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INTRODUCAO

Incidéncia estimada das doencas genéticas do esqueleto:
1:4.500-5.000 nascimentos

Formas letais: aproximadamente 1:10.000 nascimentos

Até 1997: classificacao baseada em dados clinicos e de imagem
ApOs o Projeto Genoma Humano: introducdo do diagndstico
molecular na classificagdo das doencas esqueléticas

ASSOCIACAO VACTERL

Associagdo VACTERL: mudltiplas malformacdes congénitas
(vertebrais, anorretais, cardiacas, renais, membros, fistula
traqueoesofagica).

Etiologia pouco compreendida, mas genes da via da

quinurenina (KYNU, HAAO) envolvidos.
Deficiéncia de NAD pode afetar a embriogénese — possivel
fator causal.

Gene KYNU

Gendmica: localizado no cromossomo 2g22.2, contém 15
éxons. Codifica a quinureninase, enzima da via da quinurenina,
essencial para a biossintese de NAD.

Proteina: atua na degradacdo de L-quinurenina em acido
antranilico. A perda de funcdo compromete a sintese de NAD,
impactando o metabolismo energético e a embriogénese.

Gene HAAO

Gendmica: localizado no cromossomo 2g33.3, possui 6 éxons.
Codifica a 3-hidroxiantranilato 3,4-dioxigenase (HAAOQ).
Proteina: catalisa a oxidacdo de 3-hidroxiantranilato em acido
quinolinico, precursor direto do NAD. Altera¢Bes podem reduzir
a disponibilidade de NAD e prejudicar processos de

desenvolvimento.
OBJETIVO

Investigar variantes nos genes KYNU e HAAO, ambos
envolvidos na biossintese de NAD, em trés trios familiares
compostos por pai, mae e filho com diagndstico clinico da
associacao VACTERL.

METODOLOGIA

O estudo foi realizado em colaboracdo entre a Universidade
CEUMA e a UCLA, sob aprovacdo ética (protocolo 14-
000177). Trés trios familiares foram incluidos. Foram
desenhados primers especificos para todos os éxons dos
genes KYNU (15 pares) e HAAO (6 pares). A amplificacao foi
feita por PCR convencional, com visualizagdo em gel de
agarose a 1,5%. Os produtos amplificados foram
sequenciados por Sanger e analisados no ¢ ~ftware CLC Main
Workbench.

ANALISE CLC MAIN
WORKBENCH

SEQUENCIAMENTO

SANGER

Tabela 1: Primers especificos flanqueadores dos éxons do gene HAAO.

Tabela-2:-Lista-de-primers-utilizadosq

PRIMER= SEQUENCIA= TAMANHO®#=
KYNU-EX2Fr TTTCTACAGGAAAATTATGGTGGCH 368x
KYNU-EX2R= CTTTTCAAACATAATTGCAACAGCH
KYNU-EX3Fr TTTGTACTGGCTTAACAATACCATACH 285x
KYNU-EX3Rx= CACATCTTTCCAAATATTAGACAACH
KYNU-EX4Fr TTTGAAATAATCACACACATGCACH 241n
KYNU-EX4Rxm TTCAATAAGATTTTGACTTTATGAGCH
KYNU-EX5Fr GACATTAAGAATGATTGAGTGAAGTCk 2445
KYNU-EX5R= CCCAGAAGCTCATGAATTAAAGATAGE
KYNU-EX6Fr CATGGCTAATTGAAAAGGTAGTCCH 2960
KYNU-EX6R= AGGCAAATGATACACTGCTCTAGGH
KYNU-EX7Fr TTGTTTAGGTGTTTTAACCTTCACCH 346u
KYNU-EX7Rx AACAGAAGTATAGGTCCTTCATGCH
KYNU-EX8Fr ATTTTATAATGCAAAAGGGCTCACH 342
KYNU-EX8R= AAGCTAAAGTACTTCACAAGTCATGCk
KYNU-EX9Fr GGTACAGAAGTTTGTCAAATGTTTTCx 293n
KYNU-EX9R= AACTCAAATCTTTAAAATTGGCCCH
KYNU-EX10Fm GAACTGATCAAATGTTGTGGTTTCH 2835
KYNU-EX10Rx TCCTATTGGATAGCATCTTAAGGAACH
KYNU-EX11Fx AGCAGAGCAAGACTCCATCCr 210x
KYNU-EX11R= CCCTGGGGCATATACATTACACKH

KYNU-EX12Fn AAGTCTTGCTCTTTTACTCTCCAGH 281
KYNU-EX12Rx ATGTATCATCTTGCTGTGTAGCAGH
KYNU-EX13Fn AAGATCAAATATGGGCATTTCCH 401
KYNU-EX13Rx GTCCAAATTTTATCCCTAACATGCH
KYNU-EX14Fn TCTGGAATGTAGATTTTCAACGTGH 252
KYNU-EX14Rx ACTGAAATAACCACAGCAGCTTTCx
KYNU-EX11Fr  TCTAGCCTTGGCTCTCTATTCTGT= 2400
KYNU-EX11Rr  ACAGGTGGTATTTGATTTTCAGGTH
KYNU-EXS5F-ALTe TAATTTCATGGTACCCTTTTGTGGH 2485

KYNU-EXS5R-ALTe TCTTCCTCTCTCAAGGTTTCAGTTx

RESULTADOS E DISCUSSAO

{Tabela 1: Lista de variantes identificadas nos genes HAAO e KYNU

Id Familia Gene Exon Ci cDNA Proteina  Ref Filho Mae Pai ExAc Polyphen SIFT __ Conclusa
1 R09-321 HAAO 2 2 ¢.80-10C>T N/A cC TT TT C/IT 07988 N/A N/A Benigno
2 R09-321 HAAO 2 2 c.109A>G  plle37val A GG G/IG A/G 08014 N/A N/A Benigno
3 R09-321 HAAO 2 2 c124A>T  p.Thrd2Ser A AT AT AA 0,2858 benigno tolerado Benigno
4 R99-481 HAAO 2 2 c.80-10C>T NIA C CT TT CIT 0,798 NIA N/A Benigno
5 R99-481 HAAO 2 2 c.109A>G N/A A NG AG AG 08014 NIA N/A Benigno
6 R83-004 HAAO 2 2 ¢.109A>G N/A A AA GIG G/G 08014 N/A NIA Benigno
7 R83-004 KYNU 11-ALT 2 NiA N/A C CiC C/G CiC 0,2664 N/A N/A Benigno
8 R83-004 KYNU 13 2 ¢1211C>T pThrd0d4lle C CT CIT C/IC 2E-05 probably_damaging deleterious Patolégico
9 R99-481 KYNU 11-ALT 2 NiA N/A C C/G C/IC CIG 0,2664 benigno tolerado Benigno
10 R83-004 KYNU 3 2 c.256dupT p.YBILfSX3 T TAT TT TAT 0O N/A N/A Patolégico
11 _R09-321 HAAO 34 2 N/A N/A G G/A G/A G/A 0329 benigna tolerado  Benigno

Primer Sequencia Tamanho (pb)
HAAO EX1F CTCGTGAGCTTGGGATTCTG 261
HAAO EX1R ACTCGGAGCTGGAAGGTGAG

HAAO EX2F GACCCGTGCTCTCTTCACTC 248
HAAO EX2R CTCTCCAGTCCATCATCTCTGG

HAAO EX3-4F GAAAGTTTCTCAGGTTTCCCG 753
HAAO EX3-4R TTCTTGAGTCTATCTAGGATCCCTTC

HAAO EX5-6F GACTTCTACAAGCAGAGCCAGG 587
HAAO EX5-6R CATCCTATTTTGGAAGGGGAG |
HAAO EX7F AGCCTGTTCTGGCAATTGAG 327
HAAO EX7R CAGTGAGAGAGAGACTGGTTCCC

HAAO EX8-10F GCCAGGTTCAAGACCATCTC 663
HAAO EX8-10R GCAGTACACAGAGAGGTAGTGGG

(F) forward ou primer iniciador 5'; (R) reverse ou primer iniciador 3'; (SEQ.) sequéncia de nucleotideos
que formam os primers; (PROD. SIZE) quantidade de pares de bases.

AGRADECIMENTOS

Principais achados das analises genéticas dos genes HAAO e
KYNU

dentificacdo de variantes: Foram encontrados 11 possiveis
genes candidatos: 7 variantes no gene HAAO e 4 variantes no
gene KYNU.

Padrao de heranca: Esperava-se que as variantes seguissem
um padrao de herangca autossdmico recessivo, com pais
portando mutac¢des em heterozigose e o filho afetado em
homozigose (ou heterozigose composta).

Diagnéstico da familia R83-004: O diagndstico foi fechado para
uma das trés familias analisadas (R83-004). O filho afetado
herdou duas variantes patoldgicas em homozigose no gene
KYNU, uma de cada genitor, que possuiam as mutacfes em
heterozigose.

Gene HAAO: Nenhuma variante significativa que pudesse
explicar a doenca foi encontrada no gene HAAO.

CONCLUSAO

Com as variantes encontradas, conclui-se que estas mutacdes
no gene KYNU leva a perda de funcao do mesmo, onde ocorre
um déficit no metabolismo do NAD (Nicotinamida Dinucleotide
e Adenina) que pode resultar em uma malformacdo congénita.
Desta forma, este trabalho podera ajudar em um tratamento
mais adequado ao paciente, ou mesmo em um aconselhamento
genético a familia de pacientes diagnosticados com a doenca e,
ao entendimento acerca do funcionamento deste gene, que
também sera de grande importancia no meio cientifico.
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