndo sdo necessarios nucledtidos marcados nem sistemas de detecdo Otica. Esta técnica
apresenta também elevada versatilidade pois oferece a possibilidade de analisar
moléculas de RNA (Munroe e Harris, 2010) assim como detetar metilacBes dos
nucleotidos (Clarke et al., 2009), o que € importante para o estudo da expressao genética

dos diferentes genes, sendo este método mais vantajoso que outros gque consistiam em
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FIGURA 10 — Demonstracéo da sequenciagdo por hanoporos,
onde é possivel observar uma proteina que é capaz de tornar
dsDNA em ssDNA (1). O ssDNA passa por um uma outra
proteina inserida numa membrana e que cria um poro através
desta por onde passa. Na membrana é aplicada uma corrente,
que cria um fluxo de ides que atravessa o poro. A passagem do
ssSDNA pelo poro ir4 obstruir-lho parcialmente, interferindo
com a passagem de ides, a interferéncia nesta corrente é
especifica de cada nucledtido e, é o que permite a sequenciacao
(2 e 3). Por altimo um adaptador é necessario para manter as
bases no lugar correto o tempo suficiente para serem lidas (4).
Imagem adaptada (Schaffer, 2012).

converter bases C em U sem
interagir com o C metilado
seguido de sequenciacao
(Hayatsu, 2008).

Possiveis desenvolvimentos
desta técnica é o uso do poro
em plataformas sélidas em
vez de poros organicos com

proteinas. Isto reduzird os

custos e ajudara na producao

em massa dos chips,
aumentando  também a
reprodutibilidade. Os

desafios sdo: a espessura da
membrana que atualmente se

encontra entre os 10 e os 20

nm o que nao permite a leitura de uma Gnica base e a rapidez pelo qual o DNA passa pelo

poro, que nao é suficientemente lenta para permitir a leitura. Para eliminar isto foi

sugerido o uso de uma polimerase associada ao poro (Cherf et al., 2012).

Utilizando as técnicas acima descritas, e com a evolucao no campo da sequenciacao,

é possivel realizar dois tipos de sequenciacdo major, a sequenciacdo do genoma completo

(WGS) e a sequenciacdo do exoma completo (WES). A sequenciacdo do exoma, parte

dos genes que engloba todos os exdes, as partes do genoma que codificam as proteinas,

que corresponde a aproximadamente 1-2% dos 6 mil milhdes de bases do genoma
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diploide (Solomon et al., 2013). Os exdes séo essenciais para compreender a relagédo entre
a variacao dos alelos e fendtipo porque inclui a regido codificadora dos genes, o0 que
permite conhecer a alteracdo responsavel pelas doencas Mendelianas, visto que a maior
parte destas tem origem no exoma (Biesecker et al., 2011). A WES ¢é atualmente a
preferida dentro destes dois tipos de sequenciacdo, embora ambas sejam ferramentas
poderosas para a identificacdo de alteracfes genéticas num individuo. A WGS é mais
trabalhosa, complexa, e dispendiosa (Boycott et al.,, 2013). A WGS é porém
significativamente mais poderosa em detetar CNV’s (Copy number variations) do que a
WES visto que consegue ler todo o DNA sem interrup¢des (que sdo necessarias na WES
para separar a parte codificadora do genoma da parte ndo codificadora). A WGS apresenta
também melhor qualidade de resultados (Belkadi et al., 2015). Tendo isto tudo em conta,
é impossivel ignorar o potencial da WGS e WES para o diagndstico de doencas no futuro.
Contudo um dos grandes problemas, € a complexidade que diferentes individuos
apresentam, que representa um obstaculo no diagnéstico de doencas de causalidade
genética. Para a detecdo de genes causadores de doenca é necessario o mapeamento dos
genes a detecdo de variante e anotacdo. Isto é obtido comparando com bases de dados
atualmente existentes prosseguindo para a posterior analise dos dados (Boycott et al.,

2013).
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3. Biogquimica

3.1. Conceitos de Hereditariedade e Mutacdes

As doencas metabolicas sdo transferidas verticalmente de pais para filhos, sendo a
maior parte delas doengas monogeénicas, mendelianas, podendo ser autossémicas (nao
ligada aos cromossomas sexuais) ou ligados aos cromossomas sexuais. Podem ainda ser
dominantes ou recessivas. A maior parte das doencas metabdlicas sdo autossomicas
recessivas, o que significa que apenas se manifestam quando estéo os dois alelos mutados,
um do progenitor e outro da progenitora. Assim, se ambos 0s pais do individuo tiverem
presente o alelo mutado, a probabilidade de um filho apresentar doenca é de 25%. No
caso em que a doenca é autossdmica dominante ela manifesta-se mesmo que esteja
presente apenas um alelo mutado. Isto significa que a probabilidade de um individuo que
tenha uma dessas doencas, a passar para o filho é de 50%. No entanto sdo poucas as
doengas do metabolismo que se transmitam dessa forma (um exemplo é a hiperecplexia
ou sindrome do sobressalto, uma alteracdo dos recetores da glicina, um neurotransmissor
inibidor do sistema nervoso). Também é possivel que a transmissdo ocorra ligada ao
cromossoma X. Também neste caso, a doenca pode ser recessiva (ex. Doenca de Fabry
uma deficiéncia na enzima a-galactosidase A, presente na degradacédo dos esfingolipidos)
ou dominantes (ex. sindrome de Rett). No caso das doengas ligadas ao X existem também
casos que se encontram restritos a mulheres porque a presenca da mutacdo do

cromossoma X pode ser letal para fetos masculinos (Fig. 11).

33



As Técnicas de Genética Molecular na Investigagdo e Diagnostico em Bioquimica Clinica

AUTOSOMAL DOMINANT INHERITANCE AUTOSOMAL RECESSIVE INHERITANCE

RODUe || mONO

Examples: acute intermittent porphyria, Examples: phenylketonuria, galactosemia,
GLUT-1 deficiency, hyperlipidemia Tay-Sachs disease, Gaucher disease
X-LINKED RECESSIVE INHERITANCE X-LINKED DOMINANT INHERITANCE

TEERETEE

Examples: omithine transcarbamylase deficiency, Examples: congenital disorder of
Hunter syndrome, X-linked adrenoleukodystrophy glycosylation, type lim

Figura 11 — Esquema das diferentes formas da transmissdo das doencas,
os quadrados representam os homens os circulos representam mulheres
as formas que estdo a preto representam individuos doentes, os que tem
as duas cores sdo portadores saudaveis, 0s circulos com ponto
representam mulheres que sdo portadoras do cromossoma X mutado, e 0
quadrado riscado, é devido ao fato que o cromossoma X mutado ¢ letal
para individuos masculinos. E possivel observar a probabilidade de
nascer um individuo com a doenga (autossomica recessiva — 25%;
autossomica dominante — 50%; nas mutacdes ligadas ao cromossoma X
recessivas 0s homens apresentam a doenca e nas ligadas ao cromossoma
X dominantes, as raparigas apresentam 50% de probabilidade de ter a
doenca) (Wertheim-Tysarowska et al., 2015).

No que toca a tipos de
mutacbes sdo na maior
parte  dos  distdrbios
autossomicos  recessivos
mutacbes missense, isto
significa que a enzima
produzida perde grande
parte da sua atividade
embora ndo totalmente,
enquanto que no caso de
uma doenca autossomica
dominante a mutacdo é
nonssense, grande parte
das vezes, isto significa
que a atividade da enzima é
baixa o suficiente para

nulificar a atividade na

célula, ou podem também inibir a sensibilidade do controlo em certas enzimas, fazendo

com que estas entrem em hiperatividade como acontece com a sindrome do

hiperinsulinismo associado a hiperamonemia (onde alteragcdes genéticas alteram o centro

alostérico da enzima glutamato desidrogenase e esta torna-se insensivel a inibicao pela

34



As Técnicas de Genética Molecular na Investigagdo e Diagnostico em Bioquimica Clinica

guanosina trifosfato) (Palladino e Stanley,
2010; Saudubray et al., 2016; Wertheim-
Tysarowska et al., 2015). A avaliacdo dos
efeitos de uma mutacao provém do estudo da
relacdo entre o genotipo e o fendtipo. As
doencas metabdlicas apresentam um espectro
de fenotipos onde a relagdo entre a gravidade
do locus afetado e o fendtipo é fraca
(Lanpher et al., 2006). A descoberta de
mutacgdes causadoras de doenca engloba dois
grandes passos: a pesquisa de alteracGes, o
que requer a andlise de varios membros da
familia afetados, de onde se obtém mapas
genéticos que demonstram o local do
cromossoma que estava afetado, sendo esse
local depois sequenciado (Weissenbach et
al., 1992). O problema com as doencas

metabdlicas é que devido a sua raridade

pode apenas existir um membro da familia

com esta doenca o que dificulta a sua

identificacdo, para contornar esse problema

0 uso de tecnologias de WES ou WGS é

mais procurado pois analisa 0 genoma como

um todo permitindo a comparacdo com

A) Comparative genomics

5 R F . N v N A~ (i
BHoEoE OF OFE o0

L~ »

Versus

T

i
o N

S >

FIGURA 12 - Métodos de analise gendmica para a
identificacdo de mutacGes causadoras de doenga. A
— Andlise genémica comparativa: uma coluna de
trés nucledtidos alinhados. Um é fixo (o da
esquerda), um é extensamente variavel (coluna
média) e um levemente variavel (o da coluna da
direita) sdo entdo comparados os fendtipos
apresentados por estes nucleotidos alterados; B —
cristalografia de raio-X: que apresenta o impacto das
substituicdes de aminoacidos. Essas alteracGes
variam de fracas (a vermelho) a altas(azul) (Stone e
Sidow, 2005); C -Avaliagdo de mutagdes no
promotor de um gene através da transcricdo. O
promotor mutado (estrela) vai ter falha na produgéo
de RNA (Patwardhan et al., 2009). Imagem
adaptada de (Cooper e Shendure, 2011).
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bases de dados pré-existentes assim, como controlos internos, o que ajuda 0s técnicos a

encontrarem, sequéncias suspeitas. As variagdes hereditarias e as variacdes de novo

(especificas a um individuo) sdo entdo registadas para se passar ao segundo passo na

descoberta de mutacGes causadoras de doencas que € a investigacdo da relevancia

fenotipica dessas alteracfes. As doencas metabdlicas provém de mutagdes que interferem

com a codificacdo de proteinas. Devido a isto sdo utilizados algoritmos informaticos

capazes de prever o impacto de todas as substituicdes para cada coddo. Outros métodos

utilizados séo a gendmica comparativa, estrutura e bioguimica, e fungcdo experimental

(Fig. 12). Estes dados podem ser finalmente confirmados com o uso de modelos in vitro

(falha de expressédo ou a conformacéo da proteina) ou in vivo (usando ratos knock-out ou

knock-in). Porém estes testes sao evitados para analise de um grande niumero de varia¢oes

porgue sd@o num geral caros e dificeis de realizar (Cooper e Shendure, 2011).
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FIGURA 13 - O estudo das doencas hereditarias do metabolismo de uma perspetiva em varias escalas
recorrendo a varias areas complementares a gendmica. Com estes dados é possivel criar uma base de dados
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padrédo (A) que demonstram 0s mecanismos normais de uma célula. Essa base é depois comparada com os dados

obtidos de doentes ou por outros métodos como ratinhos ou células geneticamente modificadas, e com esses
dados das vérias areas complementares a gendémica € possivel isolar os mecanismos da doenca (B). E com isso,
descobrir os elementos chave causadores da doenca, que sdo depois associados ao gene chave desta (C). O
impacto destas tecnologias ndo é s6 o conhecimento dos genes causadores da doenca, mas também o

melhoramento da fraca associacdo entre a severidade da doenca e 0 locus mutado (Argmann et al., 2016).
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Aos estudos da gendémica podem ser associados os estudos da metabolémica (os
metabolitos nos fluidos humanos) e da transciptomica (anélise do RNA) e comparando
os valores na doenca e em individuos saudaveis. E assim possivel estabelecer a rede do
mecanismo da doenca e identificar os elementos chaves na causa desta (Fig. 13)

(Argmann et al., 2016).

3.2.Doencas de Causalidade Metabolica

3.2.1. Doenca de Gaucher (DG)

Esta doenga, @ causada Mare complex gangliosides
C).“Cer
¥

~ B-Hexosaminidase A, B
or mutacdes no gene GBA1 M1 P 4
P ¢ g o [ sandnoff |
GM1-f-Galactosidase

[ GM1-gangliosidosis ] .1.

responsavel por codificar a Cer
) . GM2 P Cer
enzima glucocerebrosidase, = Fabry
[ Tay-Sachs, Sandhoff ] (Hemrcarl o-Galactosidase A
) GM2-activator protein sapB
que catalisa a transformagao M @ Cor
i Sialidase
da  glucoceramida  em @ i =~
® Gl '."ECer b i
ceramida (Fig. 14) usando o AR Gl cALC G-l -
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Gb2

etal., 2016). FIGURA 14 — Via metabélica dos esfingolipidos, com as

diferentes enzimas necessarias e doencas associadas a
defeciéncia dessas mesmas enzimas. A doencga de gaucher é
causada ou pela auséncia de atividade de glucocerebrosidase
ou pela auséncia de sap-c. Isto evita a degradacdo da
glucoceramida (GlcCer) em ceramida (Saudubray et al., 2016).
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3.2.1.1. Apresentacado Clinica

A doenca de Gaucher apresenta 3 variantes
distintas, nomeadamente o tipo I, Il e Ill. A doenca de
Gaucher do tipo | (também chamada de doenca de
Gaucher ndo neuropatica) é o tipo de doenca mais
prevalente na populacdo judaica asquenaze e deve ser
suspeitada quando um paciente apresenta hepatomegalia

e esplenomegalia sem nenhuma razdo aparente.

Vi

FIGURA 15 - Radiografia dos
por isso o tipo mais vezes observado. E caracterizada por joelhos de um paciente com a

doenca de gaucher tipo I, onde é
uma acumulacéo de glucoceramida nas células do sistema possivel observar que um

aumento do volume perto da
monocitico-fagocitico localizadas, especialmente, no extremidade. O que confere ao

] ] B ) _ fémur a forma de matraz de
baco, figado, medula 6ssea e pulmdes. Devido a isto a erlenmeyer (Clarke e Ebrary

Inc., 2002).

Representa cerca de 90% dos casos diagnosticados, sendo

sintomatologia mais comum é a hepatomegalia e a

esplenomegalia, como foi descrito acima, assim como trombocitopenia, anemia
normocitica e normocromica assim como alguma neutropenia e fadiga do paciente. A
infiltracdo de células de Gaucher na medula dssea leva a um aumento do tamanho das
extremidades dsseas e a um estreitamento do restante 0sso, conferindo a 0ssos como o
fémur uma forma de ““matraz de erlenmeyer” (Fig. 15) (Clarke e Ebrary Inc., 2002;
Saudubray et al., 2016). Outro tipo da doenca de Gaucher, o tipo 1l também denominado
de Doenca de Gaucher neuropatica aguda. Este € o fen6tipo mais raro e severo desta
doenca e pacientes afetados com ela apenas sobrevivem normalmente até aos 3 anos de
vida (Sidransky, 2012). O que distingue este fendtipo do outro sdo as fortes alteracfes a

nivel cerebral que acontecem a nivel dos astrocitos que sofrem 3 tipos de astrogliose, a

38



As Técnicas de Genética Molecular na Investigagdo e Diagnostico em Bioquimica Clinica

perivascular, fribilar e finalmente gemistocitica. A resposta dos astrocitos € sinal de danos
cerebrais, este € um dos principios crediveis para a patologia desta doenca, contudo outro
¢ a fraca homeostasia do ido calcio nos neuronios. A glucoceramida aumenta a
sensibilidade e potencia a acdo dos recetores de rianodina, responsaveis pela passagem
de célcio e polarizagdo dos neuronios (Futerman e Zimran, 2007). Devido aos efeitos
cerebrais desta doenca, pacientes que a apresentam sofrem de retroflexdo do pescoco,
opistotono, dificuldades de alimentacdo, paresia oculomotora, estrabismo. Eventualmente
aparecerd a esplenomegalia e alguns casos excecionais apresentam linfo-histiocitose
hemofagocitica. E importante referir que a evolugio desta doenca é rapida, com os
pacientes a apresentarem posterior espasticidade, caquexia, escassez dos movimentos
faciais, irritabilidade e problemas cognitivos (em pacientes que survivem até 5 anos)
(Saudubray et al., 2016). Existe tambem a forma perinatal letal, uma variante deste
fenotipo que afeta fetos e recem-nascidos que apresenta hepatomegalia, pancitopenia e
hidropsia fetal (acumulacéo de fluido nos tecidos subcutaneos da crianga). Finalmente, o
terceiro fendtipo, a doenca de Gaucher tipo 111 também chamada de Doenca de Gaucher
neuropatica cronica funciona como um misto dos outros dois tipos. Tem um desenrolar
mais lento que o tipo visto anteriormente afetando de uma forma muito menos agressiva
o cérebro do individuo, apresentando, contudo, os efeitos da medula éssea da DG tipo .
Este fendtipo da DG é especial também porque consoante a sintomatologia que o
individuo apresenta, é possivel subdividir este tipo da DG em trés subtipos (Nagral,
2014): a, b e c. O subtipo a ¢ caracterizado pela presenca de deméncia progressiva, ataxia
e miclonia (Tuzun et al., 2000). O subtipo b é caracterizado por um envolvimento a nivel
visceral, em que o Unico sintoma neuronal presente é a paralisia supranuclear da viséo (a

pessoa ndo consegue movimentar os olhos para uma determinada direcéo, dai compensar
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com o movimento da cabeca) (Patterson et al., 1993). O ultimo subtipo € o subtipo c, é 0
mais raro possui também paralisia supranuclear da visdo, opacidade da cdrnea e
calcificacdo cardiovascular (caracteristica particular deste subtipo) e poucos efeitos em
outros orgaos (Abrahamov et al., 1995).

Por fim, existe outra forma pela qual um individuo pode apresentar a DG, mesmo
que tenha glucocerebrosidase funcional. Como dito antes, esta enzima para exercer a sua
acao necessita de um co-fator, que € um composto chamado de Sap-C (Saposina C) que
€ uma proteina que serve como um ativador da glucocerebrosidase. Esta proteina provém
da degradacédo de um composto denominado de prosaposina. Quando ha algum problema
na codificacdo desta proteina ndo ocorre formacéo de Sap-C. A glucocerebrosidase néo é

ativada, e o individuo desenvolve sintomatologia da DG (Tamargo et al., 2012).

3.2.1.2. Genética da DG

A DG ocorre habitualmente devido a mutagcdes no gene GBAL responsavel pela
codificacdo da glucocerebrosidase. Existem mais de 430 muta¢des conhecidas neste gene
sendo a mais tipica a N370S. Esta mutacdo também altera a conformacdo da enzima
tornando a ligacdo do seu ativador a Sap-C menos eficiente, isto prejudica a atividade da
enzima e causa sintomatologia da DG (Tamargo et al., 2012). Encontrar apenas uma Gnica
mutacdo N370S é premonitorio do tipo 1 da DG, contudo a gravidade da doenca é variavel
mesmo entre os individuos que possuem a mesma mutacdo (Sidransky, 2004). Outra
mutacdo também comum € a L444P que se encontra normalmente associada aos tipos 2
e 3 desta doenca, sendo que as formas mais severas desta doenca estdo associadas a alelos
complexos originados por rearranjos genéticos (Mignot et al., 2003; Saudubray et al.,

2016).
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A prosaposina é codificada pelo gene PSAP. Este gene possui 15 exdes e 14
intrGes, responsavel pela producéo de saposinas A-D estando a saposina C associada a
DG (Furst e Sandhoff, 1992). Foram descritas 6 mutacdes no gene PSAP na literatura e
pacientes com essas mutacdes exibem quer as formas neuropaticas (tipo 2 ou 3) ou nédo

neuropaticas (tipo 1) da Doenca de Gaucher (Tamargo et al., 2012).

3.2.1.3. Diagndstico

Os testes de diagndstico para esta
doenca passam pela analise microscopica
da medula Ossea para observacdo das

células de Gaucher (Fig. 16), pela

imagiologia recorrendo aos raios-X nos

0ssos para verificar a infiltracdo de células

: (a estrutura em matraz de erlenmeyer) assim
Figura 16 — Célula de Gaucher (identificada
pelas setas) sdo macréfagos que estio como 0 uso de ecografias para avaliar o
carregados com glucoceramida, dai ter o

citoplasma com textura de papel amassado e o tamanho do figado e baco (Nagral, 2014,
nucleo exceéntrico. Coloracéo com

hematoxicilina e eosina (Nagral, 2014). Saudubray et al., 2016).

A analise molecular representa um método de diagndstico seguro. Pacientes que
apresentem a mutacdo N370S ndo desenvolvem a forma neuropatica da doenca, enquanto
que individuos que apresentem homozigotia ou heterozigotia para mutacGes L444P ou
D409H (esta mutacdo estd relacionada com DG tipo 3c) apresentam sintomatologia
neurolégica. Um problema do diagnéstico da DG tipo 3 é que como esta apresenta
sintomatologia neuroldgica mais tardia, pode ser facilmente confundida com a DG tipo

1, problema este que € facilmente resolvido com a anélise molecular. Contudo, é possivel
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que o individuo ndo apresente nenhuma das mutac6es acima referidas e mesmo assim ter
sintomatologia da DG com baixos niveis de atividade da glucocerebrosidase, nestes casos
é recomendado a sequenciacdo do gene GBA (Nagral, 2014). Apesar destes testes, 0
principal utilizado é o estudo da atividade da Glucocerebrosidase em linfocitos/leucocitos
de sangue periférico, ou em sangue seco, recorrendo ao uso de substratos de
glucoceramida com cadeia curta ou fluorogénicos (Saudubray et al., 2016). Para a analise
da deficiéncia em Sap-C, como os niveis de atividade da glucocerebrosidase se encontram
normais, deve-se procurar por celulas de Gaucher, seguindo-se a pesquisa de
biomarcadores, como a quitotriosidade ou as citocinas CCL18/PARK que indicam a
atividade anormal dos macrofagos, e encontram-se elevados em pacientes com
sintomatologia da DG. Se 0 paciente apresenta estas anomalias é entdo recomendada a
sequenciacdo do gene PSAP para andlise (Saudubray et al., 2016; Tylki-Szymanska et

al., 2007),

3.2.2. Defeciéncia em Adenosina Monofosfato Desaminase 1 Muscular

3.2.2.1. Apresentacao clinica

Asp 5-AMP Fum ———- » Cltric Acid Cycle
| A
// &’/ |
1
3 N 4
IMP = AMP + ATP <«—— 2ADP
NH,

Figura 17 — O ciclo das purinas e a adenilato quinase. Ciclo que forma o fumarato (FUM), que depois
entra no ciclo de Krebs (ou ciclo do acido citrico), a partir do aspartato. A adenosina monofosfato
(AMP) é convertida em inosina monofosfato (IMP) pela adenosina monofosfato desanaminase (3);
o IMP ¢é convertido a adenilsuccinato (S-AMP) pela adenilsuccinato sintetase (1) que necessita do
aspartato (ASP) o adenilsuccinato é degradado em AMP e FUM pela adenil succinase (2). O AMP
provém da reacdo de duas moléculas de adenosina difosfato (ADP) com a enzima adenilato quinase

(4) que origina uma molécula de adenosina trifosfato (ATP) e AMP (Saudubray et al., 2016).
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Esta doenca, que se apresenta em 1-2% da populacdo caucasiana, é causada pela falta da
enzima Adenosina Monofosfato Desaminase 1 (AMPD1) localizada no musculo
esquelético. E responsavel pela formagcéo de fumarato que auxilia no ciclo de krebs (Fig.
17). Individuos que apresentem esta doenca, sofrem de fraqueza muscular, fadiga, céibras
e mialgia ap0s exercicio intenso. Além disso, os individuos mantém-se cansados por mais
tempo comparado com individuos saudaveis, isto acompanhado também de um aumento

de creatinina cinase, mioglobinuria e erros em electromiogramas (Fishbein et al., 1978).

3.2.2.2. Genética da Deficiéncia em AMPD1

A deficiénciaem AMPDL € transmitida de forma autossémica recessiva e provém
de uma alteracdo no gene AMPD1 em que um dos coddes origina um coddo nonsense
Q12X que origina uma enzima truncada e inativa. E importante também referir que em
individuos heterozigotos embora sejam portadores, eles também exibem a atividade da

AMPDL1 reduzida (Morisaki et al., 1992).

3.2.2.3. Diagnostico da Deficiéncia em AMPD1

O despiste desta doenca é realizado através de um teste de esforgo com posterior
analise da amonia no sangue que aumenta em individuos saudaveis, o que nao acontece
em doentes com deficiénciaem AMPD1. Contudo, o diagndstico definitivo é dado através
da anélise genética ou entdo por ensaios histoquimicos e bioquimicos em tecidos obtidos
por bidpsia do masculo onde a atividade da AMPD deve estar abaixo dos 2% (Sabina et

al., 1992).
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3.2.3. Deficiéncia de Glicosiltransferase 1 (ALG6-CDG)

3.2.3.1. Apresentacao clinica
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FIGURA 18 — Processo da N-glicolizacdo. Comeca no reticulo endoplasméatico, com uma
molécula de dolicol ao que se procede a adicdo de diferentes moléculas como N-
acetilglucosamina,, manose e glucose, sendo que a enzima codificada pelo gene ALG6 (a
amarelo) cataliza a adi¢do da primeira de trés moléculas de glucose, a adi¢do dessas moléculas
origina o substrato perfeito para a adicdo posterior da proteina. O processo continua no complexo
de Golgi onde ocorre a remodelagdo dos N-glicanos. Imagem adaptada de (Saudubray et al.,
2016).

A desordem congénita da glicolizacdo no gene ALG6 (ALG6-CDG) é a segunda
doenca mais comum da N-glicolizagdo. Alguns dos sintomas sdo problemas de
desenvolvimento, hipotonia, ataxia, estrabismo, nistagmo e ataques. Um numero elevado
de doentes exibe também anomalias no esqueleto, problemas comportamentais e
dismorfismo facial (Saudubray et al., 2016). Os glicanos séo estruturas que resultam da
conjugacdo de hidratos de carbono com outras moléculas, como as proteinas. Estas

estruturas existem na membrana das células e tém essencialmente 3 funcdes distintas:
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moduladoras (sequestracdo e armazenamento de nutrientes); o reconhecimento das
células vizinhas; e o reconhecimento de células estranhas (Varki e Gagneux, 2015). A
ALG6-CDG afeta a ligagdo da primeira molécula de trés de glucose ao intermediario
manoses-N-acetilglucosaminaz ligado a uma molécula de dolicol (Fig. 18) o que causa
hipoglicolizacdo das glicoproteinas isto € importante, pois, a adicdo de glicose a este
intermediario torna-o no substrato perfeito para a enzima que adiciona a proteina em

glicoproteinas (Saudubray et al., 2016).

3.2.3.2. Genética da ALG6-CDG

Esta doenca tem uma transmissao autossémica recessiva. Sendo as mutages mais
comuns a p.A333V (uma mutacdo missense em que na posicdo 333 um aminoacido

alanina é substituido por Valina) e a p.1299Del (Morava et al., 2016).

3.2.3.3. Diagnostico da ALG6-CDG

Para o diagndstico definitivo desta doenca séo utilizados dois testes um deles é a
analise de oligossacaridos ligados ao dolicol nos fibroblastos, ou entdo procede-se a
analise genética num painel de genes ou entdo o WES. No primeiro teste, se a maior parte
das moléculas possuirem nove moléculas de manose e duas moléculas de N-
acetilglucosamina, deve-se realizar posteriormente analise genética (Saudubray et al.,

2016).
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3.2.4. Doencga do armazenamento do glicogénio tipo 0

3.24.1. Apresentacao clinica
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Figura 19 — Mecanismo de armazenamento da glicose sob a forma de glicogénio, a
glucose entra, por exemplo, no hepatécito ou na célula muscular, através do
transportador GLUT2. E entfo convertida e pode ser transformada em piruvato (de
onde pode se obtém acetil co-enzima que segue para o Ciclo de Krebs em situacdo
aerdbica ou entdo, o piruvato pode ser transformado em lactato originado também
energia em situagdo anaerdbica). Caso ndo seja necessario ATP, a glucose é
convertida a glicogénio (glicogénese) que fica armazenado sendo degradado no
lissosoma para formar novamente glucose conforme necessidade (glicogendlise). Séo
processos complexos que envolvem varias enzimas (a vermelho) e a falha de alguma
delas causam diferentes doencas no armazenamento do glicogénio que vao desde do
tipo 0 até ao tipo XV consoante a enzima que se encontra em deficiéncia (Saudubray
et al., 2016).
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O glicogénio é uma molécula complexa composta por moléculas de glucose
ligadas a volta de uma molécula de glicogenina e, é a forma de 0 organismo guardar a
glucose, para ser usada mais tarde para a obtencao de energia. O processo de formagéo
de glicogénio denomina-se glicogénese e o processo de degradacdo denomina-se de
glicogendlise. Através da glicogendlise o glicogenio degrada-se em glucose-6-fosfato e
este composto é depois usado para obter energia quer de modo aerdbico (originando
Acetil-Coenzima A que entra no ciclo de Krebs) quer de modo anaerdbico (a
transformacéo do piruvato em lactato) (Fig. 19) (Litwack, 2008).

O processamento do glicogénio é um processo complexo que envolve varias
enzimas e a deficiéncia de alguma delas causa uma doenca denominada doenca do
armazenamento do glicogénio (GSD). Existem diferentes tipos de GSD consoante a
enzima deficiente, e os tipos vao do 0 ao tipo XV (Saudubray et al., 2016). A GSD tipo
0 corresponde a deficiéncia da enzima glicogénio sintase (GS) responsavel pela ligacéo
da uridina difosfato glucose a glicogenina (Litwack, 2008). Pacientes com esta
deficiéncia sdo assintomaticos nos primeiros anos de vida, contudo a amamentacéao
noturna é complicada. Apds esta terminar, € comum aparecer cetose hipoglicémica em
jejum e irritabilidade antes do pequeno-almogo. A cetose corresponde a um aumento dos
corpos ceténicos que sd8o compostos obtidos pela degradacdo dos &cidos gordos e
conseguem fornecer energia (nomeadamente ao cérebro), o que faz com que os individuos
recém-nascidos com esta doenca parecam assintomaticos (Hasselbalch et al., 1995;
Weinstein et al., 2006). Esta doenca é normalmente descoberta quando o individuo
apresenta hipoglicemia durante uma avaliacdo da letargia associada a doenca intestinal.

As criancas apresentam também fraco crescimento, hiperlipidémia, transaminases
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elevadas e osteopenia e apresentam também glicosuria e hiperglicemia pos-pandrial
(Bachrach et al., 2002). No cérebro o glicogénio € degradado para fornecer energia
durante periodos de hipoglicemia e hipoxia aos neurénios (enviando lactato a estes). A
falha da GS causa que os astrocitos ndo obtenham energia suficientemente rapido para a
eliminacdo do neurotransmissor glutamato (neurotransmissor excitatorio) da fenda
sinaptica o que causa convulsdes (Shulman et al., 2001) , devido a acumulacédo de corpos
poliglicanos no Sistema nervoso central (Benarroch, 2010). Nos neutréfilos o glicogénio
apresenta uma fungé@o importante. Dai pessoas com GSD ndo conseguirem tao facilmente
combater infecdes. Por fim o glicogénio é também importante como forma de gerar
energia rapidamente para os musculos em questdo de milissegundos (Shulman e
Rothman, 2001). Dai, a nivel cardiaco, pacientes apresentam hipertrofia, maior nUmero
de fibras musculares oxidativas e fraca resisténcia a esfor¢o, com casos de sincope e
paragem cardiaca ja reportados e a nivel muscular foi descrita fraqueza muscular e

mialgia (Kollberg et al., 2007; Sukigara et al., 2012).

3.2.4.2. Genética da GSD tipo 0

A GSD tipo 0 é causada por deficiéncia na enzima GS. Esta enzima é codificada
pelo gene GYS. Existem duas isoformas da enzima GS codificadas por genes diferentes,
0 gene GYS1 representa a isoforma usada no tecido muscular e o gene GYS2 codifica a
isoforma usada no figado, sendo elas 70% homdlogas uma com a outra, cada uma causa
um tipo de GSD sendo que a GSD tipo Oa representa uma mutacdo a nivel da GYS2, e a
falha da GYS1 causa a GSD tipo Ob. Existem diferentes mutacgdes ja descritas sendo que
a mutacdo R246X é a mais frequente do gene GYS2 em pessoas de origem italiana

(Saudubray et al., 2016). No GYS1 foram descritas inser¢des de intrdes (nomeadamente
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0 9), delecdes no exd 15 assim como pequenas mutacdes pontuais, (alterando o
aminoacido traduzido) (Sukigara et al., 2012) e também foram descritas mutacoes

nonsense (Kollberg et al., 2007).

3.2.4.3. Diagnostico da GSD tipo 0

A GSD tipo 0a deve ser considerada quando o individuo apresenta sintomas de
hipoglicemia cetdnica, também associada a hiperglicemia e glicosuria po6s-pandrial,
sendo que esta doenca é frequentemente mal diagnosticada. E possivel fazer o diagnostico
através de analise de uma biopsia ao figado e musculo, contudo a anélise de mutacdes é
neste momento o método de diagndstico mais usado (devido ao facto de ser menos

invasivo) (Saudubray et al., 2016).

3.2.5. Desordens da Fosforilagdo Oxidativa

3.25.1. Demonstracao clinica

A fosforilacdo oxidativa (OXPHOS) representa o passo final do catabolismo
aerobico da energia. Ocorre na mitocondria, nomeadamente, nas cristas envolvendo
varias enzimas e processos (Saudubray et al., 2016). A fungdo do OXPHOS é a oxidacao
e areducédo de moléculas de NADH e FADH, tendo o oxigénio molecular como aceitador
de eletrdes, atraves de um gradiente de protdes que € gerado pelos complexos I, 11l e IV
permitindo que o complexo V produza a maioria do ATP da célula (Fig. 20) (Hatefi,
1985). Para isso séo utilizados os complexos enzimaticos I, I1, 111, IV e V sendo que todos
eles contém varias subunidades sendo que todos eles, exceto o complexo Il, contém

subunidades codificadas pelo DNA mitocondrial (mtDNA) cuja formacdo requer
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maquinaria complexa para a replicacdo, transcricdo e tradugdo nos ribossomas
mitocondriais (Smits et al., 2010). S&o no total utilizadas mais de 200 enzimas para a
producdo dos complexos, ndo esquecendo que para 0 processo de OXPHOS séo
necessarios também cofatores como a coenzima Q,, complexos de enxofre e ferro,
grupos heme e cobre (Saudubray et al., 2016). Além disso, lipidos como a cardiolipina
(especifico da membrana da mitocondria) desempenha um papel essencial na formacao

das cristas e ativacdo da OXPHOS (Mayr, 2015).
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FIGURA 20 - O processo de OXPHQOS, é complexo e serve para a mitocdndria obter energia sob
a forma de ATP. A mitocéndria é um organelo especial devido ao fato de possuir o seu proprio
DNA, o mtDNA. Algumas proteinas sdo formadas na matriz e outras sdo formadas no exterior da
mitocOndria e enviadas posteriormente para o interior desta. As proteinas apresentadas sdo as
proteinas usadas na cadeia transportadora de eletrGes e envolve o complexo | (NADH
desidrogenase) complexo Il (succinato desidrogenase), complexo Il (ubiquinol-citocromo ¢
oxidoredutase), complexo IV (citocromo ¢ oxidase) e o complexo V (ATP sintetase), sdo também
utilizados co-fatores como a Co-enzima Q,, (Q) e o citocromo ¢ (c). Em falta nesta imagem esta
0 uso de agregados do ferro e enxofre (este ultimo obtido pela cisteina) que sdo essenciais para o
funcionamento da OXPHOS e utilizam um diverso nimero de enzimas para a sua formacdo.
Falhas na formagdo de alguma destas proteinas e Co-fatores causam diferentes distdrbios da
OXPHOS (Saudubray et al., 2016).

Outer membrane
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Devido a complexidade da OXPHOS, os disturbios destas sdo variados e com
sintomatologia diversificada (a OXPHOS ocorre em todas as células do organismo por
isso disturbios da OXPHOS pode afetar qualquer tecido). E igualmente possivel aparecer
sintomatologia desde o desenvolvimento fetal até a miopatia isolada do idoso. Por isso, é
possivel compartimentar os problemas da OXPHOS em: apresentacdes neonatais e
infantis como a sindrome de Leigh, sindrome de Alpers—Huttenlocher, sindrome da
deplecdo do DNA mitocondrial, sindrome reversivel da cadeia respiratdria infantil;
apresentacdes na infancia e adolescéncia como a sindrome de Kearns-Sayre,
Encefalopatia mitocondrial com acidose lactica e episddios de convulsées (MELAS),
epilepsia mioclonica com fibras vermelhas esfarrapadas (MERRF), neuropatia Otica
hereditaria de Leber (LHON), entre outros; e apresentacdes no adulto das quais sao
exemplos a sindrome da ataxia neuropatica, € a Surdez e diabetes herdados da mae

(Saudubray et al., 2016).

3.25.2. Genética dos disturbios da OXPHOS

Mutactes do DNA mitocondrial

O mtDNA é composto por 37 genes. Nao possui intrGes e apenas possui uma
regido ndo codificadora (Anderson et al., 1981). A falta de histonas, capacidades
limitadas de reparacdo e a proximidade a espécies reativas de oxigénio tornam o mtDNA
mais suscetivel a mutacdes, em comparacdo com o DNA nuclear (Taylor e Turnbull,
2005). Existem diversas mutacdes que podem ocorrer no mtDNA desde de mutagdes
pontuais, pequenos e grandes rearranjos ou a reducdo do numero de copias, também
chamado de deplecdo de mtDNA. Essas mutacfes podem afetar a formacdo das
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subunidades como a formacdo acido ribonucleico de transferéncia (tRNA) e acido
ribonucleico ribossomal que causa a diminuicdo também de complexos de OXPHOS.
Cada célula possui um elevado nimero de mitocéndrias. Devido a isso s@o possiveis 0s
fendmenos de heteroplasmia (a presenca de mitocondrias com DNA selvagem e mutado
na mesma célula) e mais raramente homoplasmia (a presenca de apenas mtDNA mutado
ou mtDNA selvagem) e devido a isso ha habitualmente uma atividade residual presente,
pelo que é necessario que a quantidade de mtDNA mutado ultrapasse um limite para uma
doenca se demonstrar. H& doencas que apenas aparecem em homoplasmia (ex. LHON),
a maior parte delas precisam de uma carga mutante de 80-95% (ex. MELAS, MERRF).
Para grandes delecfes a carga mutacional € menor (50-70%) (Saudubray et al., 2016).
Finalmente para algumas mutacdes como as do anticoddo de tRNA’s mitocondriais a

carga de mutacional € de apenas 20% (Sacconi et al., 2008).

Mutacdes do DNA Nuclear

MutagOes em cerca de 200 genes nucleares foram identificadas que resultam em

defeitos da OXPHOS unicos ou combinados (Rahman, 2015). E possivel dividir as
mutacdes do DNA nuclear responsaveis pelos disturbios da OXPHOS consoante o seu
mecanismo em (Fig. 21):
e Mutacgdes das subunidades da OXPHOS ou os seus fatores de montagem que
tipicamente causam defeitos enzimaticos Unicos sendo as mais frequentes 0s erros
no complexo | e IV (Saudubray et al., 2016);
e Defeitos na manutencdo de mtDNA que engloba mutagdes de fatores necessarios
para a replicagdo assim como as enzimas envolvidas para a formagdo de

nucle6tidos necessarios para a replicacdo (Rahman e Poulton, 2009). Estas
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mutacdes causam delecdes no mtDNA e uma acumulacdo destas leva a uma
reducdo dos complexos I, 111, IV e V da OXPHOS;

Defeitos da expressao génica do mtDNA: envolve mutag¢fes no processamento do
RNA, do RNA mensageiro e modificagdes ao tRNA que causam também
diminuicgdo da producdo dos complexos enzimaticos I, I, IV V (Saudubray et al.,
2016). Dentro desta categoria também temos os defeitos da traducdo mitocondrial
que engloba as mutacOes dos ribossomas, na aminoacil-tRNA sintetase e 0s
fatores necessarios para a iniciacdo, elongacdo e regulacdo do processo de
traducdo;

Defeitos nos cofatores e na sua biossintese: que engloba defeitos na biossintese e
no transporte de fatores como a Coenzima Q,, os agregados de ferro e enxofre,
riboflavina, grupo heme, cobre e ferro (Smits et al., 2010);

Defeitos da membrana mitocondrial: representam um grupo de mutacbes em
expansdo, inclui mutagdes como a TAZ, AGK e SERACL1 que causam sindrome de
Barth, Sengers e MEGDEL respetivamente (Mayr, 2015)

Metabolitos toxicos: provenientes das diferentes vias metabdlicas da mitocéndria
estes metabolitos podem causar problemas de um ou varios complexos da

OXPHQOS (Tiranti et al., 2009).

Todas estas mutacbes do DNA e do mtDNA podem ser transmitidas

autossomicamente (recessivo ou dominante) ou ligadas ao cromossoma X e quando assim

sdo podem ter trés padrdes de manifestacdo: (1) apenas as fémeas apresentam, sendo a

mutacéo letal para embribes macho (ex. NDUFB11); (2) a doenga ocorre nos dois sexos

(ex. HSD17B10); (3) a doenga aparece apenas em machos ou com as fémeas a

apresentarem sintomatologia leve (ex. NDUFAL) (Saudubray et al., 2016).
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Figura 21 — Nomenclatura das principais mutagdes nucleares que causam distdrbios da
OXPHOS, que estdo divididas consoante o0 seu mecanismo onde € possivel de se observar a
complexidade da interacdo entre 0 DNA e o mtDNA, o DNA nuclear é necessario para a
formacdo das subunidades da OXPHOS(verde claro), para a sua montagem(verde escuro),
funcionamento da membrana e a importagdo de compostos(azul), na biossintese de
cofatores(amarelo), tradugdo de mtDNA (azul claro) e a manutencgéo deste(laranja), por ultimo
outras mutagdes diversas(cinza) também causam defeitos na OXPHOS (Rahman, 2015).
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3.25.3. Diagnostico das desordens da OXPHOS

Devido ao nimero variado de tecidos que podem ser afetados pelas desordens da
OXPHOS e a presenca de atividade residual, o diagndstico destas doencas é complicado.
O diagndstico deve comecar pelo estudo da familia com avaliacdo do historial clinico
devendo posteriormente realizar-se analises clinicas precisas como os testes metabolicos
e de rastreio. Estudos funcionais das enzimas do OXPHOS nos tecidos através de biopsias
deveré ser a Ultima etapa ou, realizada em paralelo mas apenas em doentes com doenca
aguda (Saudubray et al., 2016). Deve-se também realizar, se possivel, WES ou WGS o
mais cedo possivel (Haack et al., 2012). Esta é a melhor técnica para analise devido ao
facto de as doencgas mitocondriais estarem associadas a um elevado niumero de diferentes
defeitos genéticos como por exemplo a doenga de Leigh que se encontra associada a mais
de 75 genes (Lake et al., 2016). O WES é uma ferramenta indispensavel para tracar o
perfil genético, embora alguns centros usem Sequenciacdo de Proxima Geragdo (que
engloba as técnicas de sequenciacdo de 2°, 3° e 4° geracdo) de um largo nimero de genes
como o “MitoExome”. Apesar de a analise dos dados ser complicada, esse problema
diminuira com o aumento da disponibilidade de sequéncias controlo e de pacientes. Para
a analise de grandes delecdes ou rearranjos no mtDNA técnicas como o gPCR ou 0 dPCR
sdo as mais recomendadas devendo para isso ser usada uma amostra de um tecido

relevante como o masculo (Saudubray et al., 2016).

55



As Técnicas de Genética Molecular na Investigagdo e Diagnostico em Bioquimica Clinica

4. Conclusao

A causalidade das doencas é algo que é imensamente investigado, dado que ao
descobrir o0 que causa a doenga é possivel alargar o conhecimento sobre 0os mecanismos
desta, assim como novas formas de diagnostico e tratamento. Este tipo de conhecimento
e tecnologia tem assentado cada vez mais nas técnicas genéticas, pois estas permitem
fazer o diagnostico e identificacdo da doenca com extrema sensibilidade e especificidade,
0 que ndo acontece noutras técnicas. As técnicas genéticas tém facilmente diagnosticado
novos casos, permitindo a investigacdo de novos genes passiveis de causar doenca. De
todas as técnicas é possivel destacar a sequenciagdo nomeadamente a WGS e a WES.
Estas duas tecnologias sdo de momento a vanguarda das técnicas genéticas e representam
0 maior potencial de diagnostico. Embora a quantidade de dados provenientes destas
tecnologias seja imensa e o seu tratamento complicado, é impossivel negar o poder que
apresentam na identificacdo de novas mutacbes e a nivel de diagnostico.
Desenvolvimentos destas tecnologias permitem a evolucdo ndo s6 nos ramos da
investigagdo e diagndstico, mas também no desenvolvimento de medicina personalizada
especifica para o doente. Outra técnica de PCR a destacar é a PCR digital que € a técnica
mais sensivel e especifica disponivel até agora permitindo quantificar a expressdo de um
determinado gene identificando também a sua presenga em quantidades minimas. As
doencas do metabolismo podem afetar diferentes geracGes de familias, podem ser
transmitidas e herdadas de diferentes formas e podem afetar todos os tecidos do corpo
ndo estando confinadas a um tecido especifico. No organismo humano existem milhares
de enzimas cuja deficiéncia causa uma doenga com sintomatologia mais ou menos grave.
A identificacdo de genes causadores destas doencas sempre foi um desafio para a

comunidade cientifica, visto o baixo numero de individuos que a possuem, 0 que ndo
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permite bons estudos. As técnicas genéticas devem ser cada vez mais utilizadas para este
fim, devido a sua sensibilidade e especificidade para o diagndstico de doencas
hereditarias do metabolismo. A medida que novas mutacbes sdo identificadas estas
podem ser diagnosticadas com recurso as técnicas de PCR tornando-as o método
diagnostico padréo, obtendo-se assim o diagndstico precoce. Na investigacdo as técnicas
genéticas permitem proceder a descoberta de genes passiveis de originar a doenga, o que
permite aos investigadores fazer uma analise da mutacédo, identificar o seu efeito na
enzima em questdo, visualizar a enzima mutada, através de cristalografia de raio-X e
finalmente utilizando modelos animais (por ex. ratos knock-in ou knock-out) verificar se
estes exprimem a mesma doenca que o individuo. Com isto, fica confirmado que a
mutacdo é causadora da doenca e, a partir desse ponto, é possivel diagnostica-la
recorrendo as técnicas de PCR. A importancia das técnicas genéticas na investigacao
provém entdo da identificacdo de todas as mutacGes passiveis de causar doenca.
Resumindo, as técnicas genéticas apresentam um elevado poder de diagnostico e
auxiliam na investigacao de doencas raras como as doengas hereditarias do metabolismo.
Posto isto, a tecnologia continua ainda muito dispendiosa, trabalhosa e de dificil acesso,
contudo, a ciéncia e a técnica continuam sempre em evolucao e as técnicas genéticas ndo
sdo excecdo, no futuro estas técnicas estardo mais rapidas, de facil acesso a toda a
populacdo, menos complexas e dispendiosas, tornando as técnicas genéticas um bem

essencial ndo so6 nos erros hereditarios do metabolismo como em muitas outras doencas.
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