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Mutation analysis of the methylmalonyl-CoA
mutase gene in ten Mexican patients
with methylmalonic acidemia

ABSTRACT

Introduction. Methylmalonic acidemia (MMA) is a geneti-
cally determined human metabolic disease, characterized by
deficient activity of the mitochondrial enzyme, methylmalo-
nyl CoA mutase (MCM). This enzyme catalyzes the isomeri-
zation of L-methylmalonyl CoA to succinyl CoA and requires
adenosylcobalamin as cofactor. Several mutations have been
identified in the unique genetic locus encoding the MCM
apoenzyme (mut) which causes MMA. Aim. To identify the
mutations present in Mexican patients diagnosed with MMA.
Results. Complete nucleotide sequencing of mut gene exons
of 10 Mexican patients with methylmalonic acidemia (MMA)
identified one novel mutation and eight mutations previo-
usly reported in the methylmalonyl-CoA mutase (mut) gene.
The new mutation ¢.406G>T (p.V136F) was found in one pa-
tient combined with the deletion c.1891delG
(p.A631QfsX17). The missense mutation ¢.322C>T
(p.R108C) was found in six non-related patients; in addition,
the mutations c¢.ins671-678dupAATTTATG (p.V227NfsX16),
c.682C>T (p.R228X), ¢1022-1023dupA (p. N341KfsX20),
c.1846C>T (p.R616C), ¢.2080C>T (p.R694W), and
¢.385+3insTAAGGGT (splice) were found. This work reveals
that Mexican patients with MMA have new (p.VI36F) as well
as worldwide and hispanic reported mutations. The muta-
tion R108C is the most frequent change (40% of total alleles)
mainly in patients from Leén, Guanajuato.

Key words. Methylmalonic acidemia. Methylmalonyl-CoA
mutase. Mutation analysis. Organic aciduria. Inborn errors
of metabolism.

RESUMEN

Introduccién. La acidemia metilmalénica aislada (AMM) es
una enfermedad metabélica determinada genéticamente y ca-
racterizada por la actividad deficiente o nula de la enzima mi-
tocondrial, metilmalonilCoA mutasa (MCM). Esta enzima
cataliza la isomerizacién de L-metilmalonilCoA a succinilCoA
y requiere adenosilcobalamina como cofactor. Una gran can-
tidad de mutaciones se han identificado en el locus genético
Gnico (mut) que codifica para la apoenzima MCM, las cuales
causan AMM. Objetivo. Identificar las mutaciones en pa-
cientes mexicanos diagnosticados con AMM aislada. Resulta-
dos. La secuenciaciéon completa de los exones del gen mut de
diez pacientes mexicanos permitié la identificacién de ocho
mutaciones previamente reportadas y una nueva. La muta-
ci6n nueva ¢.406G>T (p.V136F) se encontr6 en un paciente
combinada con la delecién ¢.1891delG (p.a631QfsX17). La
mutacién missense ¢.322C>T (p.R108C) se localiz6 en seis pa-
cientes no relacionados; ademés también se encontraron las

mutaciones ¢.ins671-678dupAATTTATG (p.V227NfsX16),
c.682C>T (p.R228X), ¢1022-1023dupA (p. N341KfsX20),
c.1846C>T (p.R6160), ¢.2080C>T (p.R694W) y

¢.385+3insTAAGGGT (splice). En el alelo de un paciente no
se identificé la mutacién presente. Este trabajo revela que los
pacientes mexicanos presentan mutaciones prevalentes en to-
das las poblaciones y una proveniente de la poblacién hispana,
asi como una mutacién nueva. La mutacién més frecuente-
mente encontrada fue la ¢.322C>T (R108C) en 8/20 (40%)
alelos, principalmente en pacientes nacidos en Ledén, Gua-
najuato.

Palabras claves. Acidemia metilmalénica aislada. Aciduria
metilmal6nica. MetilmalonilCoA mutasa. Errores innatos del
metabolismo. Acidemias orgénicas.
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INTRODUCCION

La acidemia o aciduria metilmal6nica aislada (AMM;
MIM ID #251000) es una enfermedad autosémica rece-
siva debida a un trastorno en el metabolismo del metil-
malonato y de la cobalamina (cbl, vitamina B,,). La
AMM es causada por mutaciones en el gen mui¢ que pro-
vocan una deficiencia parcial (mut) o total (mut’) de la
enzima mitocondrial metilmalonil-CoA mutasa (MCM;
EC 5.4.99.2), cuya funcién es catalizar la isomerizaciéon
de metilmalonil-CoA a succinil-CoA. La actividad de di-
cha enzima requiere adenosilcobalamina como coenzi-
ma.! La incidencia aproximada de la AMM es de uno en
30,000-50,000 recién nacidos vivos a nivel mundial;l-3
sin embargo, la tasa real puede ser mayor debido a que
algunos nifos mueren antes de que la enfermedad se
sospeche. El espectro clinico de la AMM es amplio y
comprende desde formas benignas en nifios y adultos,*®
hasta formas neonatales catastréficas.® Dentro de los
datos clinicos destacan letargo, falla para medrar, vomi-
to recurrente, deshidratacién, dificultad respiratoria e
hipotonia; también puede existir hepatomegalia, retraso
global del desarrollo, retraso mental, autismo, cuadripa-
resia espastica, distonia y coma.?%

Dentro de las caracteristicas bioquimicas de la
AMM destacan la presencia de acidosis metabdlica
de brecha anidénica elevada, con altas concentracio-
nes de acido metilmal6nico en suero y orina, niveles
normales de vitamina B,, en suero, cetonuria, hipe-
ramonemia e hiperglicinemia, asi como leucopenia,
trombocitopenia e incluso pancitopenia.l-?

El espectro mutacional de la AMM se ha estudiado
ampliamente a través de la secuenciacién del gen mut
(tiene 13 exones), se localiza en el cromosoma 6p21 y
hasta el momento se han reportado mas de 200 muta-
ciones, principalmente en los exones 2-13.711

Diferentes grupos étnicos presentan ciertas muta-
ciones con mayor frecuencia; por ejemplo, la muta-
cién E117X es frecuente en la poblacién japonesal? o
la N219Y localizada en pacientes caucésicos descen-
dientes de franceses y turcos.!? La poblacién mexica-
na es étnicamente heterogénea, en su formacién
contribuyeron grupos humanos de todos los conti-
nentes, por lo que es importante conocer cuéles de
las mutaciones descritas estdn presentes en México
y si alguna no se ha reportado. Este es el objeto y la
justificacién de este articulo.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Este estudio incluyé a diez pacientes afectados
con AMM aislada provenientes de nueve familias

(dos hermanos) diagnosticados en el Instituto
Nacional de Pediatria de la Ciudad de México
mediante perfil urinario de acidos organicos por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas. Las muestras de sangre para la extraccién
de ADN se obtuvieron después de que los padres de
los pacientes firmaron el consentimiento informado;
el proyecto se aprob6 por los Comités de Bioética del
Instituto Nacional de Pediatria y del Instituto de In-
vestigaciones Biomédicas. Todos los pacientes reci-
bieron asesoramiento genético profesional.

Analisis de mutaciones

Los exones 2-13 y las regiones intrénicas adya-
centes del gene mut se amplificaron del DNA gené-
mico obtenido de muestras de sangre periférica de
los pacientes, familiares y 100 controles usando el
Mini Kit Perfect gDNA Blood (Eppendorf). La mez-
cla de reaccién para el PCR consisti6 de 100 ng de
ADN, 0.5 uM de cada iniciador (sentido y antisenti-
do) (Cuadro 1), 200 uM de dATP, dCTP, dGTP y
dTTP, 2.5 U de Taq polimerasa y buffer 1X (Invitro-
gen) en un volumen total de 50 wL. Después de
5 min de incubacién a 94 °C se llevaron a cabo 30
ciclos de 60 s a 94 °C (desnaturalizacién), 60 s a dife-
rentes temperaturas de alineamiento (ver el cuadro
1 para consultar la temperatura empleada para cada
ex6n) y 1 min a 72 °C (extensién). Los iniciadores se
disenaron con el programa DNAMAN versién 3.0
tomando como base la secuencia No. NM_000255
reportada en el GenBank. La amplificacién fue con-
firmada por electroforesis de 10 uL. del producto en
geles de agarosa a 1.5% en buffer TAE. Los amplico-
nes se purificaron del gel por medio del kit QIAquick
(Qiagen) y secuenciados directamente al usar los ini-
ciadores utilizados para la amplificacién. La secuen-
cia se realiz6 con el sistema BigDye terminator v.3.1
(Applied Biosystems) y analizados con un Secuencia-
dor de ADN ABI Prism 377 (PE Applied Biosystems).
La numeraciéon del ADNc inicié en el nucledtido A
del codén de inicio ATG.

Formacion de heteroduplex

El ex6n 3 de cada una de las muestras del pacien-
te y familiares o controles se amplific6 por PCR. Los
amplicones se purificaron del gel en un volumen to-
tal de 20 uL y se sometieron a 95 °C por 5 min y a
68 °C por 30 min para someterlas después a electro-
foresis en un gel de poliacrilamida a 12% en buffer
TTE (44.5 mM Tris, 7.5 mM Taurina, 0.25 mM
EDTA, pH 9).14
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Cuadro 1. Oligonucleétidos para PCR y andlisis de secuencia de los exones y regiones vecinas del gen mut.

Oligonucledtidos Secuencia Temperatura Producto Referencia

de alineamiento de PCR (pb)
Ex6n 1-delantero 5-CGCCCATGAGAGCGCTATT-3’ 63°C 317 Méndez, et al. (2012)
Exon 1-reverso 5-AAAGGACAGAGCGGGAGAGAA-3
Ex6n 2- delantero 5- TAGTAGCTCCTATTCCACCC-3 58°C 485 Méndez, et al. (2012)
Exon 2-reverso 5-TCTCACCTTAATGTTGTCCT-3
Exon 3-delantero 5-CCAGACTCTTGAATCTTACAT-3 54°C 449 Méndez, et al. (2012)
Exon3-reverso 5-CAAGGAACTATAGAAAAA C-3’
Exén 4- delantero 5- TGGATTTAATAGGACCTT-3’ 57°C 332 Méndez, et al. (2012)
Exon 4-reverso 5- AAATCTAAATCTAGCCTGA-3’
Exon 5- delantero 5-AATTAAATTCTGGACCTA-3 50°C 246 Adjalla, et al.'®
Exon 5-reverso 5-ACTTTATTAAAATTCTACAT-3’
Exon 6- delantero 5-CATATCTATCACCGTTCTTGA-3' 56°C 337 Adjalla, et al.'®
Exon 6-reverso 5-CTATAAATCTGAAAACAAAGTT-3
Ex6n 7- delantero 5- TTAATTCTGTTCTTATGAAAC-3' 63°C 332 Méndez, et al. (2012)
Exon 7-reverso 5’- ACTATACATGTTATCTTCAAAC-3
Exon 8- delantero 5’- CCAGAGCATTACAATTAGGT-3’ 58°C 300 Méndez, et al. (2012)
Exon 8-reverso 5- TTAATACACACCTCATGCTG-3
Exon 9- delantero 5- AAATTGTCCCTTTCCTTGACTT -3’ 55°C 244 Méndez, et al. (2012)
Exon 9-reverso 5- GCTCACATGGTTTACAGGATCA -3’
Exon 10- delantero 5- TGAAGTTAATGGAACCACCA -3’ 64°C 246 Méndez, et al. (2012)
Exon 10-reverso 5- GGAAATTAAGCTCCCAGTAGA-3’
Exon 11- delantero 5-ACTTGAAGATTTGCTGTG-3 60°C 321 Adjalla, et al.'®
Exon 11-reverso 5-TGTCTGTCATCATTTTACTAC-3
Exon 12- delantero 5-CAGGGTTTTTAGTCATTA-3 64°C 276 Adjalla, et al.'®
Ex6n 12-reverso 5-CAAGATTCCCATCACAGT-3
Exon 13- delantero 5- TGACAAGAGAAGATAGGGTT-3 63°C 283 Méndez, et al. (2012)

Exon 13-reverso

5'- CAAGGAAAGTACAAATCAGG-3

RESULTADOS

En este trabajo se investigaron las mutaciones
presentes en nueve familias con pacientes diagnosti-
cados con acidemia metilmalénica, a través de la se-
cuenciacién de la regién codificante completa y las
regiones vecinas de los exones-intrones del gen mut
usando ADN genémico como templado, tanto de los
pacientes como de los padres. Todos los ninos pre-
sentaron altos niveles de 4cido metilmalénico en
orina y los sintomas asociados a AMM. Las caracte-
risticas clinicas observadas en este grupo de pacien-

tes fueron similares a las descritas en la literatura:
iniciaron con sintomas gastrointestinales tales como
vomito y rechazo al alimento, seguidos por manifes-
taciones neurolégicas entre las que destacaron irri-
tabilidad, alteraciones del tono muscular y letargo.
Dos de los pacientes presentaron de manera inicial
crisis convulsivas. Por otro lado, en los tres pacien-
tes clasificados con fenotipo infantil el cuadro clinico
inicié entre los cuatro y ocho meses de vida y las
manifestaciones clinicas se relacionaron con el inicio
de la ablactacién. En la mayoria de los casos las ma-
nifestaciones bioquimicas de la enfermedad fueron
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Cuadro 2. Caracteristicas, clasificacion fenotipica, evolucién y descripcion de las mutaciones encontradas en los pacientes con acidemia metilmalénica aislada.

Caso/sexo Alelo 1 madre Alelo 2 padre Edad de inicio Caracteristicas o diagnostico inicial Fenotipo clinico/evolucion
(efecto) (efecto) de los sintomas
1M €.322C>T ¢.322C>T Ocho dias Acidosis metabdlica de dificil estabilizacion. Neonatal/fallecido
(p.R108C) (p.R108C)
2/F ¢.322C>T .322C>T Tres dias Sepsis neonatal temprana. Neonatal/viva
(p.R108C) (p.R108C) RGD
3M .671-678dup AATTTATG  ¢.682C>T 15 dias Sepsis neonatal. Neonatal/fallecido
(p.V227NfsX16) (p.R228X)
4M €.322C>T €.385+3insTAAGGGT Nueve meses Diagnéstico por tamiz prenatal por Neonatal/vivo
(p.R108C) (splice) asintomatico antecedente de dos hermanos fallecidos, RGD, insuficiencia renal crénica.
con tratamiento recibi¢ tratamiento neonatal, asintomatico
hasta los nueve meses que presentd Pancitopenia.
cuadro de vomito, deshidratacion,
hiperamonemia y acidosis metabélica
de brecha aninica elevada.
5/F ¢.1022-1023dupA €.322C>T 20 dias Neumonias de repeticion, sepsis, Neonatal/viva
(p-N314KfsX20) (p.R108C) cuadros repetidos de acidosis RGD, insuficiencia renal crénica.
metabdlica de brecha anidnica Bicitopenia.
elevada, anorexia, vomito.
6/F c.322C>T Mutacion Cuatro meses Cuadros repetidos de acidosis metaboélica Infantil/fallecida
(p.R108C) no identificada de dificil estabilizacion,
hiperamonemia, vomito, letargia.
M c.1846C>T C.1846C>T 25 dias Cuadros repetidos de acidosis Neonatal/fallecido
(p.R616C) (p.R616C) metabdlica de dificil estabilizacion.
8'/F c.1846C>T C.1846C>T Siete meses Diagnosticada mediante tamiz neonatal Neonatal/fallecida
(p.R616C) (p.R616C) asintomatica por antecedente de hermano afectado.
con tratamiento Asintomatica hasta los seis meses.
9/F ¢.2080C>T €.322C>T Ocho meses Deshidratacion, vomito, crisis de acidosis Infantil/viva
(p.R694W) (p.R108C) metabdlica de brecha anidnica elevada. Desarrollo psicomotor normal.
10M c.406G>T* c.1891delG Cuatro meses Acidosis metabolica de dificil estabilizacion. Infantil/vivo
(p.V136F) (p-A631QfsX17) RGD, proteinuria.

*Pacientes de la misma familia. “*Mutacién nueva. RGD: retraso global de desarrollo. F = Femenina. M = Masculino.



episodios agudos de acidosis metabdlica, de brecha
anibnica elevada, ademaés de dificil estabilizacién y
recurrente, en la mitad de los pacientes se acompané
de hiperamonemia.

La evolucién clinica de los pacientes se caracteri-
z6 por una mortalidad de 5/10 pacientes. Por lo ge-
neral, los fallecimientos ocurrieron durante alguno
de los episodios de acidosis de repeticiéon. En el se-
guimiento de estos pacientes (cinco anos) se docu-
menté retraso global del desarrollo en 4/10; tres
pacientes presentaron insuficiencia renal, que en dos
casos derivé en fallecimiento (pacientes hermanos 7
y 8) y una sobreviviente (caso 5), a la fecha tenia in-
suficiencia renal crénica terminal. El paciente 4 cur-
saba con una pancitopenia severa, misma que se
relacioné con cuadros repetidos de infecciones opor-
tunistas. Llama la atencién que de esta cohorte ana-
lizada tUnicamente la paciente 9 (mutacién
heterocigota ¢.2086CT/c.322C>T), 11 anos de edad
a la fecha, tenia un desarrollo psicomotor normal.

El espectro mutacional encontrado incluy6 nueve
variaciones en las secuencias del gene mut¢, una
de ellas no descrita en la literatura ¢.406G>T
(p.V136F) y ocho correspondientes a mutaciones ya
reportadas.”111516 Cuatro de ellas son missense
(¢.322C>T, ¢.1846C>T, ¢.2080C>T, ¢.406G>T),
una nonsense (682C>T), dos duplicaciones (¢.671-
678dupAATTTATG, c.1022-1023dupA); una delecién
(1891delG) y una insercién (c.385+3TAAGGGT)
como se muestra en el cuadro 2 donde también se in-
cluyeron las caracteristicas, evolucion y clasifica-
cién fenotipica de los pacientes estudiados. De las
nueve familias analizadas, cinco eran originarias de
la Ciudad de México, tres de Guanajuato y una de
San Luis Potosi. Se documenté consanguinidad tni-
camente en una de ellas. Tres de las familias tenian
el antecedente de hijos previos fallecidos con un cua-
dro clinico similar, sin diagnéstico especifico.

De los 20 alelos analizados, ocho (40%) presenta-
ron la mutacién ¢.322C>T (p.R108C) en el exdn 2;
dos pacientes no relacionados fueron homocigotos
para dicha mutacién. En segundo lugar de frecuen-
cia se encontré la mutacion ¢.1846C>T (4/20) y el
resto de las mutaciones se encontré una vez cada
una (Cuadro 2).

En el paciente 10 se encontraron dos cambios, la
delecion ¢.1891delG (p.A631QfsX17) en un alelo y en
el otro la mutacién ¢.406G>T (p.V136F), mutacién
no reportada hasta la fecha y que implica un cambio
de valina por fenilalanina en el primer tercio de la
secuencia de la proteina. Aunque no aparece en las
bases de datos de SNPs, para descartar que esta mo-
dificacién fuera un polimorfismo en el ex6n 3, 200

Figura 1. Migracion diferencial de heterodiplex y homodiplex del
exon 3 en geles de poliacrilamida a 12% para la identificacion de la muta-
cién G>T en muestras control. Carril 1, heteroduplex de la muestra del pa-
dre; carril 2, muestra de la madre; carril 3, muestra del paciente; carriles
4-9, homoddplex representativos de la poblacion control.

alelos control se analizaron por formacién de hete-
rodiplex, la cual es una técnica disenada para detec-
tar pequenas variaciones en las secuencias de ADN.
Este método se basa en las propiedades fisicas de la
molécula debido a la formacién de burbujas que se
generan por bases que no encuentran su par homoé-
logo, formando un heteroduplex (el cual migra mas
lento que un homodiplex en una electroforesis),
mientras que las cadenas homélogas formaran un
homoduplex, detectando asi cadenas silvestres o mu-
tantes. Con esta herramienta s6lo se encontré el
cambio en la muestra del paciente y en la del padre
(Figura 1).

DISCUSION

La acidemia metilmalénica es una enfermedad que
generalmente se diagnostica en el primer ano de
vida con sintomas poco caracteristicos, por lo que se
tiene que confirmar la enfermedad con la cuantifica-
cién de 4cido metilmalénico en orina. Es un trastor-
no autosémico recesivo con una incidencia
aproximada de uno en cada 30,000 a 50,000 recién
nacidos a nivel mundial, afecta por igual a nifios y
nifas.”

La acidemia metilmalénica se presenta cuando
existen mutaciones en el gen que codifica para la me-
tilmalonilCoA mutasa y se ha reportado que diferen-
tes grupos étnicos presentan ciertas mutaciones con
mayor frecuencia. Ademés de las mutaciones preva-
lentes en poblaciones francesa/turca y japonesa men-
cionadas en la introduccién se ha reportado la
mutacién G717V presente con gran frecuencia en po-
blacién afroamericana.®1?

Los resultados de este trabajo en diez pacientes de
nueve familias muestran la presencia de nueve cam-
bios, de los cuales cuatro fueron mutaciones missense,
dos duplicaciones, una insercién y una mutacién
nonsense. Una de estas mutaciones, ¢.406G>T
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(p.V136F), se reporté por primera vez, sumandose a
la gran cantidad de mutaciones publicadas. La subs-
titucién de una valina muy conservada en el cod6n
136 del exén 3, por una fenilalanina en la cadena
12 dentro del barril (B/at)g, que junto con S135, A137
y F138 tiene un papel crucial en la interaccién con el
metilmalonil coenzima A.20 Se concluyé que este
cambio no ocurre de manera frecuente en la pobla-
cién mexicana, sino que el padre la adquirié de algu-
no de sus progenitores, a través del andlisis de
heteroduplex en 200 alelos control donde no se en-
contr6 la mutacién. Esta es una técnica muy usada
para confirmar una mutacién en un gran ntimero de
alelos; tal fue el caso del polimorfismo A499T encon-
trado en poblacién tailandesa que se confirmé con
una frecuencia alta a través de esta metodologia.?!

La mutacién ¢.322C>T (p.R108C) se encontré en
seis pacientes de forma homo o heterocigota, repre-
senta una frecuencia de 40% de los alelos. Estos re-
sultados concuerdan con la recurrencia reportada
por Worgan, et al.,'! en lineas celulares de fibroblas-
tos de pacientes de origen mexicano o espanol detec-
tados en Canada, aunque no se precisa si nacieron
en México o son de ascendencia mexicana. Sélo dos
de ellos fueron homocigotos para esta mutacién y la
AMM inici6 a los pocos dias de nacidos; sin embar-
go, su evolucién fue distinta, uno falleci6 mientras
que la otra paciente sobrevivi6, aunque con retraso
global del desarrollo. Los otros pacientes fueron he-
terocigotos para la mutacién, por lo que es dificil
comparar su fenotipo clinico y evolucién tanto entre
ellos como con lo reportado en otros articulos, ya
que la mayoria trabaja con lineas celulares y men-
cionan poco de los pacientes.

Es importante enfatizar que tres pacientes nacie-
ron en Ledén, Guanajuato, lo que sugiere una alta
frecuencia de este cambio en la poblacién de dicha
ciudad, por lo que seria interesante un estudio en
poblacién abierta para conocer la frecuencia en la
poblacién de este estado.

Las otras mutaciones reportadas en este trabajo,
presentes en nifnos con AMM, se encontraron en
una sola familia, por lo que la frecuencia puede ser
muy baja en nuestra poblacién, aunque faltaria ana-
lizar un nimero mayor de pacientes para concluir
acerca de su tasa en poblacién mexicana.

Se ha reportado una gran cantidad de mutaciones
nuevas asociadas a acidemia metilmaldnica, mas de
200 descripciones.?? Los exones 3, 6, 11 y 12 codifi-
can para el dominio de unién a sustrato y de unién
a cobalamina y son los que presentan un mayor ni-
mero de mutaciones reportadas, mientras que los
exones 7y 9 son en los que hay menos mutaciones.

Por otro lado, la presencia de hotspots para eventos
mutacionales podria explicar por qué el codén de ar-
ginina que contiene el dinucleétido CpG o los codo-
nes de glicina (GpG) son mas susceptibles a
presentar mutaciones, ya que entre ambos codones
suman mas de 30 cambios.?3
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