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Resumo

O Complexo da Piruvato Desidrogenase (cPDH) constitui um
sistema multienzimatico, localizado na matriz mitocondrial, que
desempenha uma fungdo crucial no metabolismo energético celular
ao catalisar, de modo irreversivel, a descarboxilagao oxidativa do
piruvato a acetil-Coenzima A, substrato essencial do ciclo de Krebs.
O cPDH é composto por seis subunidades: trés componentes cataliti-
cos (Piruvato descarboxilase ou E, — constituido por duas cadeias o
e duas cadeias B, di-hidrolipoamida transacetilase ou E, di-
hidrolipoamida desidrogenase ou E;), uma proteina de ligagdo a di-
hidrolipoamida desidrogenase (E,BP ou Proteina X) e duas enzimas
reguladoras (PDH-fosfatase e PDH-cinase), que controlam, por um
mecanismo de desfosforilagdo/fosforilagdo, a actividade da sub-
unidade E,. O défice do cPDH representa uma importante causa de
doenga hereditaria do metabolismo intermediario, associado as
hiperlactacidémias de origem mitocondrial e afectando principal-
mente o sistema neuro-encefélico. A maioria dos défices do cPDH
envolve a subunidade E,« , cujo gene, PDHAI, se localiza no brago
curto do cromossoma X (Xp22.1), se estrutura em 11 exdes e ocupa
cerca de 17 Kb de DNA gendmico. Esta subunidade ¢ de particular
interesse visto conter o local de ligagdo do cofactor, pirofosfato de
tiamina, bem como o local de fosforilagdo através do qual a activi-
dade global do Complexo € regulada.

O presente trabalho refere o estudo de uma crianga Portuguesa
do sexo feminino, filha de pais saudaveis ndo consaguineos, cujos
dados clinicos e bioquimicos, bem como a determinagdo da activi-
dade enzimatica, eram compativeis com um défice do cPDH. Apesar
da caracterizagio proteica por Western-blot ndo ter revelado qual-
quer alteragdo ao perfil considerado normal, procedeu-se a caracter-
izagio molecular da subunidade E,a. A andlise molecular realizada
em cDNA e DNA genomico revelou a presenga da mutagdo
R378H,que conduz & troca de uma arginina por uma histidina na pro-
teina resultante. Este estudo corresponde ao primeiro caso de uma
mutagdo no gene PDHA/ identificada num doente em Portugal.
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Summary

The Pyruvate Dehydrogenase Complex (PDHc)
First Case Identified in Portugal

The Pyruvate Dehydrogenase Complex (PDHc) is an intrami-
tochondrial multienzyme complex, which play a key role in aerobic
energy metabolism, catalysing the oxidative decarboxylation of
pyruvate to acetyl-CoA. The catalytic activity of the complex is
maintained by six components: three catalytic subunits (Pyruvate
decarboxylase or E, — constituted by two o and two B chains,
Dihydrolipoamide transacetilase or E., Dihydrolipoamide dehydro-
genase or E,), a structural protein that serves as an E, binding protein
(E,BP or Protein X) and two regulatory enzymes (PDH-phosphatase
and PDH-kinase) that control the inactivation/activation of the
Complex by a phosphorylation/dephosphorylation mechanism of the
El component. Inborn errors of PDHc are associated with clinical
manifestations of lactic acidosis, neuroanatomic lesions, ataxia and
developmental delay. The majority of PDHc deficiencies involve the
E, subunit, the first catalytic component of the Complex, which
gene, PDHAI, has been mapped on X chromosome (Xp22.1), con-
tains 11 exons and spans approximately 17 Kb. This subunit is of
particular interest since it contains the thiamine pyrophosphate bind-
ing site, as well the phosphorylation site through which the activity
of the whole complex is regulated.

The present report refers to the study of a Portuguese girl, sin-
gle daughter of unrelated parents, in whom clinical, biochemical and
enzymatic evaluation were compatible with the presence of PDHc
deficiency. In spite of the normal amounts of all subunits revealed on
Western blotting analysis, the molecular approach of the E, gene
was achieved. Mutation analysis performed at cDNA and genomic
DNA levels revealed an arginine to histidine substitution at amino
acid position 378 (R378H); this was the first case of PDHc E, sub-
unit deficiency reported in Portugal.

Key-Words: Congenital Lactic  Acidosis, Pyruvate

Dehydrogenase Complex, E,o subunit deficiency.
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Introducio

O Complexo da Piruvato Desidrogenase (cPDH) con-
stitui um sistema multienzimatico, localizado na matriz
mitocondrial, que desempenha uma fung¢do crucial no
metabolismo energético celular ao catalisar, de modo irre-
versivel, a descarboxilagdo oxidativa do piruvato a acetil-
Coenzima A, substrato essencial do ciclo de Krebs”.

O cPDH ¢é constituido por uma macromolécula de
cerca de 9,0 x 10° kDa e composto por seis subunidades:
trés componentes cataliticos (Piruvato descarboxilase ou E,
- constituido por duas cadeias o e duas cadeias  —, di-
hidrolipoamida transacetilase ou E, di-hidrolipoamida
desidrogenase ou E,), uma proteina de ligagdo a di-
hidrolipoamida desidrogenase (E,BP ou Proteina X) e duas
enzimas reguladoras (PDH-fosfatase e PDH-cinase) que
controlam, por um mecanismo de desfosforilag@o/fosfori-
lagdo, a actividade da subunidade E13%

O cPDH encontra-se presente em todos os tecidos,
sendo todas as suas subunidades codificadas pelo DNA
nuclear e transportadas para o interior da mitocondria®® .

O défice do cPDH representa uma importante causa de
doenga hereditaria do metabolismo intermediario, associa-
do as hiperlactacidémias de origem mitocondrial, afectan-
do principalmente o sistema neuro-encefilico.

A maioria dos fendtipos clinicos resultantes de uma
actividade enzimatica deficiente do cPDH tem sido atribui-
da a mutagdes localizadas nos genes que codificam para as
subunidades E, o , E, e Proteina X. Contudo, ¢ a subunidade
El a responsavel pelo maior nimero de casos até agora
descritos, verificando-se uma heterogeneidade genética
muito acentuada, em que as mutagdes caracterizadas (cerca
de 76) ocorrem de forma esporadica e na maioria das vezes
sob a forma “de novo” .

Embora estas mutagdes possam intervir a nivel do
RNA, é provavel que muitas se manifestem alterando as
propriedades da proteina E,a, nomeadamente no que se
refere a sua interac¢@o com os outros elementos do cPDH.
Essas alteragdes podem incluir incapacidade de: 1) folding
ou estabilidade da E o ; 2) transporte da subunidade E o
para o interior da mitocondria e/ou o seu correcto proces-
samento neste organelo; 3) associagdo da E,0. com os out-
ros componentes constituintes do Complexo; 4) catélise ou
ligagdo de substratos ou cofactores pelo tetramero ¢.f3;; ou
5) regulagdo da E, através do mecanismo de fosforilagéo /
desfosforilagdo. Para cada uma das mutagdes identificadas,
o conhecimento das alteragdes provocadas pode ser muito
atil na definigdo da estratégia terapéutica a aplicar ™.

A subunidade E o existe, no homem, sob a forma de
duas isoenzimas codificadas por dois genes distintos:
PDHAI e PDHA2. O gene PDHAI localiza-se no brago
curto do cromossoma X (Xp22.1) e apresenta expressdo
nas células sométicas; o gene PDHA2 situa-se no brago

longo do cromossoma 4 (4q22-23) e exprime-se selectiva-
mente nas células testiculares em fase pds-meidtica. O
gene PDHAI cobre cerca de 17 kilobase (Kb) de DNA
gendmico e estrutura-se em 11 exdes separados por 10
intrdes. O gene PDHA?2 cobre aproximadamente 1,4 Kb de
DNA gen6mico e ndo apresenta intrdes ®9.

O presente estudo permitiu a identificag@o, em Portugal,
do primeiro caso de défice no Complexo da Piruvato
Desidrogenase, através dos ensaios bioquimicos efectuados,
nomeadamente, a determinagdo da actividade enzimatica
em linfocitos e fibroblastos, bem como o estudo proteico das
subunidades constituintes pela técnica de Western-blot.
Posteriormente, a diminui¢do de actividade do Complexo,
que se verificou estar presente nos dois tipos de material
biolégico, foi confirmada ao procedermos a identificagdo da
mutagdo R378H no gene PDHAI, a primeira descrita em
Portugal, sendo esta mutagéo, tanto quanto se sabe, o segun-
do caso presente numa crianga do sexo feminino de entre os
oito identificados a nivel mundial.

Material e Métodos
Caso Estudado

ARRV é uma jovem do sexo feminino, nascida a
03/11/83 e filha de pais saudaveis ndo consanguineos. A
gravidez foi de termo e decorreu sem problemas, tendo o
parto sido de cesariana devido a placenta prévia apds duas
volumosas hemorragias. O seu desenvolvimento psico-
motor caracterizou-se sempre por aquisigdes tardias: con-
trolo cefélico aos 2A, sentar aos 2A, primeiras palavras aos
2,5A e primeiras frases simples apdés os 4A.
Progressivamente foi-se acentuando uma cifoescoliose e
luxacdo bilateral da anca, bem como um afilamento dos
membros inferiores com atrofia distal; os ROT foram sem-
pre muito vivos, com area reflexogénea aumentada e
clonos; apresentava, ainda, microcefalia, hipertrofia gengi-
val e periodos de hiperpneia especialmente em momentos
de stress.

Foi rotulada de paralisia cerebral por anéxia neonatal,
até que aos 6A foi internada no Hospital de Sta. Maria
(Lisboa) por prostragdo grave e convulsdes no contexto de
intercorréncia febril prolongada. Os estudos efectuados
revelaram: imagens de enfarte nos ntcleos de base (TAC-
CE), valores aumentados de acido lactico no sangue, urina
e LCR, bem como de alanina plasmatica; a presen¢a con-
comitante de acidose metabdlica levou ao diagndstico de
Doenga de Leigh. O facto da relagéo L/P ter sido sempre
normal levantou a hipétese de se tratar de um défice do
Complexo da Piruvato Desidrogenase (cPDH), a qual foi
confirmada pelos estudos bioquimicos, enzimaticos (lin-
fécitos e fibroblastos) e moleculares.

Teve menarca aos 16 anos. Actualmente mantém bom
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contacto social, cifoescoliose e tetraplegia espastica com
contractura evidente dos joelhos e cotovelos. Mantém tera-
péutica com tiamina e bicarbonato de sédio.

Preparacio de material bioldgico

Fibroblastos e linfocitos - a cultura de fibroblastos,
obtida de bidpsia de pele retirada da parte interna do ante-
brago, foi efectuada em Dulbecco's Eagle Medium suple-
mentado com 10% (v/v) de soro fetal de vitelo, de acordo
com o método descrito por Robinson BH"?. As células
foram incubadas com 5 mM de acido dicloroacético a 37°
C durante 15 min e sofreram trés ciclos de
congelagdo/descongelagdo imediatamente antes do ensaio
que determina a actividade do Complexo. Os linfocitos,
obtidos de sangue periférico heparinizado, foram prepara-
dos a temperatura ambiente em gradiente de Ficoll-Paque,
como descrito por Beyum A", com duas horas de interva-
lo maximo entre a colheita e a sua obtengdo. A totalidade
das células retiradas da interface do gradiente de densidade
de Ficoll foram lavadas duas vezes com solugdo de Hank's.
O precipitado final de linfocitos foi ressuspendido em 1
mL de uma solugdo constituida por 0,1M KH,PO, pH 7,4,
2 mM EDTA e 1| mM DTT tendo sido sonicadas imediata-
mente antes ao processamento para doseamento da activi-
dade enzimatica do Complexo.

Analise bioquimica

Determinagio da actividade enzimdatica do cPDH — a
determinagdo da actividade do complexo da PDH foi efec-
tuada de acordo com o método descrito por Seals ef @/ e
posteriormente modificado por Clot et a/", o qual se
baseia na libertagdo de “CO, a partir de piruvato marcado
em o com carbono 14. Os linfocitos e os fibroblastos obti-
dos foram previamente sujeitos a uma pré-incubag@o numa
mistura contendo 1,0 mM CacCl.,, 40 mM MgCl,, 1,96 mM
DTT e 75 mM KH.PO,, durante 10 min a 37° C, de forma
a assegurar a activa¢do plena do complexo enzimatico.

Andlise dos constituintes proteicos por Western-blot -
fibroblastos do paciente e de uma testemunha foram
sujeitos a uma electroforese em gel descontinuo
desidratante de SDS/poliacrilamida a 10% (p/v)
(SDS/PAGE), de acordo com o descrito por Laemmli ¥,
As proteinas foram, posteriormente, electrotransferidas
para uma membrana de nitrocelulose de 0,45 microns, sob
uma intensidade de corrente de 100 mA / 90 min, a tem-
peratura ambiente em 25 mM Tris/HCI, pH 8,2-8,7 con-
tendo 192 mM glicina e 20% (v/v) de metanol "*. A mem-
brana foi incubada (c.a. de 12 h), a 4° C, com o anti-corpo
anti-cPDH total, o qual foi previamente diluido (1/2000)
com tampdo TBS contendo 1% (p/v) albumina sérica bo-
vina isenta de 4cidos gordos e 0,5% (v/v) Tween 20. Apos

w
]
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lavagem extensiva, a membrana foi incubada durante 1h,
com peroxidase de cavalo associada a uma imunoglobuli-
na G anti-coelho diluida a 1/1000. Os imunocomplexos
formados foram detectados através do “ECL™ Western
blotting protocols”, da Amersham Life Science.

Analise molecular

Obten¢do de RNA, cDNA e DNA genomico — As
células (linfocitos ou fibroblastos) foram lisadas por
adi¢do de 350 pL da solugdo de lise (50mM Tris-HCI pH
8,8, 140mM NaCl, 1,5 mM MgCl, e 0,5% Nonidet P-40) e
centrifugadas a 1200 rpm/2 min/4 °C e o sobrenadante
obtido foi utilizado para a preparagdo do RNA total de
acordo com as especificagdes descritas no “RNeasy Mini
Kit” (Qiagen). A preparagdo do cDNA foi efectuado a par-
tir de 1-5 pug de RNA total de acordo com as especificagdes
incluidas no “First-Strand c¢DNA Synthesys Kit”
(Amersham Pharmacia Biotech). O DNA gendmico foi
isolado do nucleo das células sanguineas utilizando a con-
jugacdo dos métodos de Leadon e Cerutti " e Miller et al
U7, Por seu lado, os fibroblastos foram ressuspensos em
700 pL de tampao STE (100 mM Tris-HCI, pH 8,0, 100
mM NaCl e ImM EDTA pH 8,0) a que se adicionaram 35
L de uma solugdo 10% SDS e 7 puL de uma solugdo
20mg/mL Proteinase K. Seguiu-se uma incubagio de 55°C
durante a noite, com agitagdo suave tendo o DNA sido,
posteriormente, isolado através da extrac¢do com a mistu-
ra fenol/cloroférmio/alcool isoamilico.

Amplificag¢do in vitro do cDNA e DNA genomico do
gene PDHAI - O cDNA foi amplificado em seis fragmen-
tos sobreponiveis de acordo com o método descrito por

Tabela 1
Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados no estudo do
cDNA da subunidade E,0t (PDHAI)

Frag.A PDS1 5'-TGT GAG GAG TCG CCG CTG CC - 3'
PDS2 5'- CAC AAG TGA CAG AAACCACG - 3'
Frag.B PDS7 5'-AGA CTG TAC GCC GAATGG AG - 3'
PDS8 5'-AGG CTA GAG CAATCC CAG CG -3
Frag.C PDH34 5'-AGA ACT TCT ACG GGG GCAATG G -3
PDH31 5'-AGG ATATCC ATT CCATCC AC - 3
Frag.D PDH30 5'-TGG CGA TGG TGC TGC TAA CC - 3'
PDH32 5'- GGT AAG TCT GCA GCT CCATC - 3'
Frag.E PDS3 5'- AGT GGA TGG AAT GGA TAT CC - 3'
PDS4 5'-TTTAGT TCT TCC ACA CTG GC - 3'
Frag.F PDS5 5'- TAA GAG TGA CCC TAT TAT GC - 3'
PDS6 5'- GTC TGG TAG CCC CCT GAA GG - 3'
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Lissens et al"?. Os pares de primers utilizados na amplifi-
cagdo dos diversos fragmentos encontram-se descritos na
tabela I. A reac¢do de PCR foi efectuada a partir de 30 pL
de cDNA (diluido 1/6, v/v), na presen¢a de mistura reac-
cional [10 mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCI, 1,6 mM
MgCl,, 200 puM de cada dNTP, 500 nM de cada primer e
0,8 U Taq DNA polimerase (Gibco-BRL)] num volume
final de 50 puL. O programa de amplificagdo utilizado
incluiu 1 ciclo de 94° C / 5 min, 55° C /1 min, 72° C /2
min; 35 ciclos a 94° C /1 min, 55° C/ 1 min, 72° C /30 seg;
o ciclo de elongagdo final ocorreu durante 7 minutos a 72°
C. Para a amplificagdio do DNA gendmico os pares de
primers utilizados foram delineados com base nos primers
previamente descritos por Matsuda et a/""” e por Otero et
al®, os quais se apresentam na tabela II. A reacgdo de.

Tabela I1
Sequéncia nucleotidica dos primers utilizados no estudo do DNA
genémico da subunidade E,a (PDHAT)

Exdo | IF 5'- GCG CAG CGC ATGACG TTATTACG - 3'

IR 5'- CCG GCC AGC CCG GGAGGTCT - 3'
Exdo 2 2F 5'-GCC AAAGCATGGATTCATTT -3

2R 5'-TCT GAA CTT CTG ATC CTG GACA - 3'
Exdo 3 3F 5'-CCAAGC CCCATCTCATTG-3'

3R 5'-ACA CAG TTC CAC CAC AAACC -3'
Exido 4 4F 5'-TTATTG CTT CTG GTT TGG GC - 3'

4R 5'-CCC CTT TCT GTA AAT CAACAGC-3'
Exdo 5 SF 5'-TGG TTG AGC CTC AGA GTACA-3'

5R 5'-TGG CTG TAC TAG CTT CAG GA -3'
Exdo 6 6F 5'- GAT TCT GGC CAG GAG TGA AA - 3'

6R 5'- GGT7 GAG CTC CTTCAC AGG AA - 3'
Exdio 7 7F 5'-AGG AGG CCTTTC TGT GCTTT - ¥

7R 5'- CGG CCC CAC CACAGG GTTCCT - 3'
Exdo 8 8F 5'-TGT CGC CCC TCC CCT GTT TAT - 3'

8R 5'-CTT CCA TCT CAT GCA CCT CA-3'
Exdo 9 9F 5'-TGA GCCACCATCCTGGCCTT-3'

9R 5'- GCG TAC ATG AAG TGAACT GG - 3'
Exdo 10 10F 5'- ATT TCA CTC ATT GGG ACATCC - 3'

10R 5'-TGG TTC ACA GTC CAC CAAAA -3'
Exdo 11 11F 5'-TTT TGG TGG ACT GTG AAC CA-3'

1R 5'- GTC TGG TAG CCC CCT GAA GG - 3'

amplificagdo dos diversos exdes, excepto o exdo 9, e
respectivas zonas intronicas adjacentes, foi efectuada
numa mistura reaccional de constituigdo equivalente
aquela utilizada na amplificagdo do cDNA, adicionada de

0,05% de detergente w-1 e com uma concentragdo de
MgCI2 de 3,0 mM. A amplificag@o do exdo 9 foi executa-
da diminuindo a concentragdo do ido magnésio para 1,5
mM, mantendo-se as restantes propor¢des da mistura reac-
cional. Utilizaram-se dois programas de amplificagdo: o
programa A, utilizado na reacgdo de amplificag@o de todos
os exdes com excepgdo dos exdes 1 e 7, incluiu um ciclo
de 94° C / 5 min, 58° C /1 min, 72° C / 2 min; 30 ciclos a
92° C / 40 seg, 58° C / 40 seg, 72° C / 90 seg; o ciclo de
elongacdo decorreu a 72° C durante 5 minutos; programa B
diferiu do anterior, apenas, na temperatura de hibridag¢ao
que ocorreu a 62° C, tendo sido utilizado na amplificagdo
dos exdes 1 e 7 do DNA gendémico.

Andlise de polimorfismos de conformacgio de cadeia
simples (SSCP) - os seis fragmentos correspondentes a
regido codificante do gene PDHAI, bem como os 11
exdes, incluindo as regides intronicas adjacentes do DNA
gendmico, foram avaliados por SSCP ", Com essa finali-
dade, recorreu-se a uma electroforese em gel a 8% de acril-
amida:bisacrilamida (37,5:1) em tampdo TBE contendo
5% de glicerol, tendo as amostras sido submetidas a uma
intensidade de corrente constante (12,5 mA / gel) a tem-
peratura ambiente, durante 18 h. Estas condi¢des foram
utilizadas na avaliagdo dos seis fragmentos do cDNA e dos
exdes 7, 9 e 11 do DNA gendmico. Os restantes exdes do
gene PDHA-1 foram submetidos a uma electroforese uti-
lizando um gel de concentragdo de 12% e um tempo de
migra¢do de 24h. A visualizagdo das bandas correspon-
dentes foi efectuada por coloragdo com nitrato de prata, de
acordo com a metodologia proposta pela Pharmacia
Biotech.

Determina¢do das sequéncias nucleotidicas por
sequenciag¢do directa - os produtos de PCR em que se
observou alteragdo do perfil de migragdo electroforética
obtido por SSCP (fragmento F do cDNA e exdo 11 do
DNA genomico) foram sujeitos a sequenciagdo directa
efectuada pelo método de Sanger, utilizando o protocolo
incluido no kit “Sequenase version 2.0” da United States
Biochemical. Cada produto de PCR foi sequenciado em
ambos os sentidos, utilizando os respectivos primers de
PCR.

Tabela III
Dados da avaliagiio bioquimica e molecular

Lactato | Piruvato P Actividade Actividade Caracterizagdo | Caracterizagdo
(mM) (mM) enzimatica enzimatica de proteica por molecular
do cPDH % ¢PDH % Western-blot Eia
linfGcitos fibroblastos
453 0,274 164 19 1l Sem alteragio R378H
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Resultados

Os dados bioquimicos e moleculares desta paciente
encontram-se discriminados na tabela III. A determinagéo
da actividade enzimatica relativa revelou uma acentuada
diminui¢do, quer quando avaliada em linfocitos (19%),
quer em fibroblastos (11%). Face a estes resultados pro-
cedeu-se a caracterizagdo proteica por Western-blot, a qual
contudo néo revelou qualquer alteragdo ao perfil consider-
ado normal (Figura 1)

Test. Doente

Proteina X

Fig. 1 - Perfis imunoelectroforéticos dos constituintes do cPDH obtidos
a partir de homogeneizado de fibroblastos do doente em estudo (6,5 pg)
¢ da testemunha (9,6 pg). A sua analise permite verificar que o perfil
obtido se pode considerar normal.

A amplificagdo do cDNA em seis fragmentos sobre-
poniveis, bem como dos onze exdes constituintes do gene
PDHAI e a sua analise posterior por SSCP revelou alter-
acdo nos perfis de migrag@o electroforética dos fragmento
F do ¢cDNA e do exd@o 11 do DNA gendémico (Figura 2).

Frag. F

T

Fig. 2 - Anélise por PCR-SSCP do cDNA e DNA gendmico da sub-
unidade E,a. do cPDH da crianga com suspeita de défice no Complexo
(amostra A). Amostras B ¢ C correspondem ao pai e a mde, respectiva-
mente, e as amostras D e E a controlos negativos. As setas indicam a
alterag@o ao perfil electroforético normal: fragmento F e exdo 11.

A sequenciagdo directa destas duas regides (Figura 3 e
4) revelou a presenga da mutagdo R378H, a qual corre-
sponde a substitui¢do no nucledtido 1176, segundo nucle

Sequéncia normal 5 TT GAA GTTICGT bGT GC

Fig. 3 - Identificagdo da mutagdo R378H através da sequenciagdo do
fragmento F do cDNA da crianga em estudo. Pode observar-se a substi-
tuigdo G— A no nucleétido 1176, correspondente ao coddo 378.

A C GT

NNOHOOHONHHO

NNOHOOHAONHAD

Sequéncia mutada Sequéncia normal

Fig. 4 - Identificagdo da mutagdo R378H através da sequenciagdo do
exdo 11 do gene PDHAI a partir do DNA genémico da crianga em estu-
do. Visto tratar-se de um doente do sexo feminino apresenta simultanea-
mente o nucleétido mutado (adenosina) e o nucleétido normal (guanosi-
na) no nucledtido 1176.

otido do coddo 378, de uma guanosina por uma adenosina
(CGT —CAT), substituigdo esta que conduz a troca de uma
arginina por uma histidina na proteina resultante.

Discussiao

O défice na subunidade E,a. do Complexo da Piruvato
Desidrogenase é um erro hereditario do metabolismo que
apresenta, além de uma grande variabilidade clinica, uma
consideravel heterogeneidade bioquimica, com uma pobre
correlagdo entre a severidade clinica e o nivel de actividade
residual. Uma base genética que permite explicar esta hete-
rogeneidade tornou-se patente quando o gene que codifica
para a forma somdtica da subunidade E,o foi clonado e
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mapeado na regido 22.1 do brago curto do cromossoma X
(Xp22.1)®,

Deste modo, vérios factores podem estar implicados
na alteragdo da estabilidade e eficiéncia catalitica dos
polipéptidos mutados, nomeadamente: o perfil de inacti-
vagdo do cromossoma X em pacientes do sexo feminino, a
proporgdo das células que exprimem o gene normal, a vari-
abilidade tecidular de expressdo da proteina E, o mutada, a
dependéncia do cérebro em relagdo a actividade da PDH (o
sistema nervoso central € caracteristicamente o local
primario de expressdo dos defeitos da subunidade E, o devi-
do & importancia critica da PDH no metabolismo energéti-
co essencialmente dependente da glucose), as necessidades
energéticas importantes para o desenvolvimento das estru-
turas a nivel neurolégico durante o periodo fetal e a seve-
ridade da mutagao @,

No entanto, foi possivel demonstrar que em individuos
heterozigdticos do sexo feminino € a variagdo dos perfis de
inactivagdo do cromossoma X, nos diferentes tecidos, o
factor mais importante que determina o fendtipo clinico.
Em casos extremos, em que a expressdo do cromossoma X
normal predomina nos tecidos periféricos, enquanto que o
cromossoma X que apresenta a mutagdo se exprime prefe-
rencialmente no cérebro, torna-se impossivel fazer um
diagnostico com bases nos ensaios bioquimicos executa-
dos nos tecidos periféricos®.

Deste modo, a identificagdo de mutagdes em individu-
os do sexo feminino, por sequenciagdo directa do cDNA
respectivo, pode ser dificil se a probabilidade de inacti-
vagdo do X favorecer a expressdo do cromossoma normal,
implicando a sub-expressdo do RNAm do alelo mutado no
tecido em estudo. Assim, a avaliagdo concomitante do
¢DNA e DNA gendmico é o aconselhdvel, visto este Glti-
mo permitir a equitativa representagdo dos alelos dos dois
cromossomas X .

O presente estudo permitiu a identificagdo do primeiro
caso de défice no ¢cPDH, em Portugal. O seu diagnostico
foi estabelecido através da determinagdo da actividade
enzimatica do Complexo em linfocitos (19% de actividade
em relagdio a um controlo processado paralelamente) e em
fibroblastos (11% de actividade), estando os teores de lac-
tato e piruvato, parametros bioquimicos orientadores,
aumentados em relagdo aos valores considerados normais
e a razdo lactato / piruvato normal, facto compativel com
um défice no cPDH.

A analise molecular realizada em c¢cDNA e DNA
genémico da paciente revelou a presenga da mutagdo
R378H; a qual corresponde a substituigdo no nucledtido
1176, de uma guanosina por uma adenosina (CGT—CAT),
substitui¢do esta que conduz a troca de uma arginina por
uma histidina na proteina resultante.

A analise dos constituintes proteicos, efectuada através
da técnica de Western-blot, ndo revelou qualquer alteragéo

ao perfil considerado normal, situagdo andloga a descrita
por Chun et a/®" em relagdo ao unico paciente do sexo
feminino até agora identificado com a mesma muta¢do. No
entanto, os pacientes do sexo masculino que apresentam a
mutagdo R378H (com excepgdo do descrito por Chun ef al
@9 revelaram auséncia da banda correspondente a sub-
unidade E,o., sugerindo ou uma degradagao rapida da pro-
teina ou a ndo incorporagdo da subunidade mutada ®°.

A arginina afectada (Arg*®) parece fazer parte de uma
sequéncia altamente conservada, estando também presente
numa posi¢do semelhante no gene E o especifico do tecido
testicular humano - PDHA?2. Por outro lado, pensa-se que
ela pode ser importante no préoprio folding e incorporagdo
da subunidade E,c. no Complexo .

No entanto estas consideragdes ndo permitem explicar
de uma forma global os outros trés casos apresentados (a
paciente aqui referenciada e os dois doentes descritos por
Chun et al,® em que a diminui¢do de actividade enzi-
matica é acompanhada por um perfil electroforético obtido
por Western-blot perfeitamente normal, sugerindo que out-
ros mecanismos se encontram subjacentes ao défice reve-
lado.

Esta foi a primeira mutagdo pontual descrita para o
gene da subunidade E,a, tendo sido também a primeira
mutagdo descrita nos dois sexos ® e constitui presente-
mente a segunda mutagdo mais frequente responsavel
pelos défices do cPDH @,

Dada a natureza do défice na subunidade E do
Complexo e a severidade das mutagdes € pouco provavel
que os progenitores sejam portadores sem apresentarem
sinais clinicos. Esta constata¢do € corroborada neste caso
por estudos de segregag¢do familiar efectuados ¢ que ndo
revelaram a presenga da mutagdo em qualquer um dos
progenitores. Trata-se, provavelmente de uma mutagdo
ocorrendo “de novo”, situagdo bastante frequente nos
défices do cPDH resultantes de alteragdo no gene PDHAI,
e que suporta a hipotese de que esta alteragdo € a causa
mutacional do défice nesta paciente.
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