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“Vocé nunca saberd o que € suficiente a
ndo ser que saiba o que € mais do que o
suficiente."

(William Blake)



RESUMO

A Gangliosidose GM1 é um Erro Inato do Metabolismo (EIM) causado pela
deficiéncia da enzima B-galactosidase acida. Essa doenca € caracterizada pelo
acumulo de metabdlitos ndo degradados, principalmente gangliosideo GM1,
nos lisossomos de varios tipos celulares. Baseado na idade de inicio e na
atividade residual da enzima, a Gangliosidose GM1 € classificada em trés
diferentes tipos: infantil, juvenil e adulto. O gene da B-galactosidase &cida
(GLB1, GeneBank M27507) esta situado no cromossomo 3 e possui mais de
60 kb, contendo 16 exons. Cerca de 50 mutacdes associadas a doenca estao
descritas na literatura. No sul do Brasil, ha uma alta freqléncia dessa doenca
(1:17.000 nascidos vivos). Neste trabalho, vinte pacientes diagnosticados no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Brasil) tiveram o gene GLB1 investigado
por SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) usando DNA extraido
de sangue periférico. Através desta triagem foram encontradas 52 alteractes
de mobilidade do DNA, indicando a presenga de mutacgdes. As amostras
relativas aos exons 2 e 15 foram submetidas a sequenciamento direto com
sequenciador ABI310 (Applied Biosystens) utilizado kit BigDye 3.1. Cinco novas
mutacdes no gene GLB1 (F63Y, R38G, Y36S, Y64F e R59C) e duas mutacdes
ja descritas (R59H e 1622-1627insG) foram encontradas. Este trabalho
possibilitou a genotipagem completa de 6 pacientes e parcial de 5, e direcionou
a investigacdao de mutacdes, contribuindo diretamente no diagnéstico da
enfermidade e permitindo a realizagdo de estudos de correlacédo

genotipo/fendtipo destes pacientes.
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ABSTRACT

GM1 Gangliosidosis is a lysosomal storage disease caused by B-
galactosidase deficiency. As a result of this defect there is a huge accumulation
of GM1 ganglioside in tissues of affected patients. Gangliosides are
glycosphingolipids present in high concentration in neural tissues. The
localization of these lipids explain in part the neurodegeneration present in
patients. The B-galactosidase gene (GLB1-Gene Bank M27507) is located on
chromosome 3 and spands more than 60 kb and it is formed by 16 exons. Over
than 45 mutations were found in this gene up to now. In southern Brazil the
high frequency of GM1 Gangliosidosis (1:17.000 live born) justify the aim of this
work, that is to genotype those patients with GM1 Gangliosidosis, by, fist
screening they DNA by SSCP (Single Strand Conformational Polimorphism)
and than, sequencing in automated apparatus. The screening of 16 exons from
20 patiens gave us the information that 52 mobility changes of DNA Single
Strand were found, suggesting possibility of mutations. Samples from exons 2
and 15 were submitted to direct sequencing in ABI310 (Applied Biosystems)
using Big Dye3.1 terminator Kit. Five new mutations were found in GLB1 gene
(FB3Y, R38G, Y36S, Y64F and R59C) and two mutations described previously
(R59H and 1627insG). This investigation gave support to complete genotype 6
patients with GM1 Gangliosidosis, partial genotype 5 patients and gave a good
support for future analysis in GLB1 gene to correlate genotype and phenotype

easily.



LISTA DE SIMBOLOS

Vil

ABREVIATURA SIMBOLO

NOME DO AMINOACIDO

Ala A Alanina

Asx B Asparagina ou Aspartato
Cis ouCys C Cisteina
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Lis ou Lys K Lisina
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Met M Metionina
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Gin Q Glutamina (Glutamida)
Arg R Arginina

Ser S Serina

Tre ou Thr T Treonina
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Trp W Triptofano (Triptofana)
Tirou Tyr Y Tirosina

Glx Z Glutamina ou Glutamato
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1 INTRODUGAO
1.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) formam um grupo heterogénio de
doencas originadas a partir de uma alteragdo no mateiral genético, que determina
o defeito ou a auséncia de uma proteina, geralmente uma enzima, prejudicando a
funcao metabdlica (Cohn e Roth 1983; Jorde et. al., 2000).

Os EIM sao doengas monogénicas, de heranga autossdmica recessiva em
sua maioria. A alteragdo em um gene produz um defeito enzimatico, que leva as
alteracdées bioquimicas caracteristicas de cada doenca, comprometendo os
processos metabolicos responsaveis pelo funcionamento normal de um organismo
(Jimenez e Shchuchman 2003).

A maioria dos EIM se manifesta na idade pediatrica, desde as primeiras
horas de vida até a adolescéncia. Apresentam sinais e sintomas similares a outras
doencas, dificultando o diagnéstico clinico preciso e precoce. Apesar de raros
individualmente, em conjunto esses disturbios metabélicos contribuem com uma
porcentagem substancial de morbidade e mortalidade diretamente atribuidas as

doencas geneticas (Jorde et al., 2000; Jimenez e Shchuchman 2003).



1.2 ENZIMAS LISOSSOMICAS

Os lisossomos sdo componentes basicos do trato digestivo intracelular.
Eles conttm um conjunto de enzimas hidroliticas que apresentam duas
propriedades especiais: primeiro, elas podem funcionar no meio acido dos
lisossomos e, segundo, estas enzimas constituem uma categoria especial de
proteinas secretoras, que sdo destinadas para o interior desta organela
intracelular (Knop et al., 1993).

Sao conhecidos em torno de 70 enzimas lisossGmicas diferentes. A maioria
delas atua na porgao terminal de um substrato complexo, funcionando de maneira
seqlencial para liberar unidades monoméricas que podem difundir para fora do
lisossomo ou servir de substrato para uma préxima reagdo enzimatica, formando
uma reagado em cascata. Estes substratos podem ser derivados da reposicéo
metabdlica das organelas intracelulares (autofagia) ou serem adquiridos do
exterior das células por fagocitose (heterofagia).

As enzimas lisossomicas passam por uma série de modificagcbes pos-
traducionais durante seus processos de maturagdo para alcancar uma forma
enzimatica funcional ativa dentro do lisossomo (Hasilik et al., 1980; Kornfeld et
al.1989).

Durante os ultimos 20 anos, intensos estudos tém sido feitos na tentativa de
definir estas modificagées e isto tem contribuido muito para a elucidagdo dos
defeitos nas desordens lisossomais. A maioria das enzimas lisossémicas é
sintetizada como precursores de alto peso molecular, que apresentam uma
seqiéncia sinal N-Terminal caracteristica que as direciona para o interior do

reticulo endoplasmatico (Blobel, 1987; Gieselmann, 1995; Kim e Arvan, 1998)



As proteinas com estas seqléncias sinalizadoras sao sintetizadas nos
ribossomos ligados ao reticulo endoplasmatico. A propria seqiiéncia sinalizadora é
um instrumento no direcionamento do ribossomo ao reticulo endoplasmatico. A
seqiiéncia sinalizadora aparece cedo no processo de sintese, porque ela esta no
grupo amino terminal (Bachmair et al., 1986). A medida que a enzima deixa o
ribossomo, esta seqiiéncia e o praprio ribossomo séo rapidamente ligados por um
grande complexo chamado particula de reconhecimento de sinal. Este evento de
ligagéo interrompe o alongamento quando o peptideo tiver cerca de 70
aminoacidos de comprimento e a seqiliéncia sinalizadora tenha saido
completamente do ribossomo. A particula de reconhecimento de sinal ligada
direciona o ribossomo com o polipeptideo incompleto para um conjunto especifico
de receptores na fase citosdlica do reticulo endoplasmatico. Logo, a particula de
reconhecimento de sinal dissocia-se do ribossomo e a sintese da proteina
recomeca. Um complexo de translocagdo mantém o polipeptideo crescente para
dentro da luz do reticulo endoplasmatico, em uma reaca@o que é direcionada pela
energia do ATP (Rapoport, 1990). A seqiiéncia sinalizadora é removida por uma
peptidase sinal dentro da luz do reticulo endoplasmatico. Assim que a proteina
completa é sintetizada, o ribossomo dissocia-se do reticulo endoplasmatico.

Na luz do reticulo endoplasmatico, as proteinas recém-sintetizadas séao
modificadas de varias maneiras. Além da remogdo da sequéncia sinalizadora, as
cadeias polipeptidicas se enrolam e formam-se as pontes de dissulfeto. O
enderegcamento destas proteinas para os lisossomos € dependente de processos

de glicolisagao.



Apos estes processos de glicolisag@o, as proteinas movem-se do reticulo
endoplasmatico ao complexo de Golgi através de vesiculas de transporte (Pfeffer
et al, 1987). Um importante passo € a transferéncia de grupos fosfato para a
posi¢ao da hidroxila do carbono 6 da manose terminal da porgéao oligossacaridica.
Isto permite a ligagdo da enzima a receptores manose-6-fosfato presentes na
membrana do complexo de Golgi e, finalmente, o seu direcionamento para o
interior dos lisossomos (Lodish, 1988). O pH &cido dos lisossomos facilita a
dissociagao do complexo enzima-receptor (Gonzalez-Noriega et al., 1980; Tycko
e Maxfield 1982). Nesta organela, outras modificagdes podem ocorrer para formar
a enzima madura e funcionalmente ativa.

A formagao de uma estrutura quaternaria correta dentro do reticulo
endoplasmatico constitui um evento importante que regula o transporte da

proteina para o complexo de Golgi e finalmente, para o lisossomo (Lodish, 1988).



1.3 DOENGAS LISOSSOMICAS

Disturbios lisossémicos de deposito sdo classificados como erro inato do
metabolismo causando deficiéncias genéticas que afetam enzimas lisossdmicas.
Segundo Meikle et al. (1997), 39 doengas lisossémicas (DLs) sdo reconhecidas,
sendo que seis delas resultam de defeitos em proteinas de membrana. As demais
ocorrem devido a alteragdes em proteinas do limen do lisossomo. A
conseqléncia deste distirbio bioquimico se caracteriza pelo acumulo
intralisossémico de compostos nao metabolisados, tais como
mucopolissacarideos, esfingolipideos e glicoproteinas (Seashore e Wappner,
1996). Na figura 1 podemos observar o catabolismo de alguns esfingolipidios que
se acumulam nas DLs.

As enzimas destinadas ao lisossomo sao sintetizadas no reticulo
endoplasmatico (RE) e transportadas para o complexo de Golgi por meio de
vesiculas transportadoras. O direcionamento da sintese dessas enzimas ao RE é
dado por um peptideo sinalizador com cerca de 20 aminoacidos presentes na
regiao amino-terminal da proteina nascente. Dentro do RE, a proteina precursora
recém-sintetizada inicia modificagbes co-traducionais, incluindo a clivagem do
peptideo sinalizador e o processo de glicosilagdo. Subseqgiientemente, as enzimas
lisossdbmicas sao, entdo, enviadas para o complexo de Golgi, onde seus
oligossacarideos covalentemente ligados sdo modificados enzimaticamente. Esse
processo € realizado pela enzima glicosiltransferase, cuja fungdo € adicionar
residuos de manose 6-fosfato a proteina. A adigdo desses residuos é essencial

para o enderecamento da proteina ao lisossomo. O complexo formado interage



com os receptores de manose 6-fosfato na membrana interna do Golgi e, assim, €
separado da via secretéria e dirigido para os lisossomos (Junqueira & Carneiro,
1997; Kornfeld e Mellman, 1989.) Apds a liberagdo das vesiculas lisossémicas
para o interior da célula, os receptores dissociam-se das enzimas e podem ser
reciclados. A completa interagdo entre os passos da sintese e direcionamento da
enzima aos compartimentos intracelulares é essencial para a eficiéncia da
atividade catalitica da mesma.

O surgimento de uma DL pode ser devido a uma série de fatores, tais como:
(1) o precursor e a enzima podem nao ser sintetizados ou sintetizados em uma
taxa reduzida; (2) quantidades normais do precursor podem ser sintetizadas, mas
ocorre degradagao rapida da enzima; (3) o precursor pode nao ter o marcador que
reconhece o residuo de manose 6-fosfato; (4) o precursor da forma madura da
enzima pode ter suas propriedades fisicoquimicas e/ou enzimaticas alteradas; (5)
a enzima pode ser degradada devido a auséncia da proteina protetora requerida
para sua estabilizagao; (6) a deficiéncia pode ser devido a auséncia de um fator
requerido para a atividade enzimatica; (7) produtos que se acumulam como um
residuo da deficiéncia de uma enzima podem inibir a atividade de enzimas nao
relacionadas (Tager et al., 1984).

A maioria das DL possui heranga autossémica recessiva, embora algumas
apresentem heranca ligada ao X (doenga de Fabry e Mucopolissacaridose do Tipo
I1). O risco de recorréncia na mesma irmandade & de 25%. A medida da atividade
enzimatica e a investigacdo do acumulo de compostos ndo degradados nos
tecidos, sangue e urina servem como parametro diagnoéstico e se associam, em

grande parte, com a severidade da patologia (Tager et al., 1984).



A analise molecular de enzimas lisossOmicas é cada vez mais necessaria,
visto que a deficiéncia enzimatica & gerada por mutagdes ou polimorfismos
presentes na estrutura do gene. A associagao do fenotipo ao genotipo torna-se
com isso, cada vez mais necessaria para a classificagao da patologia (Neufeld,

1991).

O Gle O GalNAc

GM1 Gal ) NeubAc
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GAUCHER

Figura 1 : Catabolismo de esfingolipideos em doencas lisossémicas. Adaptado de
Nelson et. al., 1992.

O conhecimento de mutagdes génicas tem auxiliado no diagnostico preé-

natal, no aconselhamento genético e na diferenciagdo de portadores com



pseudodeficiéncias que nao sao distinguidos pelos métodos tradicionais de
diagnostico (DeMarchi et. al., 1996).

A deficiéncia hereditaria da enzima lisossomica B-galactosidase (B-gal) €
expressa clinicamente em trés diferentes doengas: Gangliosidose GM1, Doencga
de Morquio B (MPS |V/B) e Galactosialidose. Esta ultima, ao contrario das outras,
é caracterizada por uma deficiéncia secundaria de B-gal por falta de uma proteina
protetora que confere estabilidade a enzima madura. Enquanto a Gangliosidose
GM1 e uma doenga neurodegenerativa com envolvimento visceral, a doenga de
Morquio tipo B se expressa por uma displasia esquelética sem comprometimento
do SNC. Esta heterogenidade clinica deve-se a diferentes mutagdes neste gene
determinando uma atividade residual diferente da enzima mutante para diferentes

substratos (Suzuki et al., 1995).
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1.4 GANGLIOSIDOSE GM1

A Gangliosidose GM1 foi descrita primeiramente por O'Brien et al. (1965) e
inicialmente denominada como Generalized Gangliosidosis.. Okada e O'Brien
(1968), demonstraram pela primeira vez que a gangliosidose generalizada era
causada por uma deficiéncia enzimatica. A partir de entdo comegaram os
diagnosticos bioquimicos baseados na medida da atividade da enzima B-gal acida
em leucacitos e em fibroblastos (Tager et al., 1984).

Inicialmente, a Gangliosidose GM1 era conhecida como uma doenca
infantil, mas este conceito se expandiu em 1974, quando foram incluidas as
formas juvenil e adulta da patologia, com sintomas mais brandos e maior
expectativa de vida (Derry et al., 1968; Loonen et al., 1974). Em todos os casos o
substrato, Gangliosideo GM1, se acumula progressivamente nos lisossomos
(Jeyakumar et al., 2003).

Giugliani e colaboradores em 1985, descreveram que a Gangliosidose GM1
era o erro inato do metabolismo com maior freqiiéncia de diagnosticos no sul do

Brasil (Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre).

1.4.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

A incidéncia da Gangliosidose GM1 varia, segundo os autores, entre
1:100.000 (Vainer & Rousson, 1984; Whitley, 1993) e 1:200.000 nascimentos
(Beattle & Harvey, 1992) na Europa e nos Estados Unidos. No sul do Brasil, existe

uma alta frequéncia da doenca: 1:17.000 nascimentos com incidéncia de
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heterozigotos de 1 para cada 67 individuos sendo que a taxa de consanglinidade
entre os pais dos afetados foi de 12,5% (Severini et al., 1999).

A apresentacdo clinica permite uma identificagdo inicial, e exames
complementares como o exame do fundo de olho, ressonancia magnética nuclear
ou exames neurofisiolégicos, permitem o direcionamento para a solicitacao de
exames mais especificos e definitivos, tais como a medida da atividade enzimatica
especifica e o estudo molecular na familia portadora (Colombo et al., 2003).

Por ser uma doenga herdada de forma autossdémica recessiva, com
heterozigotos néo afetados, na Gangliosidose GM1 50% da atividade enzimatica
residual é suficiente para garantir o fenétipo normal (Jeyakumar et al., 2003)

Os diferentes fenotipos da gangliosidose GM1, com relagdo a idade de
manifestacdo e severidade do quadro clinico, levaram a subdivisdo em trés
diferentes tipos: (1) Gangliosidose GM1 Tipo 1 ou forma infantil, (2) Gangliosidose
GM1 Tipo 2 ou forma Juvenil e (3) Gangliosidose GM1 Tipo 3 ou forma adulta

(O'Brien et al., 1972)

1.4.2 GANGLIOSIDOSE GM1 TIPO 1 OU FORMA INFANTIL

A forma mais grave da gangliosidose GM1 & o tipo 1 ou forma infantil.
Clinicamente, o paciente tem feigcdes faciais grosseiras, com espessamentos dos
labios, depressdao da ponte nasal, orelhas grandes e de baixa implantacéao e
hipertrofia gengival. Nesta forma da doenga usualmente ja se verifica retardo no
desenvolvimento neurolégico e psicomotor (O'Brien, 1983; O'Brien, 1989; Suzuki

et al.,, 1995). Comumente, nos primeiros 6 meses o paciente desenvolve um
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quadro de esplenomegalia, muitas vezes associado a hepatomegalia (O'Brien,
1983).

Devido ao acUmulo secundario de queratan sulfato, os pacientes
apresentam deformidades 6sseas (Factor et al., 1978).

Apo6s o primeiro ano de vida comegam as complicagbes mais severas,
como convulsdes ténico-clonicas, respiragao dificil e irregular. Em torno de 16
meses o paciente ja se encontra em um quadro de paralisia cerebral,
apresentando cegueira e surdez, quadriplegia espastica e falta de resposta a
estimulos externos. Alteragdes cardiacas como coragao dilatado, cardiomiopatia e
ventriculos hipertroficos foram descritos por Rosemberg e colaboradores (1985),
Severini (1997). A morte costuma ocorrer nos primeiros anos de vida (Suzuki et

al., 1995).

1.4.3 GANGLIOSIDOSE GM1 TIPO 2 OU FORMA JUVENIL

A idade de inicio do quadro clinico é bastante variavel. Durante o primeiro
ano de vida o desenvolvimento psicomotor & normal, entretanto, logo apoés o
primeiro ano de vida, surge ataxia locomotora como primeiro sintoma. A
deterioragao mental e motora progride rapidamente, ocorre perda de socializagao
e letargia.

Assim como na forma infantil, as infecgbes pulmonares recorrentes séo
geralmente a causa de morte. A média de vida é de 3 a 10 anos de idade

(O'Brien, 1983; O'Brien, 1989; Suzuki et al., 1995).
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1.4.4 GANGLIOSIDOSE GM1 TIPO 3 OU FORMA ADULTA

Pacientes com Gangliosidose GM1 tipo 3 s@o diagnosticados geralmente
entre os 15 e 22 anos de idade. Os primeiros sintomas demonstrados sao
disartria cerebelar progressiva, levando a espasticidade e ataxia. A progressao
dos sintomas & lenta, mas a perda de funcao intelectual é evidente. Distonia é a
manifestacao neurologica mais visivel e aumenta gradualmente. A atividade da
enzima B-galactosidase é baixa, cerca de 10% da observada em controles
normais (Suzuki et al., 1995).

Na tabela 1, podemos comparar os principais sinais e sintomas das trés

formas clinicas da Gangliosidose GM1.
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Tabela 1: Resumo das caracteristicas clinicas da Gangliosidose GM1 modificado

de Suzuki e colaboradores, 1995.

Infantil Infantil Tardia/ Adulta
Sinais e Sintomas (Tipo 1) Juvenil (Tipo 2) (Tipo 3)
Inicio 0-6 meses 7 meses- 3 anos 3-30 anos
Duragéo < 2 anos 1- anos 10-30 anos
Comprometimento do SNC Generalizada Generalizada Localizada
Deficiéncia Mental e ++ +ou-
Comprometimento do SNP - - -
Alateragoes Musculares - - +ou -
Mancha vermelho-cereja + +ou - -
Hepatoesplenomegalia + + ou - -
Dismorfismo +ou - +ou - -
Alteracdes Osseas Generalizada  Generalizada Localizada
Deposito de Gangliosideo GM1 +++ ++ +
Excregao de Oligossacarideos +++ ++ +
Excrecao de Queratan Sulfato + + ND

+++ = grave ++=moderado + =brando -=ausente ND = nao determinado



15

1.4.5 ASPECTOS BIOQUIMICOS DA GANGLIOSIDOSE GM1

A B-galactosidase acida € uma hidrolase lisossdmica heterocatalitica que
tem a capacidade de clivar residuos galactosil terminais de varios
glicoconjugados: glicolipideos, oligossacarideos, queratan sulfato e especialmente
do Gangliosideo GM1 (O'Brien et al., 1972). Esta enzima & uma glicoproteina
sintetizada em uma forma precursora com peso molecular de 88 KDa que, apds
processamento, da origem a uma enzima madura com 64 KDa, contendo de 7,5 a
9% de carboidratos em sua estrutura (Frost et al., 1978). A forma madura da
enzima se da pela perda de uma porgdo C-terminal da proteina, o que equivale a
cerca de 12KDa (Okamura-Oho et al., 1996). O pH étimo de funcionamento da
enzima & de 4,2, sendo labil ao calor e ativada por ions cloreto (Ho & O'Brien,
1971).

Grande parte da enzima B-galactosidase é isolada sob a forma de
multimero, complexada com as enzimas neuraminidase e a proteina protetora
(Hoeksema et al., 1979; Norden et al., 1974; Hoogeveen et al., 1983; Yamamoto et
al., 1982. Pshezhetsky e colaboradores (1992) apontam algumas evidéncias
indicando que a multimerizacao resulta em uma maior atividade da enzima B-
galactosidase, entretanto, outros relatos discordam desta idéia (Sheibe et al,,
1990). A associagao da enzima p-galactosidase com a neuraminidase, as
protege de uma rapida degradacgao dentro do lisossomo (D'Azzo et al., 1982). Ja
a associagao da proteina protetora com a B-galactosidase auxilia o percurso desta

em diregéo aos lisossomos (Morreau et al., 1992).



Alguns estudos mostram que as trés enzimas que formam o complexo
multienzimatico sdo codificadas por trés genes diferentes (Hoeksema et al., 1979;
Hoogeveen et al., 1980).

A agdo das enzimas lisossomicas, devido a sua especificidade, é calcada
na associagdo com “ativadores” protéicos. Para a B-galactosidase, o ativador
denomina-se saposina (SAP-1) que atua como um detergente natural facilitando a
interagdo da enzima com os substratos do tipo gangliosideo, insoliveis em agua
(Li & Li, 1976; Wenger & Inui, 1984; O'Brien et al., 1988). Sabe-se que na doenga
de Morquio B a SAP-1 ativa a enzima B-galactosidase, fazendo com que esta
hidrolise o gangliosidec GM1, mas ndo o queratan sulfato, que & o substrato
preferencialmente acumulado na doenga de Marquio tipo B.

O gangliosideo GM1 & o principal sialogangliosideo de membrana neuronal
gue, entre outras fungdes, modula a homeostasia do célcio (Tessitore et al., 2004).
Este monosialogangliosideo constitui 20% dos gangliosideos do cérebro normal,

elevando-se para 80% a 90% na gangliosidose GM1 (Colombo et al., 2003).
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1.4.6 ASPECTOS MOLECULARES

O gene da enzima B-galactosidase esta localizado no brago curto do
cromossomo 3 (Sips, 1985), apresentando 16 exons distribuidos em 62,5 Kb. Os
exons apresentam tamanhos que variam de 41 pb a 300 pb.

Trés grupos de pesquisadores, de forma independente, clonaram,
caracterizaram e expressaram a seqiiéncia de cDNA da enzima humana (Oshima
et al., 1988; Morreau et al., 1989, Yamamoto et al., 1990). A seqgliéncia contém
uma regido codificante de 2031 pb que da origem a uma proteina de 677
aminoacidos. Além disso, apresenta uma seqliéncia sinalizadora (peptidio sinal)
de 23 aminoacidos e 7 sitios potenciais de glicolisagdo por molécula.

A seqliéncia promotora do gene da B-galactosidase apresenta caracteristica
do tipo housekeeping, com regides ricas em CG. Nesta regiao foi encontrada a
seqiléncia convencional de promotores (TATA Box)(Morreau et al., 1991).

Aproximadamente 50 mutagdes no gene da B-galactosidase estao descritas

na literatura (hitp://uwemmlis.ac.uk/uwem/mal/search/119987.himl), trés séo

mutacdes de sitio de splicing, duas sao duplicagées, trés sao insercdes que levam
a alteragdo no quadro de leitura e duas determinam o término prematuro da
cadeia. As demais mutacbes descritas ao longo deste gene sao do tipo sentido
trocado (missense). A caracterizagdo do gene mostra que 77,5% das mutacoes

identificadas estéo localizadas nos exons 2, 3, 6, 8, 14, 15 e 16 (figura 2).
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As mutacdes de substituigdo de nucleotideos sdo as mais descritas (Tabela 2)
(Nishimoto et al., 1991; Yoshida et al., 1991; Oshima et al., 1991 Silva et al,,

1999).

f
PIRREEET G

R49C

51T
S52P
T82M
Y83H “W273L R457Ter
Y8180 R457Q
G123R N318H Capsl oG
Ly R121S T500A
REQH | N484K “W509C

D491N K578R

Figura 2: Mutagdes no gene da B-galactosidase (Callahan, 1999)

Algumas mutagdes sdo consideradas de maior relevancia no Brasil pois
perfazem 60% do gendtipo de individuos analisados no Servico de Genética
Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre: a mutacdo R59H (Morrone et al.,
1997) e a 1622-1627 insG. (Silva et al., 1999). Uma analise populacional com a
identificacdo destas duas mutagdes em 390 doadores de sangue do Banco de
sangue do HCPA confirmou a frequéncia estimada de portadores na populagao
em 1:67, valor semelhante ao encontrado em nosso meio para Fenilcetonuria

(Baiotto, 2001).
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Tabela 2: Mutacdes de ponto no Gene da B-galactosidase acida Humana

Alteragdo no | Mudanga do | Numero do
Mutagdo Cédon Aminoécido Codon Fenotipo Referéncia
R121H AGGc-AGT Arg-Ser 121 Gangliosidose GM1 Silva (1899}
Q123R cGGG-AGG Gly-Arg 123 Gangliosidose GM1 -infantil Yoshida (1891}
R148S cCGC-AGC Arg-Ser 148 Gangliosidose GM1 Marrone (2000}
D151Y cGAC-TAC Asp-Tyr 151 Gangliosidose GM1 Georgiou (2004}
R201H CGC-CAC Arg-His 201 Gangliosidose GM1 - adulta  [Kaye (1897} |
R201C gCGC-TGC Arg-Cys 201 Gangliosidose GM1 - juvenil Yoshida (1891)
R208C t{CGC-TGC Arg-Cys 208 Gangliosidose GM1 - infantil Boustany (1893)
D214Y {GAT-TAT Asp-Tyr 214 Gangliosidose GM1 Maorrone (2000)
V216A GTT-GCT Val-Ala 216 Gangliosidose GM1 Morrone (2000}
V240M gGTG-ATG Val-Met 240 Gangliosidose GM1 Silva {1999}
P263S aCCC-TCC Pro-Ser 263 Gangliosidose GM1 - adulta Morrone (2000)
N266S AAT-AGT Asn-Ser 266 Gangliosidose GM1 - adulta Kaye (1897
Y270D cTAT-GAT Tyr-Asp 270 Morquio B Paschke (2001}
W273L TGG-TTG Trp-Leu 273 Morquio B Oshima (1891) |
H281Y ICAC-TAC His-Tyr 281 Neuronal affection Paschke (2001}
Y316C TAT-TGT Tyr-Cys 316 Gangliosidose GM1 - infantil Yoshida (1991}
D332N cGAC-AAC Asp-Asn 332 Gangliosidose GM1 Zhang (2000)
R351X gCGA-TGA Arg-Term 351 Gangliosidose GM1 Hiniek (2000}
G408P CAG-CCG GIn-Pro 408 Morquio B Paschke (2001)
G438Q GGA-GAA Gly-Glu 438 Morgquio B Hinek (2000}
R457Q CGA-CAA Arg-Gln 457 Gangliosidose GM1 - adulta Yoshida (1991}
R457X gCGA-TGA Arg-Term 457 Gangliosidose GM1 - infantil Nishimoto (1991}
R482C aCGT-TGT Arg-Cys 482 Morquio B Ishii (1985)
R482H CGT-CAT Arg-His 482 Morguio B e GM1 infantil Oshima (1991)
R49C tCGC-TGC Arg-Cys 49 Gangliosidose GM1 - infantil Nishimoto (1991)
D491N cGAT-AAT Asp-Asn 491 Gangliosidose GM1 Silva (1999)
G484C qGGT-TGT Gly-Cys 494 Gangliosidose GM1 - infantil Oshima (1991)
T500A gACT-GCT Thr-Ala 500 Morquio B Hinek (2000}
W508C TGGa-TGT Trp-Cys 509 Morquio B Oshima (1991}
I51T ATC-ACC lle-Thr 51 Gangliosidose GM1-Adulta Yoshida (1891}
Y57X TACH-TAG Tyr-Term 57 Gangliosidose GM1 Georgiou (2004)
K578R AAG-AGG Lys-Arg 578 Gangliosidose GM1 Boustany (1993) |
G579D GGC-GAC Gly-Asp 579 Gangliosidose GM1 Morrone (2000} :
R59H CGT-CAT Arg-His 59 Gangliosidose GM1 - infantil Silva (1893}
R590H CGC-CAC Arg-His 590 Gangliosidose GM1 - juvenil Boustany (1883)
Y591N cTAT-AAT Tyr-Asn 591 Gangliosidose GM1 - infantil Morrone (2000)
Y591C TAT-TGT Tyr-Cys 591 Gangliosidose GM1 - infantil Morrone (2000}
EG32G GAA-GGA Glu-Gly 632 Gangliosidose GM1 - juvenil Boustany (1893}
RE8W cCGG-TGG Arg-Trp 68 Gangliosidose GM1 Caciotif (2003)
T82M ACG-ATG Thr-Met 82 Gangliosidose GM1 - adulta Chakraborty (1994)
Y83H gTAT-CAT Tyr-His 83 Morquio B Ishii {1985)
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1.4.7 DIAGNOSTICO

O diagnostico da Gangliosidose GM1 inicia-se com uma detalhada
avaliagao clinica, a partir do momento em que o paciente comega a apresentar
manifestagées neuroldgicas, como retardo no desenvolvimento neuromotor.
Subseglientemente, deve-se avaliar os seguintes exames laboratoriais:
cromatografia de oligossacarideos, sialoligossacarideos e mucopolissacarideos na
urina e ensaio enzimatico para a enzima B-galactosidase em leucécitos ou
fibroblastos (Callaha, 1999).

Exames laboratoriais complementares podem ser realizados em
associagao, tais como: avaliagdo da presenca de linfocitos vacuolados no sangue,
niveis de gangliosideo GM1 mais elevados no liquor em relagdo aos controles,
eletrocardiografia/ecocardiografia e eletroencefalografia (Severi et al., 1971;
Suzuki et al., 1995)

O diagnéstico pré-natal pode ser realizado através da medida da atividade
enzimatica em amnidcitos cultivados ou em vilosidades coridnicas. Individuos
heterozigotos podem ser detectados por apresentar cerca de 50% da atividade

enzimatica normal em fibroblastos (Singer et al., 1972; Sopelsa et al., 2000).



21

1.4.8 TRATAMENTO

A terapia de reposicdo enzimatica tem se mostrado eficiente para o
tratamento de pacientes com Mucopolisacaridose, Doenga de Gaucher, Doencga
de Fabry e estd em processo de desenvolvimento para outras DLs. Entretanto,
para a Gangliosidose GM1, a necessidade de uma grande quantidade de enzima
e com alto grau de pureza tem dificultado a realizagdo desta pratica. Alem disso, a
dificuldade da molécula de atravessar a barreira hematoencefalica diminui ainda
mais as chances de éxito da terapia (Colombo et al., 2003; Cheng e Smith, 2003).

Alguns resultados satisfatérios tem sido relatados com transplantes de
medula 6ssea em pacientes com Mucopolissacaridoses do tipo |, Il e VI e em
pacientes com doencga de Gaucher Tipo | (Salveti e Danos, 1995). O Transplante
de medula ja foi realizado em modelos animais para Gangliosidose GM1, porém
com resultados insatisfatérios (O'Brien et al., 1989).

Estudos experimentais de transferéncia génica utilizando vetores retrovirais
foram capazes de promover in vitro (fibroblastos de pacientes com Gangliosidose
GM1) e in vivo (cérebro de camundongos knockout) a corregdo da deficiéncia da
3-gal (Sena-Esteves et al., 2000).

Em 2003, Matsuda e colaboradores sintetizaram uma chaperona quimica
para o tratamento da Gangliosidose GM1, molécula esta que esta envolvida na
protegao da enzima mutante até a sua entrada no lisossomo, tornando-a estavel e
funcional.

Entretanto, até o presente momento, ndo ha um tratamento efetivo para a

gangliosidose GM1, nem para as outras DLs com envolvimento no SNC. As
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medidas terapéuticas oferecidas a esses pacientes ndo tem sido capazes de

assegurar a qualidade de vida, nem de prolongar o tempo de sobrevivéncia.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho faz parte de um estudo muldisciplinar e foi baseado

nos seguintes objetivos:

A. Padronizar a técnica de SSCP para a triagem de mutagoes em pacientes

com gangliosidose GM1;

B. Realizar a triagem de mutagdes empregando o método de SSCP
(Polimorfismo Conformacional de Fita Simples de DNA) e avaliar o mesmo

como metodologia;

C. Caracterizar, em nivel molecular, as alteragdes presentes no gene da
B-galactosidase acida de pacientes com Gangliosidose GM1, visando

contribuir para a o diagnéstico molecular.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 PACIENTES

Foram utilizados para este estudo, 20 pacientes com Gangliosidose GM1,
diagnosticados no Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. O diagnéstico foi baseado na anamnese clinica e medica da atividade

residual da enzima B-galactosidase em leucdcitos e/ou fibroblastos.

3.2 PREPARAGAO DO DNA E AMPLIFICAGAO - REAGAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR)

O DNA foi extraido de 5-10 mL de sangue periférico utilizando para isso o
método descrito por Miller e colaboradores (1988). A amplificagao foi realizada de
acordo com a reagao em cadeia da polimerase: 100ng DNA gendmico /100 pmol
por cada primer, 1,25 mM dNTP, 2,5 mM MgCI2, 10 mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM
KCI, 2,5U Taq DNA Polimerase. Os primers utilizados estdo listados na tabela 3.
A amplificagao dos fragmentos foi realizada primeiramente com 5 minutos, 94°C
para desnaturagdo, seguido de 39 ciclos: desnaturagdo = 30 seg a 94°C;
anelamento = 45 seg ; extensdo = 72°C por 30 seg. Este processo foi seguido de

uma extensao final de 10 min a 72°C.



Tabela 3: Oligonucleotideos (primers) utilizados nas Reagtes de PCR (Baiotto et al., 2001)
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EXON SENSE ANTISENSE TAMANHO
5'=>»3! 3->5 PCR (bp)
1 TCATGCCGGGGTTCCTGGTTCGC GGGTCCCGCAGACTTACGCGC 94
2 GAATTCAAGGTGGAAGTTCTCATGTG CAATTCTGTTCAGGCCTAGGTGAGA 261
3 CTGCCAAGTATCCAGGAAGGGG CACACACCAGGTAGAGCCCAGTC 227
4 TAATGGCTTGTTTTCCCTGA TTCTCAAGACATCTGTAACAACCTA 111
5 AGCTTGTGTTAAACTTTTCTTGT GAATCCATGCTCAACTCCAG 153
6 TTCCCTGCTCTTTTTTCACTCACAG CTGCAATTTCTGTTACTACAAACACC 235
7 CCTTCTCCCTCTTACAATTTTCAGG CACACCTCACCCTCGATTCTTAC 107
Be9 ATAAGTCTATCCTAAGGGCTACGTTC ATTAAAGTGCTCTTACCATTCCAAT 303
10 CACCATCAGTAATAACTAGTGGCAC CACCCACCACAGCTCATACA 185
11 TTCTCTCTTTTTCTACTCTGGTTT AAAGTTTCTGTTATTTITTITITTICTTA 130
12 GTGTGTGAATGCTGCTTTTGTTT GAAAAAAGGCGAGGCATTACC 155
13 TTTTTCTTAAATCCTTTTCTAACCA ACGCACAGTTCAGAGACGATT 166
14 TGTCATTTTGGTCTTGAACCCC TTAAACCTTAGTCTTGACAGTGTGGT 192
15 GAATTCCCTCCCCAGCTCACTGTG GAATTCAAACCCTTCCCATGAAGAC 328
16 CATCTGGGGTTGATGGTTCTCTG CTCAAAGACACAGGCTTTCATCA 367

Para o presente trabalho foram amplificados os exons (2, 3, 6, 7, 8/9, 10,

12, 14, 15 e 16) sob temperatura de anelamento de 65°C e os exons (1, 4, 5, 11 e

13) sob a temperatura de anelamento de 58° C. A verficagdo dos produtos da

PCR foi realizada através de eletroforese em gel de agarose 1,5% com brometo

de etidio e visualizada em transiluminador com luz ultravioleta (UV) (Baiotto et al

2001).

3.3 POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE FITA SIMPLES (SSCP)

A analise em SSCP foi realizada com a finalidade de identificar fragmentos

de DNA contendo substituicdes de bases. Aliquotas de 8 pl do produto da PCR

foram misturados com 4 pl de corante (95% formamida, 10 mM NaOH, 0,25% azul

de bromophenol, 0,25% xylene cyanol) e submetidos a uma desnaturagéo a 94°C
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por 5 min em termociclador. Depois de desnaturadas as amostras foram
colocadas imediatamente a 0°C. Trés condigbes de migragéo foram testadas: (1)
Migragao em gel 10 x 10 cm de poliacrilamida 8% com TBE 1x sob a voltagem de
50V, 300mA durante uma hora e frinta minutos; (2) Migracao em gel 10 x 10 cm
de poliacrilamida 12% com TBE 1x sob a voltagem de 50V, 300mA durante duas
horas e vinte minutos; (3 Migracdo em gel 10 x 10 cm de poliacrilamida 12% com
TBE 1x sob a voltagem de 50V, 300mA durante uma hora. Depois da eletroforese
os produtos foram detectados no gel usando o método de coloragdo com prata

descrito por Orita e colaboradores (1989).

3.4 SEQUENCIAMENTO AUTOMATIZADO

O produto do PCR dos exons 2 e 15 foi seqlienciado no segilienciador
automatico (ABI-PRISM 310) utilizando os mesmos primers para a reagao de PCR
convencional. A amplificagdo para segienciamento automatizado foi realizada
com o BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer
Applied Biosystems, Foster City, CA). Para esta reagao foi utilizado 35 ng do
produto de PCR purificado, 1,0 pymol de iniciador sense ou anti-sense, 1,0 ul da
solucdo Terminator Ready Reaction Mix do BigDye e &gua destilada estéril
(volume final 10 pl). A reagao, distribuida em placa prépria para sequenciamento,

foi protegida da luz com papel de aluminio. Em termociclador automatico as
amostras foram submetidas a uma desnaturagéo inicial a 96°C por 2 minutos e 30

ciclos, com as seguintes temperaturas e tempos: desnaturacédo a 96 C por 10
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segundos, anelamento a 57°C por 5 segundos e extensao a SOOC por 4 minutos. O
produto desta nova reacao de PCR foi submetido a purificagao: 2ul de acetato de
amoénio 7,5M e 50ul de etanol absoluto foram adicionados aos 10 pl da reagao,
com posterior homogeneizagdo. Apds incubagdo por 15 minutos em temperatura
ambiente protegido da luz, o tubo foi centrifugado a 13.000 rpm, em temperatura
ambiente por 30 minutos. O sobrenadante foi removido com o uso de pipeta de
200 pl e a seguir foi adicionado 100ul de etanol 70%. Posteriormente o material foi
centrifugado a 13.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado com a
pipeta de 200 pl com cuidado para ndo remover o precipitado. Para completa
remogao do etanol, a placa foi aguecida em termobloco a 65°C de 30 a 40 minutos
para a secagem do tubo. O produto da purificagdo foi armazenado a -20°C,
protegido da luz com papel aluminio até a eletroforese.

Para a eletroforese, adicionou-se 10ul de loading buffer, uma solugao de
formamida (Invitrogen). As amostras foram homogeneizadas, desnaturadas a
95°C por 5 minutos e colocadas em gelo e, a seguir, foram aplicadas no
seglenciador automatico (ABl Prism 310 DNA Sequencer). A analise dos
cromatogramas foi feita de forma visual, comparando-se a seqiiéncia gerada pelo
fragmento derivado da reagao de sequenciamento com a seqiiéncia descrita na
literatura. Este procedimento possibilitou a identificagéo de 5 mutagdes ainda nao

descritas na literatura.



4. RESULTADOS

O DNA gendémico (DNA) de 20 pacientes foi extraido amplificado
usando primers especificos para cada um dos exons estudados do gene da -
galactosidase. A figura 3 mostra um gel de agarose com o produto de PCR de

alguns dos diferentes exons amplificados.

Figura 3

M2 3 45 0

Figura 3: Analise do produto da PCR em gel de agarose 1,5%. Canaleta M:
Marcador de peso molecular. Canaleta 1: PCR exon 2. Canaleta 2: PCR exon 3.
Canaleta 3: PCR exon 6. Canaleta 4: PCR exon 8/9. Canaleta 5: PCR exon 14.
Canaleta 6: PCR exon 15. Canaleta 7: PCR exon 16.

Depois de amplificado, o produto de PCR serviu de amostra para a
realizagcao do método de SSCP que ficou padronizado da seguinte maneira: Trés

condicées de migragdo foram estabelecidas: (1) exons 1, 2, 3, 6, 8/9 e 16
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migraram em gel 10 x 10 cm de poliacrilamida 8% com TBE 1x sob a voltagem de
50V, 300mA durante uma hora e trinta minutos; (2) exons 4, 5, 10, 11, 12, 13, 14
e 15 migraram em gel 10 x 10 cm de poliacrilamida 12% com TBE 1x sob a
voltagem de 50V, 300mA durante duas horas e vinte minutos; (3) exon 7 migrou
em gel 10 x 10 cm de poliacrilamida 12% com TBE 1x sob a voltagem de 50V,
300mA durante uma hora. A figura 4 mostra os dados de padronizagao do SSCP

para os diferentes exons.

Gel 1 Gel 2 Gel 3

3. 23 4 & @ 7 8 910 1112 13 14 15

H

Figura 4: Padronizacao de SSCP: Gel 1: gel 10 x 10 cm de poliacrilamida 8% (1h e
30 min); Gel 2: gel 10 x 10 cm de poliacrilamida 12% (2h e 20 min); Gel 3: gel 10 x 10
cm de poliacrilamida 12% (1 hora). Em todas as condi¢cdes a migracao foi realizada
com TBE 1x sob a voltagem de 50V, 300mA. Canaleta 1: Exon 2; Canaleta 2: Exon 3;
Canaleta 3: Exon 6; Canaleta 4: Exon 1; Canaleta 5: Exon8/9; Canaleta 6: Exon 16;
Canaleta 7: Exon 4; Canaleta 8: Exon 5; Canaleta 9: Exon 10; Canaleta 10: Exon 11;
Canaleta 11: Exon 12; Canaleta 12: Exon 13; Canaleta 13: Exon 14; Canaleta 14:
Exon 15; Canaleta 15: Exon 7
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Este estudo, gque tem como objetivo realizar uma triagem de novas
mutagées, analisou o perfil de mobilidade da fita simples de DNA (SSCP) a partir
do produto da PCR previamente amplificado e verificado em gel de agarose 1,5%.
As amostras que apresentaram perfil de migracédo de DNA fita simples alterado em
relagdo ao controle normal foram consideradas passiveis de conter mutacoes e
foram seqgiienciadas em seqtienciador automatico ABI 310.

Apo6s realizar a padronizagado do método de SSCP (Polimorfismo
Conformacional de Fita Simples de DNA) as amostras foram agrupadas por exon
e submetidas a analise do perfil de migragao de DNA fita simples em gel de
Poliacrilamida. Quatro pacientes apresentaram mais de quatro exons alterados,
quatro pacientes apresentaram dois exons alterados, cinco pacientes
apresentaram firés exons alterados, cinco pacientes apresentaram somente um
exon alterado e dois pacientes ndo apresentaram nenhum exon contendo
alteracao de mobilidade de DNA fita simples. A tabela 4 resume o nimero de

alteragdes encontradas por paciente.
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Tabela 4: Analise das alteragdes de migragéo da fita simples de DNA em gel de
Poliacrilamida nos diferentes exons por paciente

Paciente Exons Alterados
1 2,4,10,12,14,15,16
2 2,15
3 2,10,15
4 0
5 2,3,6,8e9,14,15
6 2,6,10,11,12,14
7 4,15
8 T
9 2,15
10 2.5.15
11 15
12 4
13 24,15
14 15
15 2,410
16 5,14,15
17 6,7,10,14
18 415
19 0
20 2

Conforme a tabela 5, sob as condigbes de SSCP utilizadas, nao foram
identificadas alteragdes de migracao de fita simples de DNA no exon 1, entretanto
foram encontradas 9 padrées de migragdo no exon 2, 1 alteragdo no exon 3, 6
alteracoes no exon 4, 2 alteragdes no exon 5, 3 padrao alterado no exon 6, 2
padroes alterados no exon 7, 2 alteragbes no exon 8/9, 3 alteracdes no exon 10, 3
alteragbes no exon 11, 2 alteracdes no exon 12, nenhuma alteragao no exon 13, 6
alteragbes no exon 14, 12 alteragbes no exon 15 e 2 alteragbes no exon 16,

totalizando 53 alteragdes de perfil de mobilidade da fita simples de DNA em gel de
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poliacrilamida, que serve como um forte indicativo de alteragao molecular nestes

genomas.

Tabela 5: Alteragdes de migragao da fita simples de DNA — SSCP em cada exon na
populagao estudada.

EXON NUMERO DE ALTERAGOES

—
olx|Njo|a|s|win

11
12
13
14
15
16
TOTAL

ginvRlo|ov|w|w v iv|w|vo|—|o|lo

No exon 2, onde se encontra uma das duas mutagdes mais fregiientes no
Sul do Brasil — R59H (Silva et al., 1999), as amostras relativas aos pacientes 2,
3 e 13 apresentaram um perfil de migracao no SSCP muito semelhante ao padréo
heterozigoto para a mutagdo R59H. Ja o paciente 6 apresentou uma migragao
bastante semelhante ao controle homozigoto para essa mutagdo. Estas

comparagOes sugerem um provavel genotipo para este paciente (figura 5).
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EXON 2

Figura 5: SSCP do EXON 2: Canaletas 2: controle heterozigoto R59H.
Canaleta 1 e 11: migracao semelhante a canaleta 2. Canaletas 5: Controle
Homozigoto R59H. Canaleta 6: migracdo semelhante a canaleta 5.
Canaletas 3,7,8,9,10,12,13,14 : Sem alteragdes de migracao neste exon.
Canaleta 4: mobilidade alterada.

Na figura 6, podemos observar o gel de poliacrilamida relativo ao exon 15,
onde se encontra a outra mutagdo mais freqiente no sul do Brasil — 1622-
1627insG (Silva et al., 1999). Nesta figura notamos que o perfil de migracao do

DNA fita simples na canaleta 9 (paciente 2) é muito semelhante ao perfil de

migragdo do controle heterozigoto para a mutagdo 1627insG (canaleta 10),
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indicando um possivel diagnostico molecular para este paciente. Assim como o
paciente 2, os pacientes 3, 9, 10, 11, 13, 15 e 18 também apresentaram uma
mobilidade em gel de poliacrilamida semelhante ao padrao obtido pela migragao
da fita simples de DNA de um paciente heterozigoto para 1627insG, sugerindo que

a enfermidade provavelmente tenha se desenvolvido devido a este gendtipo.

EXON 15

9 10 11 12 13 14 15

Figura 6: SSCP do EXON 15: Canaletas 1,2,4 (pacientes 5, 7 e 14): migracao
diferenciada das demais. Canaleta 3: controle normal para este exon. Canaleta
10: Controle heterozigoto para 1627 insG. Canaleta 9 (paciente 2): migracao
semelhante a canaleta 10. Canaletas 13 e 14 (pacientes 1 e 16): migracao
diferenciada. Canaletas 5,6,7,8,11,12,15 (pacientes 4,6,8,12,15,17,19): nao
apresentam alteragdes de migragao neste exon.

identificar 5 novas mutagoes (Tabela 6) e confirmar duas mutagdes ja descritas na
literatura (R59H e 1622-1627insG). Foram seqgiienciadas 9 amostras relativas ao

exon 2 e 5 amostras relativas ao exon 15.
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Tabela 6: Alteragéo provocada no DNA gendmico dos pacientes cujas 5 novas
mutagdes foram identificadas.

PACIENTE| ALTERAGAO CAUSADA NO DNA MUTACAO
5 TTC —> TAC FB3Y
9 CGG —>GGG R38G
10 TAT -> TCT Y36S
15 TAC -->TTC Y64F
20 CGT —>TGT R59C

O presente estudo possibilitou a identificacdo de 5 novas mutagdes, a
genotipagem completa de 6 pacientes e a genotipagem parcial de 5 pacientes
com gangliosidose GM1 (Tabela 7). O paciente 5 foi genotipado com a mutagao
F63Y, o paciente 9 com a mutag@o R38G , o paciente 10 com a Y36S, o paciente

15 com a YB4F e o paciente 20 com a mutagao R59C (Figura 7).
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Tabela 7: Status de investigagao do gendétipo dos 15 pacientes: Antes e Depois do
presente trabalho.

PACIENTE ANTES DEPOIS

Alteragdo em SSCP nos exons
1 - 2,4,10,12,14,15,16
2 - Genotipado: R59H/1627 insG
3 - Genotipado: R59H/1627 insG
4 B 3

Mutacao Nova: Heterozigoto F63Y e
5 - alteracao nos exons 2,3,6,8e9,14,15
) - Genotipado: R59H/R59H
7 - Alteracdo em SSCP nos exons 4,15
8 - Alteracdo em SSCP no exon 7
9 - Genotipado: R38G/1627insG
10 - Genotipado: Y36S/1627insG
11 - Heterozigoto 1627insG
12 - Aleteracdo em SSCP no exon 4
13 - Genotipado: R59H/1627 insG
14 - Alteracdo em SSCP no exon 15
Heterozigoto Y64F e alteracdo em SSCP
15 - nos exons 2,4,10
16 - Alteracdo em SSCP nos exons 5,14,15
17 - Alteracao em SSCP nos exons 6,7,10,14
Heterozigoto 1627insG e alteragdo nos

18 - exons 4,15
19 - -
20 - Heterozigoto R59C
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Figura 7: Cromatograma das cinco mutagdes novas identificadas. F63Y, R38G, Y36S,
Y64F e R59C. a seta ("' ) indica o local onde houve a mutagao em um dos alelos.
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5 DISCUSSAO

A Técnica de SSCP tornou-se um método facil e pratico de detecgéo de
novas mutagdes devido a sua boa sensibilidade. O método baseia-se na
suposicao de que uma alteracdo na seqiéncia de nucleotideos causada por uma
mutagdo afetaria a conformagdo da fita simples de DNA, resultando em uma
mobilidade eletroforética alterada. Como as modificagbes causadas por uma
mutagao na conformacao e no comportamento eletroforético da fita simples sao
imprevisiveis, alguns fatores podem ser experimentalmente modificados para
aumentar a sensibilidade da técnica, tais como: tamanho da seqiéncia de DNA,
temperatura, forga idnica, pH e propriedades do gel (Jordanova et al., 1997)

A sensibilidade do SSCP tem revelado taxas de detecgdo de mutacées que
variam entre 30 e 90% (Orita et al., 1989; Michaud et al., 1992; Sheffield et al.,
1993; Ravnik-Glavac et al., 1994) Estudos mostram que a sensibilidade do PCR-
SSCP é inversamente proporcional ao tamanho do fragmento de DNA analisado.
Os maiores indices sao obtidos para fragmentos com tamanho entre 150 e 200 pb
e/ou diferentes condigbes eletroforéticas (Sheffield et al., 1993; Jordanova et al.,
1997).

A analise do perfil eletroforético da fita simples de DNA (SSCP), mostrou-se
eficiente neste estudo, visto que foram encontradas 52 alteragdes de mobilidade
na populagao estudada.

A analise conformacional de polimorfismos de fita simples (SSCP) foi
realizada ‘a temperatura ambiente. Como a temperatura € um parametro que influi

na sensibilidade do método (Jordanova et. al.,, 1997), a simples modificagdo da
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temperatura para 4° C poderia gerar perfis de migracdo completamente diferentes,
elucidando ou nao as mutagoes presentes no exon avaliado.

Em alguns casos, como os descritos por Matte et al, (2003), a realizagao de
SSCP em todos os exons do gene da enzima em estudo nao é suficiente para
localizar novas mutagdes. O sequenciamento de todo o gene da enzima acaba
sendo necessario. Provavelmente este & o caso dos pacientes 4 e 19 que nao
apresentaram alteragdes de migragado de DNA fita simples para nenhum dos 16
exons estudados. Nos exons 2, cuja confirmagéo foi realizada por sequenciamento
direto das nove alteragdes encontradas pelo SSCP, sete correspondiam a
mutagGes patogénicas e duas eram normais para a regido investigada. Estes
dados sugerem uma sensibilidade de detecao do método de 80%. Entretanto
estes dados podem estar sendo mascarados por mutagdes intronicas ou muito
proxima aos primers de amplificagcdo do exon, o que elevaria esta sensibilidade.

Devido a dificuldade no uso do equipamento para realizagdo do
sequenciamento automatico, foram realizados sequenciamentos somente dos
exons cuja freqliéncia de mutagoes & mais alta. No exon 2 foram seqiienciados as
nove amostras cujos perfis de alteragdo em SSCP estavam presentes, ja no exon
15 foram seqglienciados seis amostras de um total de doze.

As cinco novas mutagdes com troca de sentido descritas no presente
trabalho FB3Y, R38G, Y36S, Y64F e R59C assim como a mutagdo R59H
(mutagdo de alta fregliéncia) afetaram aminoacidos que s&o altamente
conservados, quando comparados com as sequéncias da [B-galactosidase em
gatos (GeneBank, AF006749), camundongos (Namba et al., 1990) e caes (Arhern-

Rindell et al., 1996). Assim, podemos presumir que tais residuos sejam
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funcionalmente importantes para que a enzima desempenhe seu papel hidrolitico
adequadamente (figura 8).

A analise dos dados mostra que o exon 2 e 15 foram os que apresentaram
o maior numero de alteragcbes de migracdo de DNA fita simples (9 e 12
respectivamente). No exon 2 foram identificadas 5 novas muta¢des e no exon 15
identificada a mutagdo com maior freqiiéncia no estado (1627insG)

Grande parte das mutagdes patologicas descritas até hoje encontram-se
principalmente nos exons 2, 3, 14 e 15. Boustany e colaboadores(1993) e Silva e
colaboradores al., (1999) sugeriram que estas regides seriam responsaveis pela

parte catalitica e/ou regulatéria da proteina Beta-galactosidase acida.

39 63
B-galHum1: RYISGSIHYSRVPRFYWKDRLLKMKMAGLNAIQTYVPWNFHEPWPGQYQ
B-galHum2: RYISGSIHYSRVPRFYWKDRLLKMKMAGLNAIQTYVPWNFHEPWPGQYQ
B-galGato : RYISGSIHYFRVPRFYWKDRLLKMKMAGLNAIQTYVPWNFHEPQPGQYQ
p-galCamu: RYISGSIHYFRI| PRFYE KDRLLKMKMAGLNAIQMYVPWNFHEPQPGQYE
B-galcach : RYISGSIHYSHVPRFYWKDRLLKMKMAGLNAIQTYVPWNFHEPQPGQYQ
64

36
B-galHum1: ~ MPGFLVRILLLLLVLLLLGPTRGLRNATQRMFEIDYSRDSWFLKDGQPF
B-galHum2: ~ MPGFLVRILPLLLVLLLLGPTRGLRNATQRMFEIDYSRDSWFLKDGQPF
B-galGato :MDFPGAARLLSLLLVPLLLGPARGLRNASQRTFKIDYGHNRFLKDGQPF
B-galCamu: MLRVPLCTPLPLLALLQLLGAAHGIYNVTQRTFKLDYSRDRFLKDGQPF
B-galcach : NASQRTFT | DYSHNRFLKDG -PF
38

Figura 8: Comparagao da seqiliéncia de aminoacidos da B-galactosidase acida em
diferentes espécies. (Baiotto, 2001)

A outra alteracdo encontrada neste estudo (1622-1627insG) causa
mudancas na fase de leitura da seqliéncia da B-galactosidase, levando a uma
terminacdo prematura da cadeia polipeptidica. Mutagdes como estas séo

necessariamente consideradas causadoras da doenga, visto que ha um
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encurtamento da cadeia polipeptidica da proteina devido a geragéo de codons de
terminagdo no RNA mensageiro. No caso da mutagdo 1622-1627insG, assim
como nas mutagdes 641insT e 896insC (Silva et al., 1999) a inser¢ao ocorre em
regides repetidas. Este fato pode ser explicado através do modelo de “pareamento
errdneo por delise” ou “slipped mispairing”, proposto por Cooper e Krawczak
(1991).

As fregliéncias das mutagbes de troca de sentido causando doengas
genéticas tem um carater ndo randdmico. Em nivel de DNA este carater tem sido
atribuido as variagbes do local onde as mutagdes ocorrem, por exemplo da
presenca ou auséncia de CpG dinucleotideos. A metilagdo do DNA no residuo de
citosina de dinucleotideos CpG produz 5-metilcitosina, que resulta em uma
mudanga de citosina para timina por uma desaminagcdo mediada por uma
metilagdo. A metilagdo em regies CpG tem importante papel na etiologia de
doengas genéticas e atualmente é sugerido que 10 a 60% das mutagdes de ponto
sejam causadas pelas transicdes mediadas por metilagdo CpG (Antonarakis et.
al.,2001; Krawczak et al., 1998). No caso da mutagdo R59C assim como a R59H,
a seqgliéncia do RNA mensageiro € CCCG e pode estar relacionada diretamente
com a alta incidéncia de mutagdes neste sitio. Nas mutagdes R38G, Y36S, Y64F,
FB3Y, as regides flanqueadoras do codon mutante também sao constituiidas por
repeticoes de CG.

Em celulas normais, quando a enzima [-galactosidase chega ao
compartimento endossomo-lisossomo, se associa com a Neuraminidase, proteina
protetora Catepsina A e N-acetilglucosamina 6-sulfato sulfatase para formar um

complexo estavel responsavel pela degradacdo de Gangliosideo GM1 e de



42

Keratan Sulfato. A formacéo deste complexo é absolutamente essencial para que
a enzima B-galactosidase tenha uma estabilidade e para que consiga sofrer todas
as modificagbes pos-traducionais (Pshezhetsky et al.1996). A presenca de uma
mutagdo na enzima B-galactosidase reduz de forma dramatica a interacédo desta
com o complexo de degradagdo. Em mutagdes pontuais, como & o caso das
mutagdes relatadas (F63Y, R38G, Y36S, Y64F e R59C) a gravidade da doenca
pode estar relacionada com a alteragao provocada pela troca de caracteisticas do
aminoacido inserido em virtude da mutagdo. No caso da mutagdo R59C, a troca
de um aminoacido hidrofilico, com um grupamento lateral carregado positivamente
(Arginina) por um aminoacido com caracteristicas intermediarias de solubilidade e
cargas (Cisteina) pode ser responsavel pelas manifestacées patologicas da
enfermidades e pela dificuldade ou inabilidade de clivar o substrato Gangliosideo
GM1 assim como outros gliconjugados contendo ligagcao beta-galactosidica. O
mesmo tipo de alteragcdo ocorre na mutagdo R38G. Na mutagéo F63Y, a
substituicao de uma fenilalanina por uma tirosina muda esta porcéo da proteina
com uma caracteristica hidrofilica da fenilalanina a uma caracteristica
intermediaria de solubilidade proveniente da tirosina. O contrario ocorre na
mutacdo YB4F onde um aminoacido com caracteristica intermediaria de
solubilidade & substituido por um aminoacido com caracteisticas hidrofilicas. Na
mutagdo Y36S a substituicao de uma tirosina por uma Serina provavelmente
pouco significara no ambito de caracteristicas desta porgado proteica, visto que

ambos possuem caracteristicas intermediarias de solubilidade.
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Apesar do grande empenho em tentar determinar todos os alelos
causadores da Gangliosidose GM1, foi possivel encontrar, durante a realizagcao
deste trabalho 17 alelos causadores da efermidade.

O presente estudo serviu de suporte para o diagnéstico molecular, visto que
possibilitou a identificagdo de cinco novas mutagoes, e a genotipagem completa
de seis pacientes e a genotipagem parcial de cinco pacientes com gangliosidose
GM1. Ainda que alguns pacientes ainda ndo tenham o diagnéstico molecular
definido neste ponto, houve uma grande evolugdo e um direcionamento dos
resultados, pois o método de SSCP foi capaz de realizar uma triagem inicial visto
que os exons cujos perfis de migracdo de DNA fita simples foram idénticos a de
controles normais foram descartados da possibilidade de carrear alteragoes. Esta
estratégia de diagnostico molecular além de ser extremamente factivel e confiavel,
é uma técnica que viabiliza este tipo de analise em laboratérios de médio e
pequeno porte, em virtude dos custos reduzidos em relagdo ao sequenciamento
direto de todos os exons do gene. Estes dados laboratoriais servirdo para um
melhor acompanhamento destes pacientes visando o aconselhamento genético e

diagnostico pré-natal.



6 CONCLUSOES

O presente trabalho teve como principal objetivo desenvolver suporte para a
realizagdo da analise molecular do gene da enzima p-galactosidase acida,
deficiente em pacientes com Gangliosidose GM1. A realizacdo da técnica de
identificagdo de polimorfismo conformacional de fita simples de DNA (SSCP)
seguida de sequenciamento direto dos exons cujo perfil em SSCP se mostrou
alterado direcionou o diagnostico molecular de pacientes com Gangliosidose GM1
diagnosticados no Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre. A analise dos dados do presente trabalho levou-nos a concluir que:

1. um protocolo de triagem de Mutagdes por SSCP para os 16 exons do gene
da enzima B-galactosidase acida foi padronizado. Este protocolo serve de
suporte para o desenvolvimento de estudos de alteragbes génicas no gene

GLB1;

2. a triagem de mutagdes através da analise do perfil de migragao de DNA
fita simples (SSCP) mostrou ser um método satisfatério para o diagnéstico

molecular quando acompanhado de um método confirmatorio;

3. o presente trabalho contribuiu para a genotipagem completa de seis

pacientes, genotipagem parcial de cinco pacientes e levou-nos a
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identificacdo de cinco novas mutagbes ainda nao descritas na literatura

(FB3Y, R38G, Y36S, Y64F e R59C).
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