ESTUDIO DE LA VARIANTE POLIMORFICA 625G>A DEL GEN DE LA
ACIL-COA DESHIDROGENASA DE CADENA CORTA EN UNA FAMILIA
DE MANIZALES

RESUMEN

Muestras de sangre de una familia que ha
presentado dos casos de sindrome muerte stbita
del lactante (SMSL), después de dos embarazos
consecutivos, fueron analizadas para algunos
desdrdenes de la B-oxidacion mitocondrial. El
polimorfismo 625G>A para el gen SCAD fue
identificado en dos personas que son pareja y
primos en primer grado, y han sido padres de
dos nifias que nacieron aparentemente normales
y murieron durante las primeras 24 horas sin una
explicacion razonable. E1 ADN fue amplificado
por PCR y analizado por SSCP. Cuando los
fragmentos de ADN fueron analizados por
electroforesis en acrilamida/bisacrilamida
(19:1) al 8%, gel 7.5M urea, a temperatura
ambiente durante 3 horas, el polimorfismo en la
posicion 625 fue claramente detectado mediante
coloracién con nitrato de plata. Los resultados
fueron confirmados por secuenciacion. Después
del tercer embarazo nacié una nifia, y luego de
6 meses se encuentra saludable. Analisis de
acilcarnitinas para los padres y la tercera nifia
han sido normales, por eso se estan realizando
analisis bioquimicos y moleculares de la nifia y
otros familiares voluntarios, con el fin de obtener
informacion acerca de la posible relacién entre el
problema de SMSL de esta familia y la presencia
del polimorfismo. Sin embargo, debido a que
cerca del 10-14% de la poblacién en general son
hozigotos para 625G>A 0 511C> o heterozigotos
compuestos para ambos, se hace necesario
contar con otros indicios de que esta familia
presenta la enfermedad y se necesita, ademads,
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ABSTRACT

Blood samples from a family who presented
two cases of sudden infant death syndrome
(SIDS) after two consecutive pregnancies
were analysed for some inherited disorders
of mitochondrial fatty acid B-oxidation. The
polymorphism 625 G>A for the SCAD gene
was identified in two persons who are cousins
at first degree and marriage, and are the parents
of two girls born apparently without problems
who died after 24 hours without a reasonable
explanation. The DNA analysis was performed
by polymerase chain reaction (PCR) and single-
stranded conformation polymorphism (SSCP)
assay. When DNA fragments were subjected
to electrophoresis in an 8% acrilamide/
bisacrilamide (19:1), 7.5M urea gel, at room
temperature for 3 hours, the single-base change
at position 625 was clearly detected after silver
stain. The results were confirmed by direct
bidirectional cycle sequencing using DNA.
After a third pregnancy a baby was born and
after 6 months is still alive without problems.
The acylcarnitines analysis for parents and
the third baby was normal and molecular and
biochemical analyses are being performed in
samples from the new child and volunteer
relatives of this family in order to obtain
information about a possible relationship
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estudiar nuestras poblaciones para conocer
el porcentaje real de este polimorfismo entre
nosotros, debido a que todos los estudios se han
desarrollado en poblaciones caucasicas.

Palabras clave: Acil-coa deshidrogenasa de
cadena corta, lipidos, metabolismo.

INTRODUCCION

Multiples investigaciones tratan de explicar el
SMSL con base en disfunciones orgénicas tales
como las alteraciones del ritmo cardiaco y el
sindrome del QT largo, describiendo mutaciones
en varios genes codificadores de las sub-
unidades estructurales de los canales de sodio y
potasio del corazén en familias con el sindrome
(1), alteraciones en la regién promotora del gen
transportador de serotonina (2), problemas de
desarrollo del sistema nervioso auténomo (3),
problemas en el gen del complemento C4 y de
la interleukina 10, con incremento en el riesgo
de infeccién e inflamacidn, asi como alteraciones
neurolégicas, procesos hemorrégicos debidos a
malformaciones anatémicas y trastornos de la
coagulacion (4).

Actualmente, los trastornos metabdlicos
también se identifican como posibles causas
fundamentales del SMSL, y son reportadas
algunas entidades como: alteraciones enla cadena
respiratoria mitocondrial, aciduria dicarboxilica,
aciduria etilmal6nica, aciduria metilmalénica,
aciduria propiénica, aciduria isovalérica,
glucogenosis tipo I, galactosemia, fructosemia,
enfermedad de Wolman, homocisitnuria,

between the polymorphism and SIDS in this
family. However, since about 10-14% of the
general population are homozygous 625G>A
or 511C>T or compound heterozygous for both
it is necessary to have some other indication
that they are disease-associated in this family
and we need to study our populations to know
the real percentage for the presence of this
polymorphism as all the studies have been
performed in Caucasoid populations.

Key words: Short-chain acil-coa deshydrogenase,
lipids, metabolism.

trastornos del ciclo de la urea, acidosis lacticas
(biotinidasa, piruvato deshidrogenasa) y
trastornos de la B-oxidacién mitocondrial de los
acidos grasos, entre otras (5).

De las entidades metabolicas anteriormente
mencionadas, los trastornos de la B-
oxidacién mitocondrial de los &cidos grasos
son los mas implicados, mientras que las
siguientes deficiencias enzimdticas estdn
relacionadas con el SMSL: transportador de
carnita, carnitina/acilcarnitina translocasa,
carnitina palmitoiltransferasa II, varias acil-
CoA deshidrogenadas, entre ellas SCAD, 3-
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa de cadena larga
y la proteina trifuncional, asi como las multiples
acil-CoA deshidrogenasas (6).

En el presente estudio, muestras de sangre de
una familia que ha presentado dos casos de
sindrome muerte stubita del lactante (SMSL),
después de dos embarazos consecutivos, fueron
analizadas para algunos desérdenes de la (3-
oxidaciéon mitocondrial. De acuerdo con los
hallazgos, la investigacién ha sido enfocada a la
presentacion del polimorfismo 625G>A del gen
de la acil-CoA deshidrogenasa de cadena corta
en esta familia.

Biosalud, Volumen 6, Enero - Diciembre, 2007. pags. 11 - 18



Estudio de la variante polimdrfica 625g>a del gen de la acil-coa deshidrogenasa de cadena corta...

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio fue realizado en el laboratorio
de enfermedades metabdlicas de la Universidad
de Caldas y cont6 con la aprobacién del comité
de ética. Fueron tomadas muestras de sangre
de 20 personas pertenecientes a una misma
familia de la ciudad de Manizales. Los adultos
firmaron consentimiento escrito y en el caso
de los menores de edad, los padres firmaron
el consentimiento. Se tomaron 5 ml de sangre
a cada persona y se depositaron en tubos con
EDTA. Las muestras fueron conservadas a
menos 30°C hasta los respectivos andlisis.

La extracciéon de ADN fue realizada de acuerdo
con Gustafson y colaboradores (7), con algunas
modificaciones. En breve, el protocolo utilizado
fue el siguiente:

Se lava la sangre total con suero fisiolégico.
Son Utilizados tubos NUC de 50cc. Para ello, se
traspasa la sangre a esos tubos y se afiaden 10
ml de suero fisiol6gico. Luego se centrifugan las
muestras durante 10 min a 2500 rpm a 4°C sin
freno.Se desecha el sobrenadante poraspiracion
y se conserva la capa celular. Posteriormente,
se afladen 10 ml de buffer de lisis de eritrocitos
(TLE: tris 0.02M, MgCl, 0.006M) agitando
suavemente hasta la total disolucion de la
muestra. Se debe centrifugar 15 min a 3500 rpm
(10g) a 4°C sin freno. Se repite el paso anterior.
Se decanta el sobrenadante conservando el
pellet (un pellet blanco pequefio). Se puede
conservar a -20 6 -80°C o continuar el proceso.

Para la digestion de las proteinas son afiadidos
3 ml de buffer de lisis de leucocitos (TLL: tris
0.01M, EDTA 0.002M, NaCl 0.4M) + 200l de
SDS 10% + 500ul de la solucién de proteinasa
K. Se agita la mezcla con vortex hasta observar
un aspecto homogéneo y se deja a 37°C en
bafio de Maria con agitacion durante la noche.
Posteriormente, se afiade 1 ml de NaCl saturado
(5.5M) a la muestra. Se agita durante 15 seg en
vortex y se centrifuga 20 min a 3500 rpm a 4°C sin
freno. Luego se traspasa el sobrenadante a otro

tubo y se repite la centrifugacion (para evitar el
exceso de sales). Se traspasa el sobrenadante a
otro tubo. Se adicionan 4700ul de cloroformo y
se agita manualmente durante 15 seg, para luego
centrifugar 20 min a 3500 rpm a 4°C sin freno.
La fase superior es traspasada cuidadosamente a
otro tubo evitando tocar las dos fases inferiores.
Luego se afiaden 4 ml de etanol absoluto y se
agita cuidadosamente hasta ver aparecer la
medusa de ADN.

La medusa se pasa a un tubo de microcentrifuga y
son agregados entre 100 y 1000ul de TE (Tris 0.02
My EDTA 1x10°M). Dependiendo del tamafio
de la medusa, se deja en incubaciéon a 37°C
durante la noche hasta la total disolucion.

La amplificacion de los fragmentos de DNA se
realizé por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), para estudiar el polimorfismo 625G>A
ubicado en el exén 6 del gen que codifica para
la enzima SCAD; los primeros son: Directo
5-GCAGCTCTGAGAAAACCAC y reverso 5-
ATGTCCAGGGTTTGCTGT.

Los productos de PCR se obtienen a apartir
de 200 ng de DNA después de 3 minutos de
desnaturalizacién a 94'C y 35 ciclos consistentes
en 40 segundos de desnaturalizacién a 94'C, 30
segundos de hibridacién del cebador a 55°C y 2
minutos de extensién a 72°C.

Luego de la PCR, los amplimeros se deben
guardar a -20°C hasta el momento en que se
haga la confirmacién de amplificacién mediante
electroforesis en gel de agarosa. Para ello, se
prepara inicialmente una solucién de bromuro
de etidio a una concentracion final de 20 mg/
ml y luego se prepara el buffer de carga. La
preparacion de las muestras para cargarlas en el
gel de agarosa, se realiza mediante la siguiente
mezcla: Buffer de carga 0.5ul + muestra 10pl. El
buffer de carga contiene los siguientes reactivos:
glicerol 50%, Buffer TBE 20X 1%, Azul de
bromofenol saturado 1% y xylen cianol al 10%.
Este buffer se debe alicuotar en volidmenes de 1
ml y almacenar a -20°C. Se pesa 1g de agarosa
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ultrapura y se agregan 50 ml de buffer TBE al
0.5%, para disolverlo con agitaciéon constante en
presencia de calor. Luego se agrega bromuro de
etidio a una concentracién de 50pg/ml de gel.
Se coloca el molde para obtener los pozos y se
deja gelificar durante 40 minutos, para luego
agregar buffer sobre el gel y facilitar el retiro del
molde evitando que se dafien los pozos donde
se siembran las muestras. Se carga el gel con las
muestras y el buffer de carga y se deja correr a
120V durante 1 hora.

Luego se visualiza la presencia o no del fragmento
amplificado y se procede a la identificacién del
polimorfismo 625G>A del gen SCAD mediante
la técnica del polimorfismo de conformacién de
la cadena simple (SSCP) (8), con modificaciones
en geles de arcrilamida/bisacrilamida, asi:
son preparados geles al 8% de acrilamida/
poliacrilamida (19:1), 7.5M de trea, se realiza el
montaje de la placa y se deja polimerizar por 40
minutos a una hora. Luego se quita la peinilla
evitando que se dafien los pozos en los cuales
se van a sembrar las muestras y se agrega buffer
de corrida. Para sembrar las muestras, debe
prepararse un buffer denaturante compuesto
por formamida al 95% y EDTA 20mM. Luego se
mezclan 15ul del buffer denaturante + 10ul de
cada muestra. Se colocan las muestras en agua
hirviendo por 10 minutos, para luego pasarlas
al hielo. Se da a las muestras un pulso en la
centrifuga y luego se colocan nuevamente en
hielo, para luego sembrar. Se realiza la corrida
a 150V por 3 horas a temperatura ambiente.
Luego se desmontan los geles y se colorea con
nitrato de plata.

La confirmaciéon de los positivos se realiza
mediante secuenciaciéon de los fragmentos
amplificados, asi: el ADN purificado es
secuenciado utilizando el primer antisentido
(reverso) delaPCR como primer de secuenciacion
y un kit de dideoxinucleétidos marcados con
flourescencia (Perkin-Elmer). Las secuencias son
leidas utilizando un secuenciador automatizado
para DNA (ABI 377A).

Para la determinacién de acilcarnitinas mediante
espectrometria de masas en tandem (MS/MS)
fue utilizado el protocolo de Millington y
colaboradores (9). Es el siguiente: Alicuotas de
20 microlitros de sangre se dejan caer sobre papel
de filtro (No. 903, 1.88 mm Schleicher & Schuell).
Las muestras se dejan secar a temperatura
ambiente durante la noche y son empacadas
y selladas al vacio, para ser guardadas a -80°C
hasta el momento del anélisis. El procedimiento
se realiza en bandejas de 96 pozos (microtitre
plates).

Las manchas de sangre son recortadas del papel
de filtro en circulos (6.35 mm 6 0.25 pulgadas
de didmetro para cada uno, que corresponden a
12ul desangre) y se deposita un circulo en cada
pozo. A cada uno son adicionados 100ul de
estindar interno (IS) y metanol puro (500 pl).
Las bandejas son colocadas en agitador orbital
(750 rpm) durante 30 min y luego sonicadas
durante 15 min. Posteriormente son agitadas
nuevamente durante dos horas. Se sonican por
30 min y el papel de filtro es removido de cada
pozo.

El sobrenadante resultante es evaporado bajo
gas nitrogeno a 45°C hasta secarse y 50pl
de HCI butandlico 1 mol/] son adicionados
a cada muestra (cada pozo) e incubados a
60°C durante 15 min (derivatizacion). Las
muestras son evaporadas inmediatamente bajo
nitrégeno y redisueltas en 100pl (cada una) de
acetonitrilo al 70% en agua para ser inyectadas
al espectrometro de masas. El estdndar interno
es usado para la cuantificaciéon de L-carnitina al
analizar la relacion entre las sefiales.

Todos los analisis son realizados en un equipo
Quattro II, triple quadrupole tandem mass
spectrometer (Micromass UK), equipado con
una fuente de ionizacién en espray (ESI),
y sistema de andlisis datos “micro mass
MassLynx”. La introduccién de las muestras
a la fuente se hace mediante el dispositivo
automatico Jasco AS980 acoplado a una bomba
Jasco PU980 HPLC.
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Analisis por MS/MS. El anélisis se realiza
utilizando las siguientes caracteristicas: Padres
de my/z 85, rango de scan 200-500 (111/z), energia
de colisién 25 eV., voltaje del cono 30V, tiempo
de scan 2.0 sec., tiempo de Inter-scan 0.1 sec.,
gas de colision argon, presion del gas de colision
1.6-2 x 10° mBar.

Para calcular la concentraciéon de acilcarnitinas,
se tienen en cuenta las concentraciones del
estandar interno (I/S) en 100ul; para [d Jen =
3.6uM, [d,]C,cn =1.2 uM, [d,]C,cn = 0.24 uM,
[dy]Ceen 0.12 uMy [d,]C, ,cn 0.24 pM adicionados
a 12pl de sangre extraidos de la tarjeta.

RESULTADOS

El polimorfismo 625G>A para el gen SCAD fue
identificado en dos personas (heterocigotos)
que son pareja y primos en primer grado.
Ellos fueron padres de dos nifias que nacieron
aparentemente normales y murieron durante
las primeras 24 horas sin una explicacion
razonable. El ADN fue amplificado por PCR
y analizado por SSCP. Cuando los fragmentos
de ADN fueron analizados por electroforesis
en acrilamida/bisacrilamida (19:1) al 8%, gel
7.5M urea, a temperatura ambiente durante 3
horas, el polimorfismo en la posicién 625 fue
claramente detectado mediante coloracién con
nitrato de plata (figuras 1 y 2). Los resultados
fueron confirmados por secuenciaciéon. Después
del tercer embarazo, nacié una nifia que luego
de 6 meses se encuentra saludable. Los anélisis
de acilcarnitinas para los padres y la tercera nifia
han sido normales.

DISCUSION

La deficiencia hereditaria de SCAD fue
reportada inicialmente en 1987 (10). Esta
deficiencia es considerada un raro error
congénito del metabolismo mitocondrial de los

acidos grasos y ha sido relacionada con retardo
en el crecimiento, muchas veces asociado
a disfunciones neuromusculares y elevada
excrecion urinaria de 4acido etilmalonico
(EMA). Menos de 20 pacientes con deficiencia
primaria de SCAD han sido documentados
y reportados (11). Deficiencias secundarias
de SCAD pueden ser observadas en defectos
multiples de la deshidrogenacion de acil-
CoA, donde la actividad SCAD se encuentra
afectada por deficiencias en la flavoproteina de
transferencia de electrones (12), flavoproteina
de transferencia de electrones-ubiquinona
oxidoreductasa (13) o flavina adenino

dinucleétido mitocondrial (14).

Figura 1. Gel de agarosa (PCR) para el exén 6 del gen
SCAD amplificado en seis pacientes. Pozo 1 marcador de
peso molecular; pozos 3, 4, 6, 7 y 8 muestras de pacientes;
pozos 2 y 5 muestras control sin amplificar.

Figura 2. Gel de arcrilamida/bisacrilamida (SSCP) para
el andlisis del polimorfismo 625G>A del gen SCAD en 7
muestras control. La muestra del pozo ntimero 2 evidencia
la presencia del polimorfismo (doble banda).
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Dado que la deficiencia primaria o secundaria
de SCAD resulta en acumulacion intracelular
de butiril-CoA, el cual puede ser convertido
en EMA mediante la accién de la propionil-
CoA carboxilasa y posterior hidrélisis del
etilmalonil-CoA, (15), el analisis de EMA
por cromatografia de gases-espectrometria
de masas ha sido considerado un marcador
bioquimico de la deficiencia funcional primaria
o secundaria de SCAD (16). Sin embargo, este
hallazgo es comtin también en pacientes con
signos predominantemente neuromusculares
y deficiencias en la cadena respiratoria
mitocondrial (17), en pacientes con sindrome
de encefalopatia etilmaldnica (18), y en la
enfermedad de los vomitos de Jamaica (19).

Ante la sospecha de que la actividad SCAD
estd implicada en la mayoria de los casos de
aciduria etilmaldnica, ante la imposibilidad de
investigar a fondo con los recursos necesarios
todos los casos de pacientes con niveles de
EMA elevados y ante la dificultad bioquimica
de medir la actividad SCAD, diversos estudios
han postulado que el estudio de los posibles
polimorfismos o alelos de susceptibilidad del
gen SCAD sirve como marcador molecular para
establecer la responsabilidad de la deficiencia
primaria o secundaria de SCAD en la aciduria
etilmalénica (20). Estos estudios han reportado
que la aciduria etilmalénica en una pequefia
proporcién de casos es causada por mutaciones
patogénicas en el gen SCAD, pero también
han demostrado que puede ser causada
frecuentemente debido a wuna deficiencia
funcional de SCAD, ante la presencia de
variaciones de suceptibilidad (polimorfismos)
en el gen, en las cuales una actividad variable
o moderadamente reducida de la actividad
SCAD en fibroblastos, podria ser clinicamente
relevante (11). Estudios de expresion de las
variantes polimorficas 625G>A y 511C>T del
gen SCAD muestran reduccion de la actividad
catalitica y estabilidad de la enzima bajo ciertas
condiciones, lo cual explicaria su funcionalidad
reducida “in vivo” bajo ciertas circunstancias
(21).

La variante 625G>A ha sido encontrada en
homocigosis en el 7% de los individuos control
mientras que se encuentra en el 60% de los
pacientes con excrecién elevada de EMA (22).
Por otro lado, la variante 511C>T esta presente
en 13 de 130 y 15 de 67 alelos 625G, en el grupo
control y en el de pacientes con EMA elevado,
respectivamente. Ese mismo estudio concluye
que el alelo 511T-625G confiere susceptibilidad
para desarrollar aciduria etilmalénica (16).

A pesar de poseer manifestaciones clinicas
heterogéneas, en los trastornos caracterizados
por niveles elevados de EMA prevalecen los
signos neurolégicos y es caracteristico el retraso
en el desarrollo neuromotor, por lo que la
mayoria de los pacientes presenta hipotonia,
aunque también algunos casos pueden presentar
hipertonia e hiperactividad (23).

Otras manifestaciones clinicas observadas
en pacientes que sufren deficiencia de SCAD
incluyen: acidosis severa neonatal y fallo de
medro, los cuales pueden estar relacionados
con SMSL; debilidad o hipotonia en la infancia,
hasta formas severas de atrofia muscular y
escoliosis; retraso en el lenguaje e hiperactividad
u oftalmoplejia progresiva externa y miopatia
en nifios mayores (24). Las formas benignas de
la enfermedad se caracterizan por hipotonia
y descenso del nivel de conciencia durante
periodos de crisis secundarias a procesos
infecciosos; sin embargo, en la mayoria de
estas formas de la enfermedad, los pacientes
permanecen practicamente asintomaticos.

En el presente estudio hicimos el anélisis del
grupo familiar, inicialmente mediante técnicas
moleculares, pero bioquimicamente esta
deficiencia presenta caracteristicas especificas.
A diferencia de otros errores innatos del
metabolismo mitocondrial de los acidos grasos,
en la deficiencia de SCAD no se presenta
hipoglicemia hipocetésica ni hipocarnitinemia;
sin embargo, la relacion carnitina esterificada/
carnitina libre se encuentra incrementada. Los
niveles de acido etilmalénico (EMA) pueden
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encontrarse elevados, pero para el diagnéstico
definitivo es recomendable el diagndstico
molecular.

En nuestro laboratorio fue posible encontrar
y reportar por primera vez en Latinoamérica
la presencia del polimorfismo 625G>A en un
individuo normal (25). Pero el presente estudio
muestra que este polimorfismo puede ser comtn
en nuestras poblaciones, aunque se requieren
mas estudios poblacionales para saber el
porcentaje de presentaciéon del mismo.

Se esta trabajando en investigacion con la
tercera nifia nacida de esta pareja, la cual vive
actualmente sin problemas. Ella presenta niveles
de acilcarnitinas normales y estamos realizando
estudios moleculares tendientes a documentar

CONCLUSION

Las personas que sufren la deficiencia enziméatica
de SCAD presentan niveles de butirilcarnitina
elevados, pero en las dos personas que lo
detectamos no hay alteraciones del perfil de
acilcarnitinas, por lo cual se descarta que sufran
la deficiencia. En este caso, al no tener ningan
espécimen conservado de las dos nifias fallecidas,
con el fin de realizar analisis bioquimicos o
moleculares, no podemos atribuir directamente
sus muertes a una deficiencia SCAD, pero
tampoco puede descartarse esa posibilidad,
debido a que los padres heterocigotos pueden
tener hijos homocigotos con riesgo de muerte.
Por tal motivo, es recomendable implementar
entre patélogos y pediatras la necesidad de la
llamada “necrosis metabélica”.

el caso de esta familia.
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