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_Resumo

A deficiência de 3-methycrotonyl-CoA carboxylase (3-MCC) é uma acidúria 

orgânica autossómica recessiva que está incluída nos programas de ras-

treio neonatal de vários países. Neste estudo são apresentados resultados 

obtidos principalmente do Programa de Rastreio Neonatal, recolhidos ao 

longo de um período de 19 anos. A análise dos genes MCCC1 e MCCC2 

em 67 casos, permitiram identif icar 39 mutações novas das quais 27 muta-

ções descritas anteriormente pela Unidade de Rastreio Neonatal, Metabo-

l ismo e Genética do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge.

Pretende-se com este trabalho dar a conhecer os resultados do rastreio ne-

onatal da deficiência de 3-MCC em Portugal entre outubro de 2004 e março 

de 2024, e identificar e caracterizar as mutações causais destes doentes. 

Além disso, estas mutações foram analisadas no contexto do que é conhe-

cido dos espectros mutacionais MCCC1 e MCCC2, informação que será útil 

na prática clínica e laboratorial.

_Abstract

The def iciency of 3-methycrotonyl-CoA carboxylase (3-MCC) is an autoso-

mal recessive organic aciduria that is included in the newborn screening 

programs of several countr ies. This study repor ts data mainly obtained 

from the newborn screening program, col lected over a nineteen years 

period. Analysis of the MCCC1 and MCCC2 genes in 67 cases, al lowed 

the identi f ication of 39 unrepor ted mutations, including 27 mutations 

previously described by the Neonatal Screening, Metabol ism and Genetics 

Unit of the National Insti tute of Health Doutor Ricardo Jorge, Por tugal.

The a im of th is work is to make known the resu l ts of newborn screening 

for 3-MCC def ic iency in Por tuga l, and to ident i f y and character ize the 

causa l mutat ions in these pat ients. In addi t ion, these mutat ions were 

ana lyzed in the contex t of what is known of the MCCC1 and MCCC2 

mutat iona l spectra, informat ion that wi l l be usefu l in both c l in ica l and 

laborator y pract ice.

_Introdução

Em 2004, a introdução da espectrometria de massa em tandem 

(MS/MS), no rastreio neonatal, veio permitir a deteção de várias 

acidúrias orgânicas, incluindo a 3 metilcrotonilglicinuria. Esta 

acidúria orgânica é a mais frequente em programas de rastreio 

em populações europeias, americanas e australianas (1-6).

A meti lcrotoni lgl icinur ia (MCG; MIM 210200 e 210210) é uma 

doença genética de transmissão autossómica recessiva, 

causada pela def iciência na enzima 3-meti lcrotoni l-CoA 

carboxi lase (3-MCC; EC 6.4.1.4). Esta enzima é uma das en-

zimas responsáveis pelo catabolismo do aminoácido leuci-

na e é uma de quatro carboxi lases dependentes de biotina 

conhecidas nos humanos; as outras três são a aceti l-CoA 

carboxi lase (ACC; EC: 6.4.1.2), a propioni l-CoA carboxi lase 

(PCC; EC: 6.4.1.3) e a piruvato carboxi lase (PC; EC: 6.4.1.1). 

A def iciência em 3-MCC leva à acumulação de 3-meti lcroto-

ni l CoA, dentro da mitocôndria, e por vias alternativas à for-

mação dos biomarcadores 3-meti lcrotoni lgl icina (3-MCG) e 

ácido 3- hidroxisovalér ico (3-HIVA).

O diagnóstico bioquímico é realizado pelo estudo dos ácidos 

orgânicos urinários, observando-se o aumento dos biomarca-

dores acima referidos, e pelo estudo do perfil de acilcarnitinas 

no sangue, onde é relevante o aumento da concentração de 

3-hidroxisovalerilcarnitina (C5-OH) (7). É comum estes doen-

tes terem uma deficiência secundária de carnitina, devido a 

sua conjugação com o 3-HIVA para uma posterior excreção 

urinária. Clinicamente, os doentes com deficiência de 3-MCC 

têm um crescimento e desenvolvimento normais até à ocor-

rência de um episódio agudo de descompensação metabóli-

ca, o que normalmente acontece entre 6 meses e 3 a 5 anos 

de idade (8). Este episódio é geralmente desencadeado por 

uma infeção ou pela introdução de alimentos ricos em proteí-

nas na dieta.  

A 3-MCC compreende duas hetero-subunidades organizadas 

num dodecâmero do tipo α6β6. A subunidade α do 3-MCC é 

codificada pelo gene MCCC1, que está localizado no cromos-

soma 3q27 e abrange cerca de 70 kb de DNA genómico (9). 

_Doenças genéticas e condições de base genética
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Este gene codif ica uma proteína de 725 aminoácidos que 

tem um peso molecular de aproximadamente 80 kDa (7). A 

subunidade β é uma proteína de 563 aminoácidos, com um 

peso molecular de aproximadamente 61,8 kDa, codif icado 

pelo gene MCCC2, localizado no cromossoma 5q12-q13 
(1,710). Indivíduos com def iciência de 3-MCC possuem mu-

tações nos genes MCCC1 ou MCCC2. As mutações identi-

f icadas na l i teratura estão distr ibuídas uniformemente em 

toda a sequência dos dois genes, sem qualquer evidência 

de “hot-spots” mutacionais (5). Estudos anteriores não esta-

belecem uma correlação genótipo-fenótipo nesta patologia, 

uma vez que nenhuma mutação parece estar exclusivamen-

te associada a casos sintomáticos ou assintomáticos, ou 

a fenótipos leves ou graves da doença (1,5,7,10,11). Assim, 

é importante realçar que os dados cl ínicos, bioquímicos e 

genéticos parecem apoiar a conclusão de que outros fato-

res além dos genótipos dos loci MCCC1 e MCCC2 podem 

inf luenciar as consequências fenotípicas da def iciência de 

3-MCC, incluindo genes modif icadores e, talvez mais impor-

tante, até que ponto a via metabólica é sobrecarregada pela 

dieta ou outros fatores ambientais, como a metabolização 

excessiva de proteínas associada a infeções (12).

_Objetivo

Apresentar os resultados de 19 anos do rastreio neonatal da 

deficiência de 3-methycrotonyl-CoA carboxylase (3-MCC) em 

Portugal (entre outubro de 2004 e março de 2024), e identif i-

car e caracterizar as mutações causais dos doentes MCG na 

população portuguesa.

_Material e métodos

Este estudo inclui 1.871.169 amostras de sangue em papel 

de filtro de recém-nascidos (RN) portugueses, colhidas maio-

ritariamente entre o 3º e o 6º dia de vida, entre outubro de 

2004 e março de 2024. A análise do perfil de acilcarnitinas por 

MS/MS permitiu identificar 62 RN com valores elevados de 

C5OH, biomarcador primário das acilcarnitinas para 3-MCC. 

O “cut-off” de C5OH> 1uM foi estabelecido pelo laboratório 

de rastreio neonatal (13).

Foram pedidas segundas amostras aos 62 RN e às respeti-

vas mães após envio para Centro de Tratamento, para con-

f irmar os valores elevados de C5OH e excluir aumento por 

causa materna. Foram excluídas outras doenças metaból i-

cas através da anál ise bioquímica do per f i l de ácidos orgâ-

nicos ur inár ios.

Em 20 casos, as mães também t inham um va lor aumenta-

do de C5OH. Para a lém destes casos foram estudados 4 

casos ident i f icados no rastre io neonata l espanhol (duas 

mães e dois doentes) e um caso s intomático com 3 anos 

de idade de or igem espanhola que apresentava atraso de 

desenvolv imento.

Os estudos genéticos foram efetuados por sequenciação 

direta de fragmentos amplif icados por PCR, a par tir de DNA 

genómico extraído de sangue seco em papel de f i l tro. Todos 

os exões dos genes MCCC1 e MCCC2, e as respetivas re-

giões intrónicas f lanqueadoras, foram sequenciados pelo 

método de Sanger ou next generation sequencing (NGS).

Foram uti l izadas ferramentas bioinformáticas para fazer as 

previsões in s i l ico das mutações missense identi f icadas, 

bem como foram consultadas as bases de dados dos 1000 

genomas e ExAC.

_Resultados e discussão

Foram identif icados 67 casos, 62 portugueses e 5 espanhóis, 

com C5OH elevado. Em todos os casos foram estudados 

os genes MCCC1 e MCCC2, e em 65 casos foi identif icado 

pelo menos um dos alelos mutado (tabela 1). Em dois casos 

(casos 15 e 16) não foi identif icada nenhuma mutação em 

ambos os genes. Neste estudo foram identif icadas 53 muta-

ções diferentes: 27 destas mutações foram descritas em 

2016 (14) e 12 são mutações ainda não descritas (figura 1A e 

B). A maioria das mutações foi identif icada no gene MCCC2 

(69%) (figura 1C) o que esta de acordo com publicações an-

teriores (11,15). A maioria dos casos (em 26 casos) são com-

postos heterozigóticos com mutações nos genes MCCC1 (3 

casos) e MCCC2 (23 casos). Em 19 casos foram identif icadas 

mutações em homozigotia, sete no gene MCCC1 (casos 1, 
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27, 39, 49, 50, 51 e 52) e doze no gene MCCC2 (casos 5, 9, 

14, 17, 26, 31, 37, 44, 46, 56, 58 e 64). Em 20 casos foi iden-

ti f icado apenas um alelo mutado (casos 2, 3, 4, 13, 20, 28, 

33, 41, 42, 47, 53, 54, 55, 57, 61, 62, 63, 65, 66 e 67).

Quarenta e uma das mutações encontradas estão descritas 

na literatura, das quais 27 foram descritas por Fonseca et al. 

(figura 1A a vermelho) (1,10,11,14-19), enquanto 12 mutações 

são novas (p.Ser406Cys, p.Lys284Argfs*15, IVS10+2T>G, 

IVS15-1G>T e del exão1-6 no gene MCCC1 e p.Asp340Gly, 

p.Phe359Leu, p.Asn480Ser, p.Ser498Phe, p.Glu456Serfs*10, 

c.1151delG e del exão7-8) no gene MCCC2 (figura 1B).

artigos breves_   n. 10

Figura 1:        Espectro molecular dos genes MCCC1 e MCCC2.
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Tabela 1:        Fenótipo bioquímico e genótipo dos casos estudados.

CSOH 3-HIVA

Fenot ipo b ioqu imico Genót ipo

Or igem Fenot ipo c l ín icoGénero

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

M

F

M

F

F

M

F

F

M

F

F

F

F

F

F

F

M

M

F

F

M

F

M

F

F

M

F

F

M

M

F

F

M

M

F

F

F

F

F

M

M

M

M

F

M

F

F

F

4

1.5

1.3

2.3

14

4.2

1.9

1

13.2

4

2.4

na

5.5

3

1

1.2

3.7

2.8

2.9

1.7

4.7

17

2.3

1.2

Na

3.9

15.5

Na

4.3

2.9

27.6

2.1

1.1

1.9

5

13.9

Na

2.8

18.6

0.9

0.7

1.36

3.4

16.1

2.2

5

1.27

2.7

++

+

nd

nd

++

nd

+

+

nd

+

+

++

nd

nd

+

nd

+

+

nd

+

nd

nd

+

+

++

++

nd

nd

+

+

++

+

nd

+

nd

++

nd

nd

nd

+

+

+

+

+

+

+

++

+

nd

nd

++

nd

nd

nd

nd

nd

nd

++

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

nd

++

++

nd

nd

nd

nd

++

nd

nd

nd

nd

++

nd

nd

nd

nd

+

+

+

+

na

na

MCCC1

MCCC1

MCCC1

MCCC1

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC1

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC1

MCCC1

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC1

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC2

MCCC1

MCCC2

MCCC1

MCCC1

MCCC1

MCCC2

MCCC1

MCCC2

MCCC2

MCCC2

ass intomático

ass intomático

ass intomático

ass intomático

ass intomático

ass intomático

ass intomático

ass intomático

ass intomático

ass intomático

ass intomático

mãe ass intomática

mãe ass intomática

mãe ass intomática

mãe ass intomática

mãe ass intomática

s intomático atraso de desenvolv imento

ass intomático

mãe ass intomática

ass intomático

ass intomático

ass intomático

ass intomático

ass intomático

mãe ass intomática

ass intomático

mãe ass intomática

ass intomático

ass intomático

ass intomático

mãe ass intomática

ass intomático

ass intomático

ass intomático

mãe ass intomática

ass intomático

mãe ass intomática

mãe ass intomática

mãe ass intomática

s intomático 

ass intomático

ass intomático

ass intomático

mãe ass intomática

ass intomático

mãe ass intomática

ass intomático

ass intomático

p.GLy130Ser/p.GLy130Ser

p.Glu383Lys/wt

p.Arg308Ser fs*3/wt

p.Arg385Ser/w t

p.Gln34*/p.Gln34*

p.Asn230Asp/p.GLy214Ala

p.Arg155Trp/p.Va l339Met

p.G68V/p.Asn230Asp

p.GLy410Asp/p.GLy410Asp

p.Arg155Trp/ p.GLy475Arg

p.Va l339Met / p.Ser546*

p.GLy105Arg/p.Asn230Asp

p.Va l339Met /w t

p.Asn230Asp/p.Asn230Asp

p.Ser173Phefs*25/p.Va l339Met

p.Va l339Met /p.Phe387Val

p.I le200Asn/ IVS 13+2T>C

p.Val33Gly fs*7/wt

p.Asn230Asp/p.Gly214Ala

p.Asn230Asp/p.Gln393Pro

p.Va l339Met / p.Ser546*

p.Va l339Met / p.GLy475Arg

p.Cys216Trp/p.Cys392*

p.Asn230Asp/p.Asn230Asp

 p.D630Sfs*27/ p.D630Sfs*27

IVS6-2A>G /wt

p.Va l339Met /p.Gly410Arg

p.Va l339Met /p.A la524Thr

p.Gly410Arg/p.Gly410Arg

p.Va l339Met /p.Phe461Val

p.Arg281*/w t

?/p.A la218Thr

?/ p.Gly410Arg

p.Arg84Glufs*8/p.Gly214Ala

p.Tyr318Cys/ p.Tyr318Cys

p.Gln34*/ p.I le200Asn

p.Ser120Phe/p.Ser120Phe

p.Gln102*/p.I le441Thr

?/WT

p.GLy130Ser/WT

p.A la291Val /?

p.Asn230Asp/p.Asn230Asp

p.Arg385Ser/p.Ser591Asn

p.Phe359Leu/p.Phe359Leu

p.Asn480Ser/WT

p.Va l339Met /p.Phe461Val

c.388G>A /c.388G>A

c.1147G>A /wt

c.924_925delAG/wt

c.1155A>C/wt

c.100C>T/c.100C>T

c.688A>G/c.641G>C

c.463C>T/c.1015G>A

c.203G>T/c.688A>G

c.1229G>A /c.1229G>A

c.463C>T/c.1423G>A

c.1015G>A /c.1635dupT

c.313G>C/c.487A>G

c.1015G>A /wt

c.688A>G/c.688A>G

wt /w t

wt /w t

c.517_ 518insT/c.1015G>A

c.1015G>A /c.1159T>G

c.599T>A /c.1216+2T>C

c.98delT/w t

c.688A>G/c.641G>C

c.688A>G/c.1178A>C

c.1015G>A /c.1635_ 36insT

c.1015G>A /c.1423G>A

c.648C>G/c.1176C>A

c.688A>G/c.688A>G

c.1888_1892delGACAT/ 

c.1888_1892delGACAT

c.640 -2A>G/wt

c.1015G>A /c.1228G>C

c.1015G>A /c.1570G>A

c.1228G>C/c.1228G>C

c.1015G>A /c.1381T>G

c.841C>A /wt

1-100 A>G/c.652G>A

1-100 A>G/c.1228G>C

c.249delC/c.641G>C

c.953A>G/c.953A>G

c.100C>T/ c.599T>A

c.359C>T/c.359C>T

c.304C>T/c.1322T>G

c.873G>A / W T

c.388G>A / W T

c.872C>T/ c.640 -2A>G

c.688A>G/c.688A>G

c.1155A>C/c.1772G>A

c.1075T>C/c.1075T>C

c.1439A>G/ W T

c.1015G>A /c.1381T>G

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

espanhola

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

espanhola

por tuguesa

por tuguesa

espanhola

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

espanhola

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

espanhola

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

por tuguesa

Caso 3MCG Gene afetado a l te ração nuc leot ideo consequênc ia na prote ina 
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Em dois doentes não foi identif icada nenhuma mutação nos 

genes MCCC1 e MCCC2 (casos 15 e 16), enquanto que 

em vinte doentes foi identif icada uma única mutação, 15 

no gene MCCC1 (casos 2, 3, 4, 20, 28, 33, 41, 42, 53, 55, 

57, 61, 62, 65 e 66) e cinco no gene MCCC2 (caso 13, 47, 

54, 63 e 67), embora todos apresentassem um aumento 

de C5OH. Nestes casos, é possível estarmos perante uma 

grande deleção/ inserção, mutações em zonas regulatórias 

ou mutações intrónicas profundas podendo contribuir 

para o fenótipo bioquímico observado (20; 21; 22; 23), 

portanto, mais estudos são necessários para validar estas 

hipóteses. No entanto, há evidências recentes que sugerem 

que a presença de uma única mutação patogénica em 

heterozigotia nos genes MCCC1 ou MCCC2 pode levar à 

elevação dos metabolitos característicos da deficiência de 

3-MCC, embora os autores ressalvem a necessidade de 

ensaios da atividade enzimática para confirmar a deficiência 

da enzima envolvida (24). Em relaçãos quinze doentes 

portadores de uma única mutação no gene MCCC1, em dois 

deles foi identif icada uma mutação descrita (Arg385Ser) 

como tendo um efeito dominante negativo na presença 

do alelo wild-type (25); cinco são mutações frameshif t, 

uma mutação nonsense; duas são mutações missense; 

três mutações de splicing e uma grande deleção. A outra 

mutação missense identif icada num dos doentes, Glu383Lys 

está próxima da mutação Arg385Ser e, portanto, pode 

também ter um efeito dominante negativo. Todos esses 

doentes têm valor médio de C5OH de 1,3 µM, o que está 

de acordo com um fenótipo bioquímico mild. No gene 

MCCC2 foi identif icado uma única mutação nos casos 

13, 47, 54, 63 e 67, sendo três mutações missense; uma 

mutação frameshif t e uma deleção que ocorre numa zona 

repetitiva de G, na junção intrão/ exão 13. No caso do 

doente 13, que apresentou um valor de C5OH de 5,5 µM, é 

provável que o segundo alelo afetado possa ser uma grande 

duplicação/deleção ou uma mutação na zona regulatória 

uma vez que este doente tem uma mutação missense que 

também está presente em outros doentes heterozigotos 

compostos com valores de C5OH mais baixos (casos 7, 11, 

17, 18, 23, 24, 29, 30, 32 e 48). Apesar da maioria dos casos 

identif icados serem devidos a mutações no gene MCCC2, 

como referido anteriormente, é entre os doentes com 

alteração no gene MCCC1 que se observa o maior número 

de casos apenas com um alelo identif icado. As mutações 
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encontradas nestes casos são mutações missense com 

efeito dominante negativo ou mutações que originam um 

efeito severo na proteína como sejam grandes deleções ou 

mutações frameshif t. Este facto poderá sugerir uma maior re-

levância para a subunidade α da 3-MCC, correspondente ao 

domínio biotina carboxilase da proteína, podendo uma ligeira 

diminuição da sua atividade ser suficiente para desencadear 

um fenótipo bioquímico e eventualmente clínico. Em relação 

aos casos 15 e 16, duas mães assintomáticas sem mutações 

identif icadas nos genes MCCC1 e MCCC2, os níveis aumen-

tados de C5OH podem estar relacionados com um défice de 

biotina, que comprometeria o funcionamento normal das en-

zimas dependentes de biotina (26). A deficiência parcial em 

biotinidase (OMIM 253260), também poderá explicar o perf il 

bioquímico observado nestas mães, uma vez que a recicla-

gem de biotina estaria comprometida. Mais estudos serão 

necessários para confirmar ou refutar estes pressupostos.

Updated espectro mutacional 

Até a data foram descritas um total de 341 mutações nos 

genes MCCC1 e MCCC2, das quais 27 foram descritas pela 

Unidade de Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética do 

Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo Jorge (14) e 

este número continua a aumentar com o crescente número 

de casos descritos a par tir do rastreio neonatal (Human 

Gene Mutation Database). Neste estudo, foram identif icadas 

12 novas mutações, correspondendo a cinco missense, 

duas microdeleções, três mutações que afetam o splicing. 

A f igura 2 representa o espectro mutacional dos genes 

MCCC1 e MCCC2 nos doentes incluídos neste estudo. As 

mutações estão distr ibuídas ao longo dos genes MCCC1 e 

MCCC2 que codif icam o domínio da biotina carboxilase e 

o domínio carboxi-transferase, respetivamente. Como seria 

esperado as mutações surgem nos locais mais conservados  

Figura 2:        Mapa linear dos genes MCCC1 (painel superior) e MCCC2 (painel inferior) com mutações encontradas 

neste estudo, representadas conforme ocorrem nos respetivos exões.

Os tamanhos dos exões são indicados abaixo da caixa de cada exão. Novas mutações estão a verde negr i to e as mutações descr i tas em 2016 por Fonseca et a l. 

a vermelho negr i to, mutações descr i tas noutros estudos estão a preto. A nomenclatura seguiu as recomendações do HGVS (27)
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dos genes, sendo também importante notar que, para ambos 

os genes, as mutações associadas à doença foram descritas 

em todos as zonas exónicas, o que aponta para a necessida-

de de sequenciação de todo o gene, bem como junções exão 

/ intrão em indivíduos afetados. No gene MCCC1 são atual-

mente conhecidas, 110 mutações missense/nonsense, 18 mu-

tações que afetam o splicing, uma mutação regulatória, 26 

microdeleções, nove microinserções, três indels e seis gran-

des deleções. No gene MCCC2 foram descritas 125 mutações 

missense/nonsense, 22 mutações de splicing, nove microde-

leções, seis microinserções, quatro indels e duas grandes de-

leções (Human Gene Mutation Database).

_Conclusões

Vários estudos mostraram que, em alguns casos de deficiên-

cia de 3-methycrotonyl-CoA carboxylase (3-MCC), o fenótipo 

clínico compreende a descompensação metabólica com hipo-

glicemia, cetonemia e acidose metabólica grave.

 
O diagnóstico é impor tante, porque pode evitar ou encur tar 

os períodos de descompensação metabólica associadas a 

doenças intercorrentes nos doentes afetados.

Embora a deficiência de 3-MCC não possa ser considerada 

uma deficiência com risco de vida, pode ser melhor definida 

como um fenótipo bioquímico com baixa penetrância clínica, 

o seu rastreio é importante para estabelecer um tratamento 

em situações de stress metabólico, tais como infeções recor-

rentes (doenças intercorrentes). 

A prevenção de uma def iciência de carnitina, que é muito 

comum observar nestes doentes, e que pode levar à fadiga 

extrema, é também impor tante, sendo faci lmente resolvida 

após suplementação com L-carnitina (5,15,28,29).
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