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Contribution of the FMO3 SNPs in the disease and pharmacogenetics
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RESUMO

O Sindroma de odor a peixe ou trimetilamindria (TMAu) é uma doenga genética de transmissdo autossémica recessiva que se manifesta
por um forte odor corporal a peixe, devido a incapacidade de conversdo do composto odorifero trimetilamina em N-6xido de
trimetilamina (composto ndo odorifero), pela enzima flavina mono-oxigenase 3 (FMO3). Assim, os individuos afetados por esta
patologia apresentam um odor a peixe em todos os fluidos corporais e, apesar desta doenga estar classificada como benigna, os
individuos afetados apresentam graves problemas psicossociais, afetivos e profissionais. Apesar de ser considerada uma doenca
rara, esta patologia podera estar subestimada, pois é frequentemente estudada na crianga, mas afeta também individuos em idade
adulta. Outro fator relevante a considerar no estudo da trimetilaminuriua, é ndo s6 a sua contribuicdo para o conhecimento do
espectro mutacional de FMO3, mas salientar a importancia que tem a variabilidade inter-individual e intra-individual da expressao
da proteina, na metabolizagdo hepatica de uma grande maioria de farmacos.

Neste trabalho, pretendeu-se dar a conhecer o espetro mutacional para a TMAu em doentes Portugueses tendo sido estudados 52 doentes com
fendtipo sugestivo de TMAu.

Nos 52 doentes estudados com fendtipo sugestivo de TMAu foi confirmada a presenca de polimorfismos e/ou muta¢des patogénicas no gene
FMO3, tendo-se observado 32 variantes. Verificou-se que a presenca dos polimorfismos p.Glu158Lys e p.Glu308Gly, em combinagdo com outras
variantes, originavam padrdes diferentes no fendtipo, essencialmente em cis ou quando presentes em homozigotia.

Com os resultados obtidos correlacionou-se o gendtipo da doenga com o fendtipo, alertando-se para a necessidade do estudo desta patologia
de uma forma integrada com a farmacogenética uma vez que o estudo mutacional deste gene poderd num futuro préximo ser encarado como
uma possivel ferramenta, na previsibilidade do sucesso de actuagdo de um determinado farmaco que sirva de substrato a enzima FMO3.
Deste estudo salientamos a necessidade de clarificar ndo sé a patogeneicidade das novas variantes encontradas, bem como dos seus efeitos na
atividade enzimatica de FMO3. Por outro lado, pretendemos também avaliar qual o papel que desempenham os polimorfismos mais comuns

no bindmio genétipo/fendtipo e/ou mecanismo protetor relativamente as drogas xenobidticas ou ambientais.

Palavras-chave: Trimetilamindria, Sindroma de odor a peixe, Flavina mono-oxigenase 3, FMO3, Polimorfismos genéticos,
Farmacogenética

ABSTRACT

“Fish odor syndrome” or Trimethylaminuria (TMAu) is an autossomal recessive genetic disorder characterized by the inability to
convert malodorous dietary-derived trimethylamine (TMA) to odorless TMA N-oxide by the flavin containing monooxygenase 3 (FMO3).
When the capacity to oxidize TMA to TMA N-oxidize is diminished, in the liver, affected individuals exude a “fishy” body odor due to
the secretion of TMA in their corporal fluids leading to a variety of psychosocial problems.

In this study, 52 Portuguese patients with phenotype suggestive of TMAu were evaluated for molecular screening of the FMO3 gene.
Genomic DNA was automatically extracted from whole blood and the eight protein-coding exons and flanking intronic sequences of
FMO3gene (NM_006894.5) were directly sequenced after PCR amplification.

We found 32 variants in the FMO3 coding region. Whenever common variants (Glu158Lys, Glu308Gly) were considered in combination,
a distinct pattern between the control population and patients was observed, mainly in what concerns the presence of Glu158Lys
and Glu308Gly in homozygous state. Considering the overlapping substrate specificity of many of the FMOs, the contribution of
interindividual variability in the expression of FMO3 gene may affect drug and foreign chemical metabolism in the liver and other
tissues. Therefore, it is important to screen for common TMAu mutations but also extend the search to other genetic variants in order
to correlate genotype and disease-associated phenotypes or the risk for an adverse effect from a drug or environmental toxicant. To
fully understand the contribution of FMO3 variants and polymorphisms combination to pharmacogenetics, a larger sample analysis
and more detailed investigation will be required. It is possible that individuals homozygous for potential allele will detoxify amines
less efficiently and be at greater risk from an exaggerated clinical response or adverse drug reaction.

Further studies are necessary to clarify the pathogenicity of novel variants identified in this study, as well as the effect of the common
single nucleotide polymorphisms, which may play an important role in disease presentation and/or protective mechanism to
xenobiotics drugs or environment.
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INTRODUGAO

A Trimetilaminuria [TMAu; MIM 602079] também
denominada Sindroma de odor a peixe podre, é
uma doenca genética de transmissao autossdmica
recessival>** caracterizada por uma acumulacdo
excessiva de trimetilamina (TMA) em resultado de
uma deficiéncia na enzima flavina mono-oxigenase
3 (FMO3; EC 1.14.13.8). Esta enzima, NADPH-
dependente pertence ao grupo das flavinas mono-
oxigenases (FMQ’s), que a seguir ao Citocromo
P450 (CYPs) sdo o grupo mais importante na
oxidacdao de um vasto nimero de compostos
quimicos, incluindo fdrmacos, compostos
alimentares e pesticidas>%” Apesar de sé ter sido
caracterizada em 1970% as consequéncias da
Trimetilamindria ja tinham sido reconhecidas por
Shakespeare no mondlogo de Trinculo (The
Tempest, Act 2. Scene 2):

“What have we here? A man or a fish? Dead or
alive? A fish: he smells like a fish; a very ancient
and a fish-like smell; a kind of not of the newest
Poor-John. A strange fish!(...)”

Dos cinco genes de FMQ’s funcionais que se
conhecem, apenas o gene FMO3 é a forma mais
importante no figado do adulto® Em condigbes
normais, a TMA (composto volatil e odorifero) é
metabolizada no figado e convertida pela enzima
FMO3 em N-6xido de TMA (TMAO; composto ndo
volatil e ndo odorifero) (Figura 1).
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Figura 1. Via metabdlica primaria de TMAu
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Desta forma, qualquer “erro” na regulacdo desta
via metabdlica, resultara em défices enzimaticos
de FMO3, levando a um aumento de TMA, na
urina, suor, halito e outros fluidos corporais.
Apesar da TMAu nao estar associada a mortalidade
ou morbidade, as consequéncias psicossociais
desta patologia sdao devastadoras, podendo
mesmo conduzir a depressao, isolamento e
suicidio®

A TMAu pode ser classificada em primdria e
secunddria’®!* A forma primaria, resultante de
alteragdes genéticas no gene codificante da enzima
FMO3, causa regra geral, um decréscimo na
atividade enzimatica de FMO3. Em consequéncia
da existéncia de mutacdes patogénicas que per
se ou acompanhadas por polimorfismos no gene
FMOQO3, irdo reduzir ou inativar a atividade da
enzima. A forma secundaria, sem predisposicao
genética, resulta de uma sobrecarga em TMA ou
dos seus precursores, em resultado de uma
combinacdo de fatores (ex: alteracdes
gastroinstestinais, infecdes bacterianas e virais ou
mesmo por alteragées hormonais). Para além
destas duas formas, podemos ainda considerar as
formas transitérias de TMAu, por exemplo, a
prematuridade nos recém-nascidos a qual podera
estar associada a falta de maturacdao da enzima
FMO3; bem como certos casos transitérios que
podem ocorrer durante o periodo menstrual,
devido a inibicdo da enzima FMO3 pelos
estrogénios (originando um aumento de
TMA)G'H’B’M'IS.

Laboratorialmente, a TMAu pode ser
diagnosticada quer através da quantificacao de
TMA e TMAO na urina por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) ou mais comumente pelo estudo
molecular do gene FMQ3416:17,

As variantes genéticas associadas com o gene
FMO3, originam quer fendtipos leves quer
fendtipos graves em situacgdes de inativacdo total
da enzima. Em qualquer das formas, é essencial o
conhecimento dos polimorfismos da populagao,
uma vez que a presenca destes, pode potenciar o
efeito das variantes genéticas e condicionar assim
o fenétipo™'** De acordo com a literatura, a
incidéncia de TMAu pode variar entre 1% a 10%,
dependendo da populacdo?. Presentemente, estdo
descritas mais de 300 variantes no gene FMO3%
sendo que apenas 40 desses variantes estio
associados com um fendtipo de TMAu. Para além
das variagdes inter-individuais do gene FMO3,
que contribuem para a caracterizacdao do
espectro mutacional da doenca, temos ainda a
considerar as interagdes sinergisticas epist aticas
entre alguns SNP’s que também contribuem para



um efeito deletério, levando a um agravamento
do fenétipo, como é o caso dos polimorfismos mais
comuns p.Glul58Lys e p.Glu308Gly que reduzem
a atividade da enzima*?*2!, Apesar da presenca
destes polimorfismos ser insuficiente para, na
maioria dos casos, causar TMAu, em criangas
podem ser a causa etioldgica de perturbacdes
nesta via metabdlica, devido a baixa expressao
deste FMO3 nesta fase de desenvolvimento.
Neste trabalho, pretendemos ndo sé dar a
conhecer o espectro molecular dos 52 doentes
estudados com clinica sugestiva de TMAu,
provenientes de diferentes regides do nosso pais,
mas também sensibilizar para a necessidade de
encarar esta patologia, que apesar de benigna,
pode ter implicagdes sociais e de autoestima
gravissimas e que se identificada atempadamente
poderda minimizar o impacto na vida comunitaria
da pessoa afetada. Estudou-se também a
frequéncia na nossa populagao dos polimorfismos
com efeito deletérios e pretendeu-se alertar para
a possibilidade de individuos com determinados
gendtipos puderem metabolizar de forma
diferente farmacos que sejam utilizados como
substrato para a enzima FMO3 e que terdo desta
forma, respostas diferentes ao bindmio droga/
clinica.

MATERIAL E METODOS

Doentes estudados

Estudamos 52 doentes (29 do sexo masculino e
23 do sexo feminino) de origem portuguesa,
enviados por diversos centros hospitalares, com
fenodtipo sugestivo de TMAu (odor a peixe). A faixa
etdria destes doentes, variou entre o primeiro ano
de vida até aos 52 anos. Como populagdo controlo,
estudamos 100 individuos saudaveis (200 alelos),
ndo consanguineos, de faixa etdria equivalente e
de origem Portuguesa (Todos estes estudos foram
realizados apds consentimento).

Caracterizagéo Molecular

O DNA gendmico foi extraido a partir de sangue
total por métodos automatizados (EZ1, QIAGEN).
Os 8 exdes e as respetivas regides flanqueadoras
do gene FMO3 (NM_006894.5) foram amplificadas
por PCR seguida de sequencia¢do automatica. A
reaccdo de sequenciacgao, utilizando o método de
Sanger foi preparada usando o kit “Big Dye
Terminator sequencing” e seguindo as instrucdes
do fabricante. Os produtos de PCR foram
analisados num ABI PRISM™ 3130XL Genetic
Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA).
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Andlise bioinformdtica

A conservacao dos residuos mutados foi obtida
por comparacdo de 17 sequéncias ortdlogas de
FMO3. As sequéncias proteicas foram analisadas
no programa Geneious v5.4 usando as defini¢cdes
standard®* As previsdes in silico foram feitas
recorrendo a ferramentas informaticas como
Polyphen e Sift,respetivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteriza¢do genética dos doentes com TMAu
Na Tabela 1 estdao referidas as variantes
encontradas no estudo molecular dos 52 doentes
na regido codificante do gene FMO3 e a excecao
de p.Ser417Ser, p.Val283Val e p.Asn285Asn, todas
sdao mutagdes missense ou non-sense nao tendo
sido detetadas nos 200 alelos da populacao
controlo, o que sugere que terdao um efeito
patogénico e estardo associados a doenca (Figura
2). Adicionalmente, o padrdo de conservacdo
destas variantes nos mamiferos vem reforcar o
efeito putativo destas substituicoes.

Associacao entre TMAu e os polimorfismos mais
comuns p.Glul58Lys e p.Glu308Gly

Dos resultados obtidos observamos uma
associacdo dos polimorfismos mais comuns,
p.Glul58Lys e p.Glu308Gly, com algumas das

Tabela 1. Identificagdo das variantes encontradas
no gene FMO3, nos 52 doentes estudados para TMAu

Gly38Trp [23]
Ser147Ser [16]
Prol53Leu [24]
Glu158Lys [20]
Glu18oval [25]
Glu208Lys Neste Estudo
Asp232Val [23]
Arg238Gly Neste Estudo
Val283Val Neste Estudo
Asn285Asn rs909530
Val257Met [26]
Glu305Term [27]
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Tabela 1.

p.G180V

Identificagdo das variantes p.N285N?
encontradas no gene FMO3, nos 52 doentes p-T307P
estudados ara TMAu (cont.) 514757 PE308G R417C?

p . p.G38W P ? p.s3ioL P
p.P153L pwsssLt,
p.E158K

_ p. Dzszv ”2”5’
Arg238Gly Neste Estudo P- V257M"
] 2 3
Thr307Pro [23]
Glu308Gly [20] r
p- Q3730711
Ser310Leu [23] Figura 2. Variantes encontradas no gene FMO3, nos 52
doentes estudados e clinicamente suspeitos de TMAu.
GIn373GIn*11 [23] [Legenda: mutagdes que resultam numa proteina truncada
(abaixo da representacdo esquematica do gene); mutacGes
Trp388Leu rs199975586 missense patogénicas (em cima da representacdo
esquemadtica do gene); variantes sublinhadas (variantes
Argd17Cys rs149551557 que em cis afetam a atividade enzimatica de FMO3); e
variantes com um ponto de ? (variantes cuja fun¢do na
Thr428Ser rs147245760 actividade da enzima ainda n3o é totalmente conhecida)]
(in FMO3 Allelic Variant Database at http://human-
Argd92Trp (20] fmo3.biochem.ucl.ac.uk/Human_FMO3/)
.627+10 C>G [16]
Val283val Neste Estudo em alguns <casos, a presenga destes
polimorfismos poderd apenas aumentar a
Asn285Asn rs909530 propens3o para desencadear, em determinadas
ocasides, uma forma transitéria de TMAu (ex:
Val257Met [26] .
dieta, elevado consumo de precursores de TMA,
Glu305Term 27] alteracdes rTa flora Ejo trato |nte:<,t|nal, dieta rica
em vegetais do género Brassica, ou mesmo
Thr307Pro [23] durante o periodo menstrual)®*3 Esta parece ser
a explicacao mais plausivel, em criangas ou
Glu308Gly [20] mesmo adultos, que sofrem de uma
trimetilamindria transitéria, regra geral, de
Ser310Leu [23] .
fendtipo leve e que acaba eventualmente por
_ f 25
GIn373GIn* 11 23] resolyer se com uma dieta moderada‘ .
Na Figura 3 podemos observar a distribuicao
Trp388Leu rs199975586 haplotipica de p.Glul58Lys e p.Glu308Gly numa
populacdo controlo de individuos normais e nos
Argal7Cys rs149551557 doentes com TMAu referidos neste trabalho. E
importante salientar que uma boa fracdo da
Thr428Ser rs147245760 ~ . ~ 1
populacdo saudavel, ndo é portadora nem de
Argd92Trp [20] p.GIu1A58L'ys ou p..GIu.3(’)86Iy. Verifica-se que a
frequéncia de individuos portadores de
€.627+10 C>G [16] p.Glul58Lys em heterozigotia é semelhante em
ambas as populagdes (59% no grupo de doentes

versus 60% na populagdo controlo) no entanto, em

variantes encontradas. De acordo com Zschocke
e seus colaboradores?! os portadores destes
polimorfismos apresentam uma diminuicdo na
oxidacdo da trimetilamina em N-6xido de
trimetilamina apds prova oral de sobrecarga. Este
facto foi também demonstrado em estudos
funcionais in vivo, onde se verificou um aumento
de TMA ndo metabolizada®*?*** De salientar, que
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homozigotia, estes polimorfismos sdao mais
frequentes entre os doentes (22% versus 2% na
populacdo controlo). Outra grande diferenca
observada, é na frequéncia de individuos
portadores para ambas as variantes em
homozigotia. Neste caso, a homozigotia para
ambos os alelos ndo foi observada na populagao
normal (Figura 3). Esta distribuicdo haplotipica



reflete o papel funcional destas duas variantes
na condicdo de TMAu. E assim passivel de se
esperar, que a gravidade da proteina codificada
por FMO3 afetada varie com a combinacdo entre

Acta Farmacéutica Portuguesa, 2015, vol.4, n. 1

estas variantes. Desta forma, a presenca das
variantes mais comuns per se ou em combinagao
com outras, menos frequentes, terdo uma
impacto elevado na atividade da enzima.
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Figura 3. Distribuicdo dos polimorfismos mais frequentes — p.Glu158Lys e p.Glu308Gly, na populacdo

controlo e nos doentes estudados para o gene FMO3

Outro polimorfismo, bastante comum entre a
populacdo Caucasiana, e que se encontra ligado
aos polimorfismos p.Glul58Lys e p.Glu308Gly, é
o polimorfismo p.Val257Met®2. Dois dos doentes
estudados, apresentaram este polimorfismo (um
dos doentes apresenta também o p.Glu158Lys em
heterozigotia). Em ambos os casos, os doentes
exibiram um fendtipo moderado, o que esta de
acordo com o grafico da Figura 3. Se as variantes
p.Val257Met e p.Glu308Gly contribuem para uma
diminuicdo na N-oxigenacdo??’ entdo é possivel
que individuos homozigéticoé para ambos os
alelos, demonstrem uma capacidade de
desintoxicacdo das aminas, menos eficiente,
havendo o risco de uma resposta clinica mis grave,
comparando com aqueles individuos que nao
possuam estes polimorfismos no gene FMQ3*2

De acordo com Cashman e Zhan??, outras trés
variantes de FMO3 (ex: p.Gly180Val, p.Ser147Ser
e p.Phe239Phe) estdo associadas com uma
atividade normal ou reduzida de N-oxidacdo de
TMA. Os polimorfismos; p.Glu158Lys, p.Val257Met
e p.Glu308Gly parecem ter uma frequéncia mais
elevada na populagdo em geral, comparativamente
com outros polimorfismos (p.Serl47Ser e
p.Phe239Phe) que a excec¢do de p.Gly180Val,
codificam substituicdes sindnimas. Convém
realcar que nem sempre é facil determinar o

papel que estes polimorfismos irdo ter na
atividade enzimatica de FMO3, uma vez que para
alguns doentes estudados, a presenca destes foi
inconclusiva e provavelmente o fenétipo
observado, resultard de uma forma secundaria,
transitoria, de trimetilamindria.

Outro polimorfismo, bastante comum entre a
populacdo Caucasiana, e que se encontra ligado
aos polimorfismos p.Glu158Lys e p.Glu308Gly, é o
polimorfismo p.Val257Met!2. Dois dos doentes
estudados, apresentaram este polimorfismo (um
dos doentes apresenta também o p.Glu158Lys em
heterozigotia). Em ambos os casos, os doentes
exibiram um fendtipo moderado, o que esta de
acordo com o observado na Figura 3. Se as
variantes p.Val257Met e p.Glu308Gly contribuem
para uma diminuicdo na N-oxigenac¢do?** entdo
é possivel que individuos homozigéticoé para
ambos os alelos, demonstrem uma capacidade
de desintoxicacdo das aminas, menos eficiente,
havendo o risco de uma resposta clinica mis grave,
comparando com aqueles individuos que nao
possuam estes polimorfismos no gene FMO3*2.
De acordo com Cashman e Zhan??, outras trés
variantes de FMO3 (ex: p.Gly180Val, p.Ser147Ser
e p.Phe239Phe) estdo associadas com uma
atividade normal ou reduzida de N-oxidacdo de
TMA. Os polimorfismos; p.Glul58Lys,
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p.Val257Met e p.Glu308Gly parecem ter uma
frequéncia mais elevada na popula¢do em geral,
comparativamente com outros polimorfismos
(p.Ser147Ser e p.Phe239Phe) que a excecdo de
p.Gly180Val, codificam substituicdes sindnimas.
Convém realcar que nem sempre é facil
determinar o papel que estes polimorfismos irdo
ter na atividade enzimatica de FMO3, uma vez
gue para alguns doentes estudados, a presenca
destes foi inconclusiva e provavelmente o
fenétipo observado, resultara de uma forma
secundaria, transitéria, de trimetilaminduria.

CONCLUSAO

Pretendemos com este estudo contribuir para o
conhecimento do espectro mutacional de FMO3
na populacdo Portuguesa e alertar para a
necessidade de um diagnéstico efetuado
recorrendo ao estudo molecular do gene FMO3.
A deficiéncia em FMO3 devera ser encarada como
um problema grave, cujo ndao diagndstico da
doenca podera conduzir a morte, ndo por
incumprimento de uma dieta especifica, mas pela
vertente psico-social que a doenca produz. Assim,
do nosso ponto de vista, consideramos que a
trimetilamindria, ndao deverda ser apenas
considerada uma doenca rara autossdmica
recessiva, mas sim um espectro de fendtipos cuja
manifestacdo mais evidente é o odor a peixe podre,
e em que fatores como a exposicdo ambiental,
xenobidticos e dieta apresentam um papel
preponderante no despoletar e/ou agravamento
da sintomatologia desta doenca. Dos 52 doentes
gue estudamos neste trabalho, foram encontradas
32 variantes no gene FMO3. Através deste estudo,
poderemos avaliar as implicacdes que as variantes
encontradas e polimorfismos terdo na
determinacdo do genétipo e fendtipo da doenca
TMAu. A TMAu é talvez o exemplo mais visivel e
direto entre a presenca de variantes no gene
FMO3, a sua correlacdo gendétipo-fenétipo, e o
efeito na atividade catalitica de FMO3. No entanto,
o estudo deste gene, estara muito mais para além
do espectro da doencga de TMAu. Adicionalmente,
e face ao descrito na literatura pretendemos
alertar também para o papel que estas variantes
poderdao desempenhar no metabolismo de
compostos quimicos e farmacos, que sirvam de
substrato para a enzima codificada por este gene,
e que condicionard a interacdo entre farmacos,
droga-doenca, ou podera apenas funcionar como
efeito protetor a determinados compostos (como
no caso da utilizacdo do anti-inflamatdrio, nao
esteroide; o sulindac). No entanto, serdo
necessarios estudos adicionais para clarificar, ndo
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sé a patogenicidade das novas variantes
encontradas bem como dos efeitos dos
polimorfismos a elas associadas, e de que forma
irdo alterar a atividade catalitica da enzima FMO3.
Esta doencga pode ndo ser um erro inato do
metabolismo como estamos habituados a
considerar, mas os efeitos psicosociais e acima de
tudo, muitas vezes a falha no diagndstico, pode
causar um impacto devastador no quotidiano do
doente, levando ao isolamento e em ultima
instancia ao suicidio. O diagndstico e/ou
encaminhamento dos doentes para a consulta de
Doencas Metabdlicas de pediatria ou de adulto é
extremamente importante*** As principais
medidas terapéuticas sao importantes pois visam
controlar o odor e prevenir as complicacdes.
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