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Sobre as razoes desta dissertaciio

Quando iniciei o estudo ¢ o diagnéstico das doengas hereditarias do
metabolismo, incentivada pelo fundador do Instituto de Genética Médica, Doutor
Jacinto de Magalhdes, impulsionador da investigagdo da Genética em Portugal, estava
longe de prever a expansdo que esta drea iria ter no futuro. Até entdo, o diagndstico dos
défices da cadeia respiratéria mitocondrial (CRM) era somente equacionado num
numero muito reduzido de casos, na medida em que nenhum laboratério do nosso pais
dispunha de meios para realizar este diagnostico, quer a nivel bioquimico quer genético.
Assim, foi com o incentivo do amigo e prestigiado neuropatologista Dr. Ant6nio
Guimardes, chefe da Unidade de Neuropatologia do Hospital Geral de Santo Anténio,
que, a partir de 1994, se procedeu ao implemento das técnicas enzimaticas dos
diferentes complexos da CRM, em colaboragio com a Dra Bénédicte Mousson do
Service de Biochimie de 1'Hdpital Debrousse de Lyon. No ano seguinte, em estreita
colaboragéio com o Professor Salvatore DiMauro do Departmento de Neurologia da
Columbia University, New York, USA, introduziram-se no nosso laboratério as técnicas
de genética molecular para o estudo do DNA mitocondrial.

Movida pela convicgdo que este trabalho iria colmatar uma falha na medicina
assistencial nacional, propus-me, determinada, a realizar este projecto conjuntamente
com a chefia de um laboratério fundamentalmente de rotina e enfrentando insuficiéncias
e dificuldades de varia indole. Foi esta convicgdo e o apoio incondicional da Doutora
Paula Coutinho que p6s em marcha este projecto.

Apés os primeiros diagnésticos, ndo poderia eximir-me a obrigacdo de
aprofundar esta fascinante 4rea e, assim, dar o meu contributo ao fomento da
investigagdo e ensino assumida pelo Instituto de Genética Médica Jacinto de Magalhées.

Ao longo destes anos, o meu trabalho nesta drea traduziu-se em vdrias
publicagdes e comunicagdes cientificas que espelham bem o interesse e a importéncia
da Medicina Mitocondrial.
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Parte I

Introducao e Estado Actual do Conhecimento



Introdugéo

Citopatias Mitocondriais

As citopatias mitocondriais constituem um grupo de doengas que se
caracterizam por alteragdes do funcionamento da mitocondria e que cursam com um
largo espectro de sintomas e sinais envolvendo 6rgdos de diferente origem embrionaria
(DiMauro et Moraes, 1993; De Vivo ef al, 1993; Ruitenbeek et al, 1996" DiMauro et
Schon, 1998). Durante vérios anos as doengas mitocondriais foram consideradas
exclusivamente neuromusculares (Zeviani et al, 1996), mas devido a natureza
ubiquitdria da fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) e ao perfil metabdlico dos principais
Orgdos ser muito diferente, um défice da cadeia respiratéria mitocondrial (CRM) deve
ser equacionado nos doentes que apresentam varios tipos de situagdes: (1) uma
associagdo de sintomas neuromusculares e/ou nfo-neuromusculares; (2) uma evolugdo
rapida e progressiva; (3) o envolvimento de érgos com diferente origem embrionaria.

Este tipo de patologia pode estar associado a qualquer sintoma, a qualquer tipo
de hereditariedade e manifestar-se em qualquer fase da vida, desde o nascimento até &
idade mais avangada. A caracteristica mais relevante é o niimero crescente de tecidos
afectados com a evolugdo da doenga estando o sistema nervoso central (SNC) muitas
vezes envolvido. Geralmente os sintomas iniciais persistem e agravam-se gradualmente,
mas podem ocasionalmente regredir e até desaparecer enquanto outros 6rgdos comegam
a ficar afectados. Na verdade, remissdo acentuada de pancitopenia e diarreia liquida tém
sido referidas em lactentes que mais tarde desenvolvem um envolvimento de outros
orgdos. Certas caracteristicas clinicas ou associagdes sdo mais frequentes em certas
idades e t€m sido classificadas como identidades distintas, sugerindo que estas
associagOes ndo sdo fortuitas (Munnich ef al, 1996).

As disfungdes da CRM, provocam uma modificagdo no estado de oxido-redugéio
celular (Jeong-yu ef al, 1996) que se reflecte num aumento de lactato e corpos cetonicos
plasméticos (Adams et al, 1996). Estas alteragdes tornam-se particularmente evidentes
apos esforco ou sobrecarga de glicose (Poggi-Travert ef al 1996). Podem ser
investigadas através da determinagfio da actividade enzimatica dos diversos complexos
da CRM (Shanske et al, 1994) para identificagdo do nivel em que se encontram os
défices. Com o tempo, esta perturbagio do metabolismo oxidativo leva a alteragdes
estruturais celulares detectéveis na biépsia muscular.

Este tipo de patologia deve ser equacionado no diagnéstico diferencial de
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doengas isoladas ou familiares, j4 que alguns casos tém associada uma forma de
hereditariedade nfio mendeliana (transmissdo materna); s6 um diagndstico laboratorial
completo incluindo estudos histopatolégico, bioquimico e de genética molecular da
bidpsia muscular, permite o aconselhamento genético familiar adequado (Ruitenbeek et
al, 1996").

Os aspectos mais relevantes para a confirmagéo do diagnostico séo: presenga de
"fibras rasgadas e vermelhas" (ragged-red fibers-RRFs), acidose lactica, deficiéncia
especifica de pelo menos um complexo da CRM e alteragdes genéticas do DNA
mitocondrial (mtDNA) ou nuclear (nDNA).

Nos capitulos seguintes serfio abordados os critérios de selec¢iio dos doentes
estudados com base nos dados clinicos e laboratoriais e os estudos de genética

mitocondrial efectuados.

1. Mitocondria

As mitocondrias” sdo organelos celulares com forma, tamanho e estrutura muito
caracteristicos que possuem acido desoxirribonucleico (DNA) proprio. Estes organelos
estdo presentes no citoplasma das células eucaridticas e desempenham fungdes vitais na
produgdo aerébia de energia. Actualmente as mitocondrias possuem um interesse
relevante, particularmente na investigagdo da morte celular, na biologia evolucionista,

na medicina molecular e na ciéncia forense.
1.1. Origem, estrutura e organizagio

Origem

Apesar de existirem nos organismos eucariotas e seus ancestrais ha mais de 1000
milhdes de anos (Grivell, 1983), as mitocondrias s6 foram identificadas pela primeira
vez em 1890 por Altman . Décadas depois, foram descritos os citocromos (Keilin, 1925)
tendo esta descoberta aberto caminho para a defini¢io de cadeia respiratoria.

Nos anos quarenta, Krebs descreveu todos os passos intermediarios do ciclo do
4cido citrico, Kennedy e Lenhinger mostraram que estavam localizados nas

mitocdndrias: o ciclo de Krebs, a oxidagdo dos dcidos gordos e a fosforilagéo oxidativa.

* Mitocondria provém da conjugacio de dois vocibulos gregos “mitos” que significa filamento e “chondros” grdo (Benda, 1898).
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Claude identificou-as como centro da respiragdo intracelular ¢ do metabolismo
energético. Em 1953, Palade er al, descreveram a estrutura bimembranar das
mitocondrias e, cinco anos mais tarde, McLean, descobriu que as mitocondrias podem
sintetizar proteinas.

Durante muitos anos pensou-se que as mitocondrias eram descendentes de
organismos relacionados com as bactérias, com vida e respiragdo prépria (Margulis,
1967). Esta teoria estd de acordo com a hipdtese largamente aceite (Margulis, 1970 e
1981; Kochel et Kiinzel, 1981; Wallace et al, 1982; Gray et Doolittle, 1982) da
endossimbiose entre uma espécie bacteriana e uma célula anaerébia. Esta simbiose
provou ter vantagens evolutivas, dado que a bactéria anaerébia passou a poder
metabolizar oxigénio, previamente toxico para as células.

Estudos recentes efectuados em eucariotas unicelulares (protistas) questionam a
endossimbiose seriada tradicional (Gray ef al, 1999), sugerindo que a mitocondria teve
um ancestral comum a todos os eucariotas e colocam a hipétese deste organelo ter tido

uma origem simultinea com os componentes nucleares destas células.

Estrutura

As mitocondrias sdo estruturas alongadas com dimensdes aproximadas as de
uma bactéria (1-2 um de comprimento por 0,1-0,5 pm de largura), podendo variar em
comprimento ¢ forma embora a largura se mantenha constante. Existem milhares de
mitocondrias em cada célula e, no musculo esquelético do adulto elas ocupam cerca de
4% do volume total de fibras. Estéo localizadas entre as miofibrilhas sob a membrana
plasmatica, onde formam aglomerados junto aos capilares, ao niicleo e as placas da
jungéo neuromuscular. As mitocondrias contém duas membranas a externa e a interna
separadas por um espago intermembranar (Figura I-1): (i) A membrana externa da
mitocdndria ¢ lisa, separa o organelo do citoplasma e ¢ permeavel a maior parte das
pequenas moléculas e ides. Esta membrana contém numerosas enzimas importantes tais
como a monoamino oxidase, a sintetase dos acilcoenzima A (acilCoA) dos 4cidos
gordos de cadeia longa, a carnitina palmitoiltransferase 1 (CPT1), assim como
receptores e outros componentes chave do sistema de transporte transmembranar das

proteinas.
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Membrana externa

Espago intermembranar
' Crista

Matriz

Figura I-1 Representagfio esquematica da mitocondria.

(i) A membrana interna é invaginada originando cristas onde estdo localizadas as
subunidades dos complexos multienzimaticos, os transportadores de electrdes méveis
da CRM, e a OXPHOS. A quantidade de cristas existentes esta relacionada com as
necessidades energéticas especificas de cada tecido. Esta membrana ¢ constituida por
uma grande quantidade de proteinas e fosfolipidos, especialmente cardiolipina, e é
impermedvel a4 maior parte dos metabolitos hidrofilicos e ionizados. Assim, a
velocidade de transporte destas moléculas para a matriz mitocondrial e para o exterior
da mitocondria ¢ mediada pela presenca na membrana interna de transportadores
especificos ou translocases. A matriz mitocondrial estd envolvida pela membrana
interna. Trés quartos das proteinas desta membrana constituem os complexos da CRM e

a adenosina trifosfato sintetase (ATPase) (Tyler, 1992).

Organizagio

Estdo localizadas na matriz mitocondrial numerosas vias metabdlicas
importantes, como o ciclo de Krebs, o complexo da piruvato desidrogenase (cPDH), as
enzimas da B-oxidagdo dos 4cidos gordos presentes, a excepgdo das acildesidrogenases
dos 4cidos gordos de cadeia muito longa (VLCAD) e da proteina trifuncional (TP)
localizadas na membrana interna, e o sistema da OXPHOS também localizado ao nivel
da membrana interna (Figura I-2).

As enzimas da matriz mitocondrial contribuem para a biossintese de muitos
outros metabolitos chave tais como a ureia, as cetonas, varios aminodcidos, as

pirimidinas, os nucleotideos e o0 heme. A matriz contém ainda 2 a 10 moléculas de
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mtDNA de cadeia dupla, assim como peptidases e chaperoninas necessarias para o

processamento e acoplamento das proteinas mitocondriais importadas.

Glucose Translocase
Piruvato ~ Acidos gordos
~—— Carnitina

Espago
intermembranar
Membrana
externa
AL s
Matriz
Membrana
Receptores _
proteicos interna
Chaperoninas ) ) _
Tradugéo Cadeia respiratoria
Transcrig8o

Figura I-2 Diagrama de uma mitocondria estilizada mostrando os componentes estruturais e vias
metabdlicas mais importantes (adaptado de Cooper et Clark, 1994).

1.2. Funcgio

As mitocondrias sfio componentes essenciais das células eucaridticas e
desempenham um papel fundamental no metabolismo celular. A sua principal fung¢do
nos 6rgdos aerobiamente activos, como o cérebro, coragdo e o misculo esquelético, é a
conservagdo da energia quimica proveniente das oxidagdes bioldgicas para posterior
sintese de ATP.

Os principais substratos oxidados pelas mitocondrias musculares sdo o piruvato
e os 4cidos gordos livres. O piruvato (produto da glicolise) é proveniente parcialmente
da glucose sanguinea, mas fundamentalmente do catabolismo do glicogénio endégeno
(que ¢ sintetizado e armazenado dentro das fibras musculares nos periodos de repouso).
A produgdo maxima de piruvato ocorre no decurso de esforgo momentineo e nos

estados iniciais de exercicio intenso quando o glicogénio ¢ a fonte obrigatéria ou
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preferencial. Uma vez formado, o piruvato pode ser reduzido a lactato, transaminado a
alanina no citoplasma, ou ainda oxidado a acetilcoenzima A (acetilCoA) na
mitocondria.

Para além do piruvato, também as estruturas carbonadas dos acidos orgéinicos
nutricionais e da maior parte dos aminoacidos sfo degradadas na mitocondria para
produzir acetilCoA. A maior parte da acetilCoA que deriva da oxidagdo dos
carbohidratos e lipidos vai ser condensado com o oxaloacetato para formar citrato
(Figura I-3) que ¢ posteriormente oxidado, numa sequéncia de nove reacgdes cataliticas

ciclicas que regeneram oxaloacetato (ciclo de Krebs).

Carbohidratos
Citoplasma

Glicolise

Acidos gordos

Piruval Aminodcidos

to
P:ruvjto IR s Aﬁﬂdx

Transaminagio

Acidos gordos

Mitocindria

Complexo 1
FMN—+FeS—sFeS—FeS—FeS |\ Complexo IIT Complexe IV

Complexo Tl CoQ - Cit bt brsFeS—Cit & Je cite -01 Cit a->Cit as '—-o;

FAD—FeS-+FeS—»FeS

ADP +Pi ATP

Figura I-3 Metabolismo intermediério (adaptado de DiMauro, 1993).

Por cada grupo acetilo que entra no ciclo sdo libertadas duas moléculas de COz e
quatro pares de dtomos de hidrogénio que s3o utilizados para reduzir trés moléculas de
NAD" a NADH e uma molécula de FAD a FADH,. A localizagdo estratégica do ciclo
de Krebs na matriz, na proximidade da cadeia respiratéria, permite que a reoxidagdo dos

cofactores reduzidos se processe de imediato.



Introdugiio

Cadeia respiratoria e fosforilacdo oxidativa

A CRM ¢ constituida por moléculas transportadoras de electrdes que vio sofrer
reac¢des de oxido-redugdo a medida que os equivalentes reduzidos sdo transferidos até
ao oxigénio molecular (Figura I-4). Estas moléculas podem ser compostos organicos
relativamente simples como a ubiquinona, nucle6tidos como o NADH, ou possuir uma

estrutura proteica como ¢ o caso das flavoproteinas, das ferro-sulfoproteinas e dos

citocromos.
Complexos | 1] m v v
NADH: Succinato: Ubiquinol- Citocromo ¢ ATP sintetase
ubiquinona ubiquinona citocromo ¢ oxidase

oxidoredutase oxidoredutase oxidoredutase

H" H* H* ———— H*
i

© Membrana
- interna

FO

NAD

Matriz ; G}D
NADH / F1
\C' lo.d e
i o ADP + P, | ATP
Piruvato I H*

B-oxidacdo Acidos gordos

Figura I-4 Representagdo esquemética da cadeia respiratoria mitocondrial (adaptado de Cooper
ef Clark, 1994).

A estrutura membranar permite fixar os componentes da CRM segundo uma
ordem sequencial que facilita a transferéncia de electrdes entre eles e determina uma
alta velocidade e eficiéncia do sistema. Todos os componentes estio de tal forma
interligados que o transporte de electrdes se realiza com elevada especificidade,
evitando-se reacgoes laterais.

A OXPHOS ¢ constituida por cinco complexos enzimaticos lipo-proteicos:
complexo I (NADH:ubiquinona oxidoredutase, EC 1.6.5.3), complexo II (succinato:
ubiquinona oxidoredutase, EC 1.3.5.1), complexo III (ubiquinol-citocromo ¢ oxidoredutase,
EC 1.10.2.2), complexo IV (citocromo ¢ oxidase, EC 1.9.3.1), e complexo V (ATP sintetase,
EC 3.6.1.34) (Quadro I-1). Estes complexos contém flavinas (FMN, FAD) e compostos




Introdugiio

metalicos [proteinas com grupos ferro-enxofre (Fe-S), hemes, proteinas com cobre]. Os
complexos I a IV constituem a CRM, embora o complexo succinato desidrogenase faga

também parte integrante do ciclo de Krebs.

Os complexos I e II recebem electres provenientes das diferentes desidrogenases e
transferem-nos para um composto quindide, a ubiquinona ou coenzima Qyo. Seguidamente, os
electrdes sdo enviados para o complexo III, citocromo ¢, complexo IV e finalmente reagem
com o aceitador final dos electrdes, o oxigénio. Enquanto os electrdes se movem através desta
cadeia de transporte electrénico, os protdes sdo bombeados através da membrana interna
mitocondrial ao nivel dos complexos I, III e IV e produzem um gradiente de protdes. O
complexo V utiliza a energia potencial armazenada no gradiente de protSes para condensar o
ADP e o fosfato inorganico (Pi) em ATP, formando-se trés moléculas de ATP por cada
NADH oxidado.

O ATP sintetizado é transportado através da membrana interna e o ADP
citoplasmatico regressa & mitocondria via adenina nucledtido translocase (ANT), enzima
complexa localizada na membrana interna da mitocéndria e que faz o intercdmbio entre o
ADP citosolico e o ATP mitocondrial (Lenhinger, 1982; Klingenberg et al, 1980). Atendendo
a que o ADP ¢é o substrato limitante da velocidade da OXPHOS, a ANT pode ter um papel
importante na regulagio energética mitocondrial (Kholodenko, 1984).

A OXPHOS produz 17 a 18 vezes mais ATP do que a obtida a partir da mesma
quantidade de glucose s6 por glicolise.

E essencial para a célula a redugéo completa de cada molécula de O, com formagio
de duas moléculas de H,0O, pois as redugdes incompletas originam peréxido de hidrogénio e o
radical superdxido, toxicos para as células dado que oxidam os lipidos membranares e
provocam alteragdes no material genético. As mitocondrias podem provocar a morte celular
de variadas formas devido: (i) a um bloqueio no transporte electrénico com consequente
alteracio do metabolismo energético, (ii) & inactivagdo/activagdo das protefnas que medeiam
a morte celular programada (apoptose) e (iii) & alteragfio do potencial redox celular. Qualquer
um destes mecanismos pode ajudar a explicar como os defeitos mitocondriais contribuem

para a patogénese das doengas degenerativas humanas, envelhecimento e cancro.
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Quadro I-1 Estrutura e fungdo dos complexos da CRM

[ eOxidagdo do NADH a NAD |

*0 maior complexo

eTransferéncia de electrdes *8-9 FeS 7 subunidades codifi-
NADH:ubiquinona
I 1 para ubiquinona reduzindo-a =42 «FMN cadas pelo mtDNA e 35
oxidoredutase L
a ubiquinol (UQH;) pelo nDNA
*Bomba de protdes
sSuccinato desidrogena-
eOxidagdio do succinato a *FAD se faz parte do comple-
fumarato 3 FeS X0
Succinato:ubiquinona
II 1 eTransferéncia de electroes 4 oCit bsgo Faz parte da CRM e
oxidoredutase . . .
para a ubiquinona produzin- ciclo de Krebs
do (UQH,) sNenhuma subunidade
codificada pelo mtDNA
*Reoxidagdo do cit ¢ ) «Cit b — molécula com
Ubiquinol-citocromo ¢ | oTransferéncia de electrdes ;Cn . csosam, dois locais activos
11 idoredut ) 11 H (362nm) € €t )
Oxidoredutase para cit ¢ oFeS (Rieske) eApoproteina cit b é
sBomba de protdes codificada pelo mtDNA
*Reoxidagio do cit ¢ eReduz o oxigénio
eTransferéncia de electrdes oCita + aa; molecular
v Citocromo ¢ oxidase | para oxigénio molecular 13 3 atomos cobre | eAs 3 maiores subuni-
eBomba de protdes dades codificadas pelo
mtDNA (I, II e IIT)
eUtiliza o gradiente electro-
. quimico para a sintese de o2 subunidades codifi-
v ATP sintetase 154 i ——
ATP a partir ADP e Pi - eNenhum cadas pelo mtDNA
(Mg*-ATPase) S pe

eGradiente de protdes

TEVErso

Abreviaturas: NAD-dinucleotideo de adenina e o-nicotinamida; NADH-a respectiva forma
reduzida; cit-citocromo; Pi-fosforo inorganico, FMN-mononucledtido de flavina; cit c-
citocromo c; cit b-citocromo b; cit a-citocromo a; ATP-adenosina trifosfato; ADP-adenosina
difosfato; FAD-dinucleotideo de adenina e flavina.

Complexo I

O complexo I ¢ o maior complexo da CRM e o melhor estudado (Loeften et al,

1998; Smeitink ef al, 1998) em parte devido ao trabalho de Walker et al, 1992 que tinha

caracterizado o complexo homélogo de bovino.

As desidrogenases dependentes de NAD presentes no citoplasma sdo as enzimas

glicoliticas: desidrogenase gliceraldeido-fosfato e desidrogenase lactica.
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membrana interna mitocondrial, o vaivém malato-aspartato transporta os equivalentes
reduzidos através daquela membrana, cedendo os electrdes ao NAD™ presente na matriz

mitocondrial para formar NADH.
Aspartato + NADH <« malato + NAD"

As principais desidrogenases dependentes do NADH e existentes na mitocdndria
sdo: a PDH, as desidrogenases isocitrica, o.-cetoglutdrica e malica, enzimas do ciclo de
Krebs; a 3-hidroxiacilCoA desidrogenase do ciclo da pB-oxidagdo; a glutamato
desidrogenase do catabolismo dos aminoacidos; e a B-hidroxibutirato desidrogenase,
que participa na formagfio dos corpos ceténicos. Os NADH formados nestas reac¢Ses
sdo fornecidos ao complexo I através de uma interac¢fio enzimatica (desidrogenase
dependente do NAD—complexo I).

Os polipeptideos do complexo I podem ser divididos em trés grandes grupos: o
grupo flavoproteico, o fragmento Fe-proteina e o fragmento proteico hidrofobico
(Ragan, 1987). Do complexo I os electrdes passam para a ubiquinona através de uma
longa série de grupos redox que incluem trés flavoproteinas (Fps), sete proteinas Fe-S e
24 proteinas hidrofobicas (HPs) (Smeitink et al, 1999).

Segundo Walker et al, 1992 e Skehel et al, 1998, este complexo tem
identificadas 42 subunidades diferentes, sendo 7 codificados pelo mtDNA (ND1, ND2,
ND3, ND4L, ND4, ND5, ND6), (Chomyn et al, 1986) e pelo menos 35 pelo nDNA
(Smeitink et al, 1998).

O fragmento flavoproteico € constituido fundamentalmente pelo mononucleoétido
de flavina (FMN), seis atomos de Fe e trés polipeptideos (51, 24 e 10 KDa), (Ragan,
1982). O polipeptideo 51-KDa tem sido referido como sendo o local de ligagdo do
NADH ao FMN. Nove dos dez atomos de Fe estdo presentes no fragmento Fe-proteina.
A proteina de 15-KDa deste fragmento parece ser a proteina de ligagéo da ubiquinona
envolvendo a transferéncia de electrdes a ubiquinona (Suzuki et al, 1986). O fragmento
proteico hidrofébico contém os centros Fe-S que possivelmente sdo os dadores de
electres a ubiquinona (Ohnishi et al, 1985) .

O complexo I ¢ sensivel a um nimero de inibidores tais como a rotenona, a
piericidina A, a 1-metil-4-fenilpiridina, o difenileneiodénio e amital. A rotenona, o mais
potente inibidor, e os seus analogos ligam-se ao nivel do gene ND1 (Earley et al, 1984).

12
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Actualmente é conhecida a localizagdo de 26 ¢ a estrutura completa de 6 dos 35
genes nucleares (Emahazion ef Brookes, 1998; Emahazion ef al, 1998). O transporte dos
produtos dos genes nucleares do complexo I através da membrana interna mitocondrial

¢ que ainda ndo se encontra esclarecido.

Complexo 11

O complexo II é o menor complexo da CRM e tem um papel importante num
passo fundamental do ciclo do &cido citrico, no qual o succinato ¢ desidrogenado a
fumarato e os electrdes sdio fornecidos 4 ubiquinona ao nivel da membrana interna da
mitocondria. Estd localizado na membrana mitocondrial interna em contacto directo
com a matriz (Clarkson et al, 1991) e € o tnico complexo da OXPHOS codificado
exclusivamente pelo nDNA e nfo envolvido na translocagfio dos protdes.

Contém quatro subunidades polipeptidicas: uma subunidade de 70-KDa, uma
flavoproteina (Fp) que contém FAD em ligagéo covalente, uma subunidade de 27-KDa,
uma proteina Fe-S (Ip) que contém 3 grupos Fe-S e os polipeptideos membranares de
15,5-KDa e 13,5-KDa que contém hemes tipo b (Davis KA er al; 1971, Hatefi ef al,
1980). A subunidade Ip pode servir como uma ponte entre as subunidades Fp e os
polipeptideos membranares.

As propriedades cataliticas do complexo II sdo semelhantes as da fumarato
redutase bacteriana que podem ter sido seus ancestrais no processo evolutivo. O
succinato actua simultaneamente como um substrato e um modelador positivo da
actividade especifica do complexo II na mitocondria intacta, nas preparagdes
membranares e nas preparagdes da succinato desidrogenase purificada (Zheng et al,
1990).

Complexo III

O complexo III, situado na parte média da CRM, catalisa a tranferéncia
electronica entre dois transportadores moéveis de electrdes, ubiquinol e citocromo ¢ e
também faz a translocagfio de protdes através da membrana mitocondrial interna. No
complexo III das mitocondrias bovinas foram identificadas 11 subunidades
polipeptidicas através da electroforese num gel de dodecilsulfato, sendo designadas
subunidades de I a XI (Gonzalez-Halphen et al, 1988). Estas subunidades sdo: proteinas
core I e II, citocromo b, citocromo c;, proteina Fe-S, e quatro ou cinco polipeptideos de

baixo peso molecular. Os grupos redox primérios para o complexo III sdo: citocromo
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b566 de baixo potencial e citocromo 5562 de alto potencial (subunidade III), citocromo
¢/ (subunidade IV) e o centro nuclear Fe-S ndo heme (centro Fe-S de Rieske,
subunidade V), os quais estdo presentes numa razdo molar 2:1:1 (Rieske, 1976). As
proteinas core ndo contém grupos redox e parecem ndo participar directamente na
reacgdio de tranferéncia electronica. Contudo, a dissociagdo de duas proteinas core do
complexo IIl da Neurospora crassa, interrompe a transferéncia electrénica, o que
sugere que estas proteinas tém um papel importante na manuten¢do da orientago
correcta dos grupos redox (Linke er al, 1986). Estudos na Saccharomyces cerevisiae
indicam que as proteinas core sdo essenciais para uma correcta ligacio do complexo 111
(Crivellone et al, 1988).

O citocromo b ¢ o tnico polipeptideo do complexo III codificado pelo mtDNA.
Esta subunidade contém dois grupos heme (Wikstrom ef al, 1984) e é muito
hidrofobica, pois contém oito ou nove segmentos transmembranares (Saraste, 1984). O
citocromo b é o maior componente transmembranar do complexo III e estd localizado
na regido central da enzima paralelamente as subunidades I e II (Gonzalez-Halpen et al,
1988). O citocromo c¢; ¢ uma proteina anfipatica que contém um local hidrofilico com
um heme ligado covalentemente a um segmento simples que atravessa a membrana
(Weiss ef al, 1987).

Esta subunidade estd localizada na parte externa da membrana mitocondrial
interna e inter-actua directamente com o citocromo c¢. A proteina Fe-S ndo heme
localiza-se no lado citoplasmético da membrana mitocondrial interna e estd situada
entre o citocromo b e o citocromo c; (Gonzalez-Halphen ef al, 1988).

O mecanismo para a transferéncia de electrdes e translocagdo de protdes pelo
complexo III nfio estd bem esclarecido. Os modelos possiveis para este processo sdo o
ciclo ubiquinona bomba de protdes (Q) e o b-ciclo (Mitchell, 1976; Hatefi, 1985;
Trumpower, 1981). Nestes modelos, pode considerar-se que o complexo III tem dois
centros cataliticamente activos que reagem com a pool ubiquinona, um no lado
citoplasmatico (Qo) e outro no lado da matriz mitocondrial (Qi) da membrana
mitocondrial interna (Ohnishi et al, 1980; Robertson et al, 1988). Ambos os modelos
relacionam a translocagfio de proteina e transferéncia de electrdes com um processo no
qual os electrdes se movem através dos intermediarios redox da ubiquinona (Hatefi,

1985; Wikstrom et al, 1986).
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Complexo IV

O complexo IV (citocromo ¢ oxidase) é o ultimo complexo enzimatico do
transporte electronico. Recebe os electrdes apos terem sido transferidos do citocromo ¢
reduzido e fornece-os ao oxigénio. Em conjungdo com este processo, os protdes sdo
bombeados através da membrana mitocondrial interna para o espago intermembranar. O
complexo IV ¢ composto por treze subunidades polipeptidicas (Kadenbach et al, 1983;
Verheul er al, 1979). De acordo com a nomenclatura de Kadenbach er al, 1983, as
subunidades I, II e III sdo codificadas pelo mtDNA e as restantes subunidades (IV, Va,
Vb, Vla, VIb, VIc, VIIa, VIIb, VIIc, VIII) sio codificados pelo nDNA. A subunidade 11
contém também um local de ligagdo ao citocromo c.

A subunidade III tem sido atribuido um papel na translocagdo de protdes dado
que a diciclohexilcarbodimida (DCCD), uma toxina respiratéria que tem sido utilizada
para ligar o glutamato ao polipeptideo da subunidade III na posicdo 90, inibe

preferencialmente a translocagio de protdes (Prochaska et al, 1981).

Complexo V

O complexo V utiliza o gradiente electroquimico originado pelos complexos I,
IIl e IV como fonte de energia para a sintese de ATP a partir de ADP + Pi. A enzima
ATP sintetase ¢ composta por duas partes: o segmento F, que cataliza a sintese de ATP,
€ o segmento Fo, que faz a translocagdo dos protdes na matriz mitocondrial (Hatefi,
1985; Kagawa et al, 1966).

Quando o segmento F; ¢ purificado a partir do Fy, cataliza a conversdo de ATP
em ADP+ Pi. No complexo V, a sintese de ATP ¢ acoplada funcionalmente ao
transporte electronico através dos complexos I, 11, e IV e 4 redugio de oxigénio.

Na mitocondria, o transporte de electrdes e o consumo de oxigénio aumenta
quando o ADP esta disponivel, e diminui até a um nivel minimo constante quando o
ADP ¢ limitado.

O coupling mitocondrial é habitualmente medido pela polarografia da OXPHOS.
O eléctrodo de Clark usa-se para medir o consumo de oxigénio pelas mitocondrias que
estdo a utilizar um substrato oxidavel dentro de uma cAmara fechada. O baixo consumo
de oxigénio devido a oxidagdo do substrato na auséncia de ADP ¢é referido como o
estado 4 da respiragdo. O aumento réapido no consumo de oxigénio seguido da adigdo de

ADP ¢ chamado o estado 3 da respirago. A razio do controlo respiratorio (RCR) é a
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relacgfio entre o estado 3 e o estado 4 da respiragdo e indica em média a quantidade de
coupling. A RCR aproxima-se do valor de 1 2 medida que as mitocondrias se tornam
progressivamente mais uncoupled. Diferengas na velocidade de consumo de oxigénio
entre o estado 3 de respiragio e a velocidade com um wuncoupler, podem sugerir uma
alterag@o no funcionamento do complexo V.

O complexo V € composto por 14 subunidades (nove subunidades na fracgdo Fy
e cinco na fracgdo Fyy, sendo duas codificadas pelo mtDNA (os genes ATPase 6 ¢ 8) ¢
as restantes codificadas pelo nDNA. A sua actividade maxima requer uma ligagfo firme

a cardiolipina.

1.3. Organizacio e expressio do genoma mitocondrial

DNA mitocondrial

As mitocondrias sfo os Unicos organelos das células animais a possuir DNA
préprio, designado por mtDNA. A sua presencga foi referida pela primeira vez em 1963
(Nass et Nass) na matriz mitocondrial de células embrionérias de frango, e comprovada
através da destruigfio especifica pela desoxiribonuclease. Cada célula possui milhares de
moléculas de mtDNA com cerca de 5 copias (entre 2 a 10) por mitocondria (Satoh ef
Kuroiva, 1991), o que corresponde a 0,4% do DNA celular.

O genoma mitocondrial humano (Figura I-5) € constituido por uma pequena
molécula circular de DNA de cadeia dupla, com 16.569 pares de bases (pb) (Anderson
et al, 1981) e contém 37 genes que codificam para dois RNAs ribossémicos (rRNAs),
22 RNAs de transferéncia (tRNAs) e 13 RNAs mensageiros (mRNAs) que codificam 13
polipeptideos componentes da cadeia respiratéria mitocondrial-fosforilagéo oxidativa e
que incluem (Zeviani et al, 1989):

- sete subunidades do Complexo I ou NADH - coenzima Q oxidoredutase (ND1,
ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6);

- uma subunidade do Complexo III ou coenzima Q - citocromo ¢ oxidoredutase
(citocromo b);

- trés subunidades do Complexo IV, citocromo ¢ oxidase ou COX (COI, COIl,
COIll);

- duas subunidades do Complexo V ou ATP sintetase (ATPase 6 e ATPase 8).

A cadeia dupla é composta por uma cadeia pesada H (heavy) rica em purinas
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(guanina e adenina) e uma cadeia leve L (/ight) rica em pirimidinas (citosina e timina).
A nomenclatura “pesada” e “leve” refere-se a diferente mobilidade das cadeias
separadas em gradientes alcalinos de cloreto de césio. A cadeia pesada codifica para
dois rRNAs (128 e 16S), 14 tRNAs, seis subunidades do complexo I (ND1, ND2, ND3,
ND4, ND4L, NDS5), apocitocromo b do complexo III, trés grandes subunidades do
complexo IV (COX I, COXII, COXIII) e duas subunidades do complexoV (ATPase 6,
ATPase 8). A cadeia leve codifica oito tRNAs e uma subunidade do complexo I (ND6).

No mtDNA as regides ndo codificantes, & excepgdo de um pequeno segmento, o
D-loop (displacement loop), sio escassas e alguns genes sdo mesmo parcialmente
sobreponiveis.

Os genes dos tRNAs estdo localizados estrategicamente entre os dos RNAs e 0s
genes estruturais ¢ desempenham um papel importante na correcta transcrigdo dos
tRNAs, rRNAs e mRNAs. Os tRNAs e os rRNAs codificados pelo mtDNA sdo
utilizados exclusivamente para a sintese das proteinas mitocondriais (Schon ef al, 1997).
Os genes nucleares codificam para as restantes subunidades da OXPHOS e para todas
as outras proteinas mitocondriais. E de realgar que apenas uma diminuta percentagem
das necessidades proteicas mitocondriais é satisfeita por este organelo. Noventa e cinco
por cento das proteinas mitocondriais sdo codificadas por genes nucleares, produzidas
como percursores nos polissomas citoplasmaticos, importadas para a mitocéndria e ai
processadas e agrupadas nos compartimentos mitocondriais adequados (Schon et al,
1997).

Os genomas mitocondriais dos diferentes organismos apresentam uma grande
diversidade, sendo o genoma humano dos mais pequenos ¢ um exemplo da economia
genética. Esta informago genética tdo compactada, desprovida de intrdes, sugere que
uma mutagdo possa facilmente atingir um gene codificante e originar uma doencga
mitocondrial. Na maior parte dos casos, os coddes terminais ndo sdo codificados no
DNA mas criados por poliadenilagéo dos mRNAs apés transcrigéo.

O sistema OXPHOS utiliza os produtos de cerca de 60 genes nucleares
(Smeitink e al, 1999) que sdo sintetizados nos ribossomas citoplasmaticos e depois
importados para a mitocondria, onde vio ser conjugados com as 13 subunidades
codificadas pelo mtDNA nas respectivas holoenzimas para produzir o ATP celular
(Munnich et al, 1992; Moraes et al, 1989).

O Complexo II (succinato-CoQ oxido-redutase) é formado exclusivamente por

subunidades codificadas pelo nDNA. E por conseguinte, muitas vezes utilizado como

“controlo interno” bioquimico ou histolégico, para a presenga, quantidade e viabilidade
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Figura I-5 Representagdo esquemética (A-circular e B-linear) do genoma mitocondrial humano,
compreendendo os genes que codificam para: 2 RNAs ribossémicos (12S e 16S); 22RNAs de
transferéncia (representados pela letra correspondente ao aminoacido que transportam, na
nomenclatura internacional); 13 RNAs mensageiros correspondentes a polipeptideos da cadeia
respiratéria mitocondrial sendo ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, NDé6; subunidades da
NADH desidrogenase (complexo I); cit & (complexo III); COI, COII, COIII (complexo IV) e
A6, A8 (complexo V). O circulo interior representa a cadeia leve (L) e o exterior a cadeia
pesada (H).

Abreviaturas: Oy e Oy, origens de replicagfio das cadeias pesada e leve (as setas indicam

a direcgdo da duplicagdo ou transcrigdo). Py e Py, sio promotores da transcrigio das cadeias
pesada e leve (DiMauro et al, 1993).
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das mitocondrias nas situagdes onde mutagdes do mtDNA originam uma deficiéncia de
um ou de varios complexos respiratorios.

As alteragdes do mtDNA podem ser hereditarias ou adquiridas, sendo estas
ultimas devidas a causas multifactoriais. As disfungdes mitocondriais hereditarias

podem ainda ser resultantes de mutagdes do nDNA (Zeviani ef Tiranti, 1993).

Replicacio, transcricio e traducio do mtDNA

O mtDNA apresenta varias caracteristicas peculiares, que discutiremos a seguir. A
replicagdo e a transcrigdo do mtDNA tém propriedades muito diferentes das do nDNA
(Clayton 1982; 1991; 1992). Ha duas origens para a replica¢do: a da cadeia pesada (Oy)
e a da cadeia leve (O1). A Oy esta localizada no D-loop. Para a transcrigdo existe
somente uma regido promotora localizada também na regido do D-loop. Os promotores
das cadeias pesadas e das cadeias leves (Py e Py, respectivamente) iniciam a transcrigdo
das respectivas cadeias de mtDNA simetricamente como grandes moléculas de RNA
policistronicas.

O codigo genético mitocondrial difere do codigo “universal” em quatro dos 64
tripletos, o que faz com que a tradugdo mitocondrial ndo seja possivel pelo mesmo

mecanismo da tradug@o citosolica (Quadro 1-2).

Quadro I-2 Diferengas entre o codigo genético mitocondrial e nuclear

Codobes Traducioe mitocondrial Tradugiio citosolica
AGA e AGG Codao-terminagdo Arginina
AUA Metionina (iniciagdo) Isoleucina
UGA Triptofano Codao-terminagdo

Abreviaturas: A-adenina;, G-guanina; U-uracilo.

A informag¢do no mtDNA estd muito compactada, porque ndo contém intrdes,
havendo mesmo a possibilidade de sobreposi¢do de dois genes (ATPases 6 e 8) (Kroon
et al, 1987). As sequéncias codificantes da maior parte dos genes (93%) sdo contiguas
ou separadas por uma ou duas bases e em muitos casos os coddes de terminagdo ndo
estdo codificados no mtDNA, sendo criados pos-transcricionalmente por poliadenilagdo
do mRNA (Anderson ef -al, 1981). Os genes dos tRNAs estdo localizados
estrategicamente na cadeia de DNA de tal forma que ficam todos (a excepgdo de um)

intercalados entre os genes dos TRNA e dos mRNAs. Estes percursores de RNAs sdo
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entdo clivados por nucleases endégenas precisamente nos terminais 5° e 3'dos tRNAs,
libertando-se deste modo os tRNAs activos e os respectivos rRNAs e mRNAs situados
lateralmente.

A tradugio dos mRNAs processa-se nos ribossomas mitocondriais (que contém
os TRNAs 128 e 16S). Se a transcri¢do for toda policistronica, cada rRNA podera ser
sintetizado em quantidades equimolares a quantidade de mRNA. Contudo, a
mitocdndria precisa de sintetizar rRNA suficiente para satisfazer as necessidades dos 13
mRNAs de uma s6 vez, pelo que, a transcrigdo do Py (que codifica os rRNAs) processa-
se de duas formas: adicionalmente & sintese policistronica da cadeia pesada ha a sintese
de um pequeno fragmento que se extende do Py até a parte final do gene do rRNA 168.
Esta pequena transcri¢do processa-se de uma forma 25 vezes mais ripida do que a da
cadeia completa, dispondo-se assim, de quantidades adequadas de rRNAs 12S e 16S
para a sintese proteica. E importante realgar que a transcrigdo desta porgdo de RNA
policistrénico é finalizada ja dentro do gene do tRNA da leucina [tRNAUYR) Uma
proteina especifica “terminagio” liga-se a uma regido do DNA dentro do gene do
tRNAMUUR) para bloquear a acgfio da RNA polimerase, que faz com que esta se
desligue do DNA e consequentemente a transcrigdo termine. Quando a proteina
terminag¢do ndo se liga, a polimerase pode continuar no DNA e permitir a sintese da
cadeia completa. Este mecanismo de terminar a transcrigdo tem sido utilizado, embora
ainda ndo tenha sido confirmado, para explicar a patogénese do sindrome
encefalomiopatia mitocondrial com acidose lactica e acidentes vasculares cerebrais
(MELAS) (Chomyn et al, 2000).

A percentagem de mutagdes espontineas no mtDNA € superior a do nDNA e
muitas mutagbes ndo patogénicas “neutras”, podem perpetuar-se através da sua
replicagdo nas geragdes celulares posteriores, contribuindo para a grande diversidade do
mtDNA observada entre grupos étnicos e entre individuos. Esta diversidade tem-se
revelado util nas investigagdes antropoldgicas, etnolégicas e forenses € € a base da
popularizada mas ainda controversa hipétese da “Eva mitocondrial” que sugere que toda
a populagdo derivou de um ancestral feminino que tera vivido na Africa de leste ha

cerca de 200.000 anos (Cann ef al, 1987).

1.4. Caracterizacio da genética mitocondrial

Desde que Garrod e Bateson aplicaram pela primeira vez as leis de Mendel aos
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erros inatos do metabolismo, tém sido observadas algumas excepg¢des. A analise
minuciosa de algumas doengas raras e o seu estudo a nivel molecular, mostraram que na
genética humana ocorrem excepgdes & hereditariedade mendeliana que devemos ter em
consideragdo na genética médica. Podemos considerar que ha quatro mecanismos néo
classicos que podem afectar a transmissdo ou expressdio de distiirbios monogénicos:
mosaicismo, impressdo genémica (imprinting), dissomia uniparental e hereditariedade
mitocondrial.

A genética mitocondrial ¢ uma genética nfio mendeliana que assenta nos
seguintes conceitos: hereditariedade materna, poliplasmia, heteroplasmia, limiar de
expressdo e segregagdo mitdtica. Estas caracteristicas particulares estio na base da

extrema diversidade fenotipica das doengas associadas a mutagdes no mtDNA (Figura I-
6).

F.igu}‘a I_-6 Esquema que representa a hereditariedade materna dos genomas mitocondriais e a
distribuicdo aleatéria dos genomas mutados e ndo mutados pelas células filhas do zigoto

(reproduzido de DiMauro ef a/, 1993). Abreviaturas: o — Ovulo; s — espermatozdide; z — zigoto;
A, B, C, células filhas.
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Hereditariedade materna

As mitocdndrias e o mtDNA sdo transmitidos exclusivamente pela mée & sua
descendéncia (Giles et al, 1980), uma vez que o zigoto s6 possui mitocdndrias
provenientes do ovécito (onde existem cerca de 100.000 mitocondrias). Contudo,
somente 1% das mitocdndrias presentes na fertilizagfio irfio fazer parte do embrifio,
Assim, a maioria das alteragdes patogénicas no mtDNA tem associada uma
hereditariedade materna: as mdes transmitem a deficiéncia aos filhos e filhas, mas
apenas as filhas transmitirdio a doenca aos seus descendentes. Embora os
espermatozoides contenham mitocOndrias, nfio tem sido demonstrada a presenca de
mtDNA de origem paterna no zigoto humano ou na sua descendéncia (Manfredi et al,

1996).

Poliplasmia

A poliplasmia é um conceito que explica porque razio a genética mitocondrial é
a genética das populacdes e nfo segue as regras mendelianas (baseadas no facto dos
genes nucleares possuirem dois alelos, um de origem materno e outro paterno). A maior
parte das células contém centenas ou milhares de mitocéndrias e cada mitocondria
possui multiplas cépias dos mtDNAs, o que faz com que haja milhares de genomas

mitocondriais em cada célula.

Heteroplasmia

Nos tecidos dos doentes podem coexistir moléculas de mtDNA normais e
mutadas, originando diferentes gendtipos mitocondriais. Esta situacdo € denominada
heteroplasmia. Nos tecidos normais todos os DNAs sdo idénticos, denominando-se esta
situagdio homoplasmia. Usualmente, os polimorfismos sfio homopladsmicos enquanto as
muta¢des patogénicas sdo heteroplasmicas. A heteroplasmia €, por conseguinte, um
critério geralmente aceite de patogenicidade de uma mutagéo nova.

Se a mutaclo esta presente na linha germinativa feminina esta podera ser

transmitida ds geragdes seguintes.

Segregacdio mitdtica
Num doente heteroplasmico, o fenétipo clinico pode variar de tecido para tecido,

podendo mesmo modificar-se num determinado tecido com o envelhecimento, situagéo
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esta devida a distribui¢do aleatoria do mtDNA mutado pelas células filhas em cada
divisdo celular. Este aspecto dindmico da transmissdio mitocondrial é conhecido por

segregagdo mitdtica.

Limiar de expressao.

Atendendo ao elevado numero de copias de mtDNA em cada célula, a expressdo
fenotipica de uma mutagdo mitocondrial depende da proporgdo relativa entre os mtDNA
normal e mutado dentro de cada célula, o que implica a existéncia de um limiar de
expressdo a partir do qual se manifesta um fenotipo diferente do normal. Este limiar esta
relacionado com a dependéncia do metabolismo oxidativo por parte desse tecido

(Howell et al, 1983).

As mutagdes que aparecem no mtDNA podem ser alteragdes qualitativas
(mutagdes pqntuais, delegdes e duplicagdes) e quantitativas (deplegdo). Esta-se perante
uma deplegdo quando hd uma diminuigdo significativa da relagdio mtDNA/nDNA
quando comparada com a obtida a partir do DNA total isolado do mesmo tecido de um

individuo normal.

2. Classificacdo das citopatias mitocondriais

As citopatias mitocondriais constituem um grupo de doengas que se
caracterizam por uma disfun¢io mitocondrial. A grande variabilidade na expressdo
clinica deste tipo de patologias deve-se ndo s6, as importantes fung®es metabélicas que
a mitocOndria desempenha na vida celular, mas também & quantidade de mitocondrias
presente nos diversos tecidos e & particular relagio mitocéndria/nucleo.

As citopatias mitocondriais podem ser classificadas bioquimicamente em cinco
grupos de acordo com a érea do metabolismo mitocondrial afectado (Quadro [-3).

As doengas incluidas nos quatro primeiros grupos sdio de transmissdo
mendeliana, dado que todas as enzimas envolvidas sdo codificadas por genes nucleares.
Estas patologias tém caracteristicas bioquimicas tipicas da maioria dos erros inatos do
metabolismo, nas quais a deficiéncia na enzima em causa ¢ praticamente completa. O
quinto grupo, os défices da cadeia respiratoria é o mais complexo, dado que a CRM ¢

codificada pelos dois genomas, nuclear e mitocondrial. E também, o mais importante
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em termos de impacto na saide publica, porque comparativamente aos grupos

anteriores inclui um grande ntimero de doentes.

Quadro I-3 Classificagdo bioquimica das doengas mitocondriais*

1. Defeitos no transporte do substrato
Défice de carnitina palmitofl-transferase
Défice de carnitina
Défice de carnitina-acilcarnitina translocase

2. Defeitos na utilizacfio do substrato
Défice do complexo piruvato desidrogenase
Défice da piruvato carboxilase
Défices da B-oxidagdo mitocondrial dos 4cidos gordos

3. Defeitos do ciclo de Krebs
Défice em fumarase

Défice de a-cetoglutarato desidrogenase

4, Defeitos da ligacéio oxidagfo-fosforilagio
Sindrome de Luft

5. Defeitos da cadeia respiratoria e ATP sintetase
Défice do complexo I
Défice do complexo II
Défice do complexo 111
Défice do complexo IV
Défice do complexo V
Défices combinados dos complexos da cadeia respiratoria.

*Classificagdo de acordo com DiMauro ef al, 1999.

2.1. Perspectiva histérica da OXPHOS

Pode dizer-se que a histéria das doengas mitocondriais teve o seu inicio em 1962,
quando Luft ef al, descreveram a primeira doenga humana provocada por uma deficiéncia
mitocondrial numa jovem doente sueca que sofria de hipermetabolismo néo tiroideu. Quando
o musculo foi estudado num manémetro de Warburg, as mitocondrias tinham uma
capacidade praticamente normal de fosforilar o ADP a ATP, mas continuavam a fixar O,
quase 2 velocidade méaxima mesmo na auséncia de ADP, tendo os estudos bioquimicos
subsequentemente revelado uma diminuigio acentuada do controlo respiratorio mitocondrial.

No ano seguinte, Engel ef Cunningham introduziram uma modificagfio a técnica de
Gomori que permitia a identificagio de depdsitos anormais de mitocondrias, as chamadas

RRFs. Nesse mesmo ano, Nass ef Nass demonstraram que as mitocdndrias continham
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pequenas moléculas circulares de DNA, os seus proprios genomas. Este DNA estava presente
em milhares de cdpias por célula e era transmitido exclusivamente pela mée.

Nos anos 70, os cientistas clinicos direccionaram os seus estudos para as doengas
neuromusculares e principalmente para a morfologia muscular. A investigagdo ultraestrutural
sistematica das amostras de biOpsias de musculo (Shy et al, 1964, 1966) levaram ao
reconhecimento de diferentes tipos de alteragdes mitocondriais que se pensavam caracterizar
doengas distintas como proliferagio de mitocondrias aparentemente normais (miopatia
pleoconial) ou mitocondrias de volume aumentado com cristas desorganizadas (miopatia
megaconial).

Em 1981, a sequéncia completa do genoma mitocondrial foi demonstrada por
Anderson et al, tendo sido recentemente revista (Andrews et al, 1999).

De 1962 até 1988, as doengas mitocondriais foram classificadas com base nos dados
histolégicos dos tecidos afectados e nas determinagdes bioquimicas das actividades
enzimaticas mitocondriais musculares.

Em 1988, Holt et al, detectaram pela primeira vez uma mutagdo (delegéio) no
mtDNA, o que muito contribuiu para o avan¢o na investigagdo da genética mitocondrial.
Nesse mesmo ano, Wallace ef al, publicaram as primeiras mutagdes pontuais no mtDNA,
associadas a neuropatia Optica hereditaria de Leber (LHON). Desde 1990, foram descritas
mais de 50 de mutagdes patogénicas e alteragdes quantitativas do mtDNA (deplegdo do
mtDNA) em diferentes fendtipos, associadas a alteragdes da OXPHOS, (Quadro 1-4).

Nasceu assim, um novo capitulo na genética humana e em 1993 foi inteiramente

dedicado um livro ao papel do mtDNA na patologia humana (DiMauro et Wallace, 1993).
2.2. Bioquimica da OXPHOS

As citopatias mitocondriais constituem um grupo de doengas com diferentes tipos de
hereditariedade associada, que se caracterizam por alteragdes do funcionamento da
mitocondria. As disfungdes da CRM, que podem ser causadas por alteragdes do mtDNA,
provocam uma modificagdo no estado de oxido-redugio celular (Jeong-yu ef al, 1996) que se
reflecte num aumento de lactato e corpos cetdnicos plasmaticos (Adams et al, 1996). Estas
alteragdes tornam-se particularmente evidentes apos esfor¢o ou sobrecarga de glicose (Poggi-
Travert et al, 1996).
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Quadro I-4 Mutagdes pontuais patogénicas do mtDNA

Nucledtido Mutagfio Localizaghio do gene  Fenotipo Referéncia
583 G—A | tRNA-Phe MELAS Hanna ef al, 1998
. 618 T—C | tRNA-Phe Miopatia Kleinle et al, 1998
1355 | A>G | 12sRNA Surdez-induzida aminoglicosideos Prezant ef al, 1993
1642 G—A | tRNA-Val MELAS Taylor et al, 1996
1644 | G-T | tRNA-Val MILS Chalmers et ai, 1997
..:3243 A—G | tRNA-Leu(UUR) | MELAS/PEO/diabetes/perda auditiva | Goto ef al, 1990
3250 T—C | tRNA-Len(UUR) | Miopatia Goto et al, 1992
3251 | A>G | tRNA-Len(UUR) | Multissistémico Sweeney ef af, 1993
3252 | A>G | tRNA-Lew(UUR) | Multissistémico Morten ef al, 1993
3254 | C»G | tRNA-Leu(UUR) | MICM Kawari ef al, 1997
3256 | CoT | tRNA-Lew(UUR) | Multissistémico/PEO/MELAS Moracs et al, 1993°
3260 A—G | tRNA-Leu(UUR) | MICM/miopatia Zeviani ef al, 1991
3271 T—C | tRNA-Len(UUR) | MELAS Golo ef al, 1991
3271 Del T | tRNA-Len(UUR) | MELAS Shoffner ef al, 1995
3291 ToC | tRNA-Lew(UUR) | MELAS Goto ef al, 1994
..3302 A—G | tRNA-Lew(UUR) | Miopatia Bindoff et al, 1993
- 3303 C—T | tRNA-Leuw(UUR) | MICM Silvestri ef al, 1994
3394 T—C | NDI LHON Brown ef al, 1992°
3460 G—A | ND1 LHON Huoponen ef al, 1991
4160 T—C | NDI LHON Howell et al 1991
4216 | T»C | NDI LHON Mackey et al, 1992
14269 | A»G | (RNA-Ile MICM/multissistémico Taniike ef af, 1992
4274 | T»C | tRNA-Ile PEO Chinnery et al, 1997
4285 | TC | (RNA-lle PEO Silvestri et al, 1996
74295 | A-G | (RNA-lle Cardiomiopatia hipertrofica Merante ef al, 1996
4298 G—A | (RNA-Ile PEO/esclerose multipla Taylor ef al, 1998
4300 A—G | tRNA-Ile MICM Casali et af, 1995
4309 G—A | tRNA-lle PEO Franceschina et al, 1998
4320 | A—>G | tRNA-lle Cardiomiopatia multissistematica Santorelli ef al, 1995
4409 - | ToC | tRNA-Met Intolerdncia ao exercicio Vissing ef al, 1998
4917 A—G | ND2 LHON Johns et al, 1991
5244 | Go>A | ND2 LHON Brown et al, 1992°
5549 G—A | tRNA-Trp Coreia, deméncia Nelson ef al, 1995
5521 G—A | IRNA-Trp Miopatia Silvestri ef al, 1998
L5692 T—C | tRNA-Asn PEO Seibel ef af, 1994
5703 C—T | IRNA-Asn PEO Moracs et al, 1993°
5814 T—C | tRNA-Cys MELAS-like Manfredi et al, 1996
17444 G—oA | COX1 LHON Brown et al, 1992°
7445 T—C | (RNA-Ser(UCN) | Surdez Reid et al, 1994
7472 Ins C | tRNA-Ser(UCN) | Surdez, ataxia, mioclonias Tiranti ef al, 1995
7512 T—C | tRNA-Ser(UCN) | MERRF/MELAS Nakamura ef al, 1995
- 7543 G—A | IRNA-Asp Encefalopatia Shtilbans et al, 1999
8328 G—A | tRNA-Lys Encefalomiopatia Houshmand et al, 1999
8344 A—G | tRNA-Lys MERRF Shoffner ef al, 1990
8356 T—C | tRNA-Lys MERRF/MELAS Hammans et al, 1991
B363... . G—A | tRNA-Lys MICM/PEQ/ataxia/surdez Ozawa ef al, 1995
8851 T—C | ATPase 6 Necrose bilateral do estriado DeMeirleir ef al, 1994
8993 TG | ATPase 6 NARP/MILS Holt ef al, 1990
8993 | TC | ATPase6 NARP/MILS deVries ef al, 1993
9101 T—C | ATPase 6 LHON Lamminen ef al, 1995
917 T—C | ATPase 6 Necrose bilateral dp estriado Thyagarajan ef al, 1995
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9438 | GoA | COX I LHON Johns ef al, 1994

9804 | GoA | COXII LHON Johns ef al, 1994

L9957 | T(C | COX I MELAS Manfredi ef al, 1995
9997 | T—C | tRNA-Gly MICM Merante ef al, 1994

| 10044 A—>G | tRNA-Gly LHON Santorelli ef al, 1996°

- 11778 | G—»>A | ND4 LHON Wallace et al, 1988"
12311 | T—»C | t(RNA-Leu(CUN) | PEO Hattori ef al, 1994
12315 | G—A | tRNA-Leu (CUN) | Encefalomiopatia Fu ef al, 1996
12320 | A-G | tRNA-Leu (CUN) | Miopatia Weber ef al, 1997
13513 G—A | ND5 MELAS Santorelli et al, 1997
13708 G—A | ND5 LHON Johns et al, 1991"
14459 G—A | ND6 LHON/distonia Jun et al, 1994

| 14484 T—-C | NDé6 LHON Johns et al, 1992°

| 14709 T—C | ND6 Miopatia/diabetes Hao et al, 1995
15257 | G—A | Citb LHON Johns et al, 1991°

- 15723 G—oA | Citb Miopatia Andreu ef al, 1999

- 15812 G—oA | Citb LHON Johns et al, 1991°
15923 A—G | tRNA-Thr Deficiéncia respiratoria infantil Yoon et al, 1993

15990 C-T | tRNA-Pro Miopatia Moraes ef al, 1993'

(Servidei, 1999); MICM miopatia e cardiomiopatia.

A. Exames laboratoriais

O lactato e o piruvato sdo pardmetros sanguineos fisiologicos e os seus niveis

plasmaticos reflectem o equilibrio entre a sua produgdo citoplasmatica e o seu consumo

pelos diferentes tecidos.

A produgdo citoplasmatica de lactato ocorre principalmente na pele (30%),

eritrocitos (30%), cérebro (16%) e musculo (16%) (Saudubray et al, 1994). A utilizagdo

de lactato ocorre no figado durante o jejum, através da gluconeogénese (60 a 70%) e no

coragdo, musculo e rim, como via secundaria, através da oxidagdo mitocondrial.

As concentragdes de acido lactico dependem das concentragdes de acido

piravico, do estado de oxido-redugdo da célula e ainda do funcionamento da cadeia

transportadora de electrdes que regenera NAD a partir de NADH, (Figura 1-7).

Uma acumulagdo de lactato sanguineo pode ser devida a um colapso

circulatorio, hipoxia ou a outras condigdes associadas a uma faléncia da respiragdo
celular que devem ser excluidas antes de uma suspeita de um erro inato da oxidagdo
lactato/piruvato. Outras causas adquiridas podem originar hiperlactacidemias
secundarias persistentes tais como diarreias ou infecgdes cronicas, principalmente do
tracto urinario, hiperventilagdo, faléncia hepatica e muitas outras. Na maior parte das
hiperlactacidemias secundarias, como é o caso da hipoxia tecidular, a cetose esta
ausente, enquanto que na‘ maioria das hiperlactacidemias primarias ¢ um dado

importante, normalmente associado.
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| Por outro lado, o valor da lactacidemia ndo é discriminatdrio, pois algumas
doencas adquiridas apresentam hiperlactacidemias graves, enquanto as doengas
hereditarias do metabolismo lactato/piruvato revelam hiperlactacidemias moderadas.

O estado nutricional do individuo também pode provocar modificagdes dos

niveis sanguineos do lactato e piruvato.

Glucose .
Wit WADH Acidos gordos
Lrt A
Lactato 4&2 Piruvato )
l P - oxidagdo
Acetoacetato AcetilCoA
NADH
30HB/AA T
NAD
3-OH-butirato Ciclo do Cadeia transportadora de electrdes

acido
cltrico

ATP sintetase

ADP + Pi ATP

Figura I-7 Representagdo esquematica da producéo de lactato, de 3-hidroxibutirato (30HB) e
ATP.

Hiperlactacidemias devidas a erros inatos do metabolismo

Para além das acidurias orgénicas, hiperamoniemias congeénitas e alteragdes da
B-oxidagio dos acidos gordos que originam uma hiperlactacidemia secundaria, ha
quatro grupos de patologias que provocam uma hiperlactacidemia primaria:
glicogenoses e alteragdes da gliconeogénese hepatica, alteragdes da oxidagdo
piruvato/lactato, complexo piruvato desidrogenase (PDH) e os défices da cadeia
respiratoria mitocondrial.

O diagnostico diferencial das hiperlactacidemias baseia-se em dados clinicos e
critérios metabolicos.

Uma informagdo importante ¢ a altura em que a hiperlactacidemia atinge um

valor maximo. Nas glicogenoses tipo III e VI e no défice da sintetase do glicogénio, a
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hiperlactacidemia s6 ¢ detectada no periodo pés-prandial quando o doente ingere uma
dieta rica em glicidos. Os niveis de lactato séo normais quando o doente estd em jejum
ou hipoglicémico (Fernandes ef al, 1974; Aynsley-Green et al, 1977). Nestas patologias,
a hiperlactacidemia raramente atinge um valor de 7 mmol/L.

Nos défices da gluconeogénese hepatica (défice da fructose 1,6-difosfatase e
glucose-6-fosfatase) a hiperlactacidemia que pode atingir 15 mmol/LL é observada
quando o doente esta em jejum ou hipoglicémico.

A hiperlactacidemia ¢ permanente no défice da piruvato carboxilase (REJ;
registando-se tanto em jejum, como no periodo pés-prandial (Wallace, 1992°). Nos
defices do complexo piruvato desidrogenase (PDH), da a-cetoglutarato desidrogenase e
da CRM, os niveis maximos de lactato sdo observados no periodo pés-prandial, embora
as hiperlactacidemias superiores a 7 mmol/l possam ser mais ou menos persistentes.
Nestas doengas, por vezes a hiperlactacidemia moderada (embora significativa) pode
no ser valorizada quando a avaliagfo ¢ efectuada apés um jejum prolongado, como é
habitual fazer para a maior parte das avaliagdes sanguineas.

Outro dado importante ¢ a determinagio simultinea das relagdes
lactato/piruvato  (L/P) e dos corpos ceténicos 3-hidroxibutirato/acetoacetato
(3OHB/AA) antes e ap6s as refeigdes. Estas razdes plasméticas reflectem
indirectamente os estados de oxido-redugdo citoplasmatico (L/P) e mitocondrial
(30HB/AA). No défice da PC (isolado ou secundério a um défice em biotinidase ou da
sintetase da holocarboxilase), a relacgdio L/P é muito alta e é associada com uma
hiperlactacidemia que aumenta no pos-prandial, e uma razio 30HB/AA normal ou
baixa (Robinson et al, 1987; Saudubray er al, 1976).

No défice da PDH deve efectuar-se o estudo do lactato sanguineo apds prova
de sobrecarga de fructose (Stansbie et a/, 1978). Para testar a activagdo da PDH pode
também efectuar-se a prova de sobrecarga com dicloroacetato (Coudé et al, 1978) ou

com 2-cloropropionato.

Podemos considerar praticamente patognoménicos dos erros inatos do
metabolismo do lactato/piruvato os trés perfis metabolicos seguintes (Quadro 1-5):
1. Quando a razdo L/P ¢ normal ou baixa (<10) sem hipercetonémia, a deficiéncia da

PDH ¢ altamente provavel apesar de a lactacidemia poder estar s6 moderadamente

elevada apds a refeigio;
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2. Quando a razio L/P é muito alta (>30) associada a hipercetonémia pés-prandial, com
uma razdo normal baixa de 30HB/AA (<1,5), o défice de PC ou da a-cetoglutarato
desidrogenase sdo os diagndsticos mais provaveis.

3. Quando as razdes L/P e 30HB/AA estio elevadas e associadas a hipercetonémia pés-

prandial significativa sfio suspeitas de deficiéncia da CRM.

Quadro I-5. Diagnostico diferencial das hiperlactacidemias hereditarias

Glicogenoses Gluconeogénese Oxidacdo do piruvato

| |5 | [PPH [ Krebs [ PC [ CR
Hiperlactacidemia que | - b ] #® | o
_aumenta com o jejum

Hiperlactacidemia que + + 4 - " - + - +
“aumenta com a refei¢do

Hipoglicemia em jejum | ++ + +/- ++ | ++ " - - N
L/P N N N N N 10 N 30 30
Cetose ++ ++ + +/- + - +/- ++ -
3OHB/AA N N N N N N 1 1 3
Sinais clinicos Hepat | Hepat | Hepat | Hepat | Hepat | Neur Neur Neur | Neur
associados Mio

Legenda: L (lactato); P (piruvato); 3OHB (3-hidroxibutirato); AA (acetoacetato); GliSi
(glicogénio sintetase); G6P (glucose 6-fosfatase); FDP (fructose 1,6-difosfatase); PDH (piruvato
desidrogenase); PC (piruvato carboxilase); CR (cadeia respiratéria); N (normal); + (presente); -
(ausente); Hepat (hepatomegalia); Neur (neurolégicos); Mio (musculares) (adaptado de
Bonnefont et al, 1991).

Em todas as outras situa¢des, especialmente quando a razdo L/P ¢ alta sem
hipercetonémia associada, as doengas da CRM sdo equacionadas ap6s terem sido
excluidas todas as causas de anoxia. Nestes casos e se a lactacidémia oscila entre 2 e 3
mmol/L, a determinagfio do lactato no LCR deve ser efectuada (no caso de apresentagéo
neuroldgica) e a respectiva razdo L/P, ap6s teste de sobrecarga de glucose e/ou teste de
esforgo (no caso de apresentagdo muscular ou sistémica). Estes testes sdo
desnecessérios quando o lactato basal seja superior a 7 mmol/L.

Atendendo a que a CRM transfere NADH, até O,, uma doenga da OXPHOS
originara um aumento dos cofactores reduzidos na mitocondria e no citoplasma, e uma
disfungio do ciclo de Krebs, devido a um excesso de NADH, e falta de NAD.
Consequentemente havera um aumento de corpos cetonicos e hiperlactacidemia assim
como das razdes 30HB/AA e L/P.

A sintese dos corpos ceténicos aumenta apos as refeigdes devido a canalizagéo
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da acetilCoA para a cetogénese (Saudubray er al, 1992). A elevagdio dos corpos

cetdnicos totais no periodo pos-prandial ¢ paradoxal (hipercetonémia paradoxal), pois

normalmente diminuem apés as refeigdes devido & libertagdo de insulina. Por esta

razo, nos doentes suspeitos de défices da CRM, na investigagdo preliminar incluimos a

determinagdo de lactato, piruvato, corpos ceténicos e respectivas razdes molares em

jejum e 1h pés-prandial, que podem ser repetidas ao longo do dia.

B. Provas funcionais de avalia¢io de lactato e do metabolismo oxidativo em

diferentes liquidos fisiolégicos

Quando os testes de avaliagfo basal sdo inconclusivos dever-se-a:

1- Efectuar um teste de sobrecarga de glucose (2gr/Kg per os) para evidenciar

uma hiperlactacidemia latente e/ou hipercetonémia paradoxal.,

2- Determinar o lactato urinario e pesquisar os intermedidrios do ciclo de Krebs

usando a metodologia de cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de

massa (CG/MS).

3- Determinar o estado de oxidag@o-reducfio no LCR.

A interpretagdo dos resultados obtidos tem que ser feita tendo em consideragdo

as seguintes situagdes:

1.

Tubulopatia proximal que pode levar a uma diminui¢do do lactato sanguineo
¢ a um aumento do lactato urindrio.

Diabetes mellitus que pode dificultar a entrada de piruvato no ciclo do 4cido
citrico.

[soformas especificas de tecidos que podem estar selectivamente deficitérias,
alterando ligeiramente o estado de redox do plasma (particularmente nas

cardiomiopatias hipertréficas)

. O defeito pode ser generalizado embora parcial e a maior parte dos tecidos de

alta dependéncia do metabolismo oxidativo (como o cérebro e o musculo)

sofrem com qualquer perturbagio do estado de oxido-redugdo plasmético.

. O defeito pode ser restrito ao complexo II, afectando ligeiramente (em

principio) o estado redox do plasma.
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Prova de esforg¢o fisico

Através de provas de esforgo fisico padronizadas, utilizando ergémetros ciclicos,
podem ser detectadas as alteragdes do metabolismo oxidativo que € a maior fonte de
energia para a contracgdo muscular (Haller et al, 1989). O maximo de uptake do
oxigénio (VOamax) € o melhor indicador para avaliar o metabolismo oxidativo do
doente. O VO;max € a diferencga entre o débito cardiaco maximo e o oxigénio sistémico
arteriovenoso maximo (traduzird a capacidade do mdsculo em obter oxigénio). Nos

doentes com alteragdes da OXPHOS (Haller et al, 1989; 1991) as respostas tipicas so:

1. O aumento do débito cardiaco durante o exercicio ¢ maior que o normal
relativamente ao rendimento do metabolismo oxidativo.

2. A obtengéo de oxigénio por unidade de sangue permanece inalteravel quando
comparamos o estado de repouso e o0 maximo de exercicio, contrariamente ao
aumento de cerca de trés vezes verificado nos individuos normais. Hé, por
conseguinte, um desfasamento entre a quantidade de oxigénio transportada e
a sua utilizago.

3. A ventilagio ¢ normal em repouso mas aumenta excessivamente
relativamente & captagcdo do oxigénio. A hiperpneia durante o exercicio é
superior ao normal relativamente ao aumento da produgdo metabdlica.

4. Em repouso, ha wuma hiperlactacidémia moderada que aumenta
excessivamente apos o esforgo e o nivel de captagéo do oxigénio.

Este tipo de teste ndo é exequivel em criancas devido a falta de colaboragéo por

parte destas, sendo exclusivamente reservado aos adultos.

Espectroscopia de infravermelhos
A espectroscopia de infravermelhos ¢ uma técnica oOptica ndo invasiva que
permite avaliar o grau de desoxigenagdo da hemoglobina durante o exercicio nos

doentes com disfungfo mitocondrial (Bank ef al, 1994, 1998).

31p RMN muscular

Outra forma de estudar as alteragdes do metabolismo energético muscular €

g o s 31 :
através da espectroscopia da ressondncia magnética nuclear ("' P RMN), que avalia a
razdo entre a fosfocreatina (PCr) e o fésforo inorgénico (Pi) do musculo em repouso,

durante o exercicio e durante a recuperacdo do exercicio. Nos individuos normais ndo
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ha alteragdes significativas, enquanto que os doentes com miopatias mitocondriais

registam as seguintes alterages (Argov ef al, 1991; Taylor et al, 1994):

1)Em repouso, as razdes entre PCr/Pi e PCr/ATP séo menores do que o normal.

2)Durante o exercicio, a razdo entre PCr/Pi diminui mais que o normal mesmo
quando realizam menos esfor¢o que o normal.

3)Apos exercicio, a recuperagio das razdes PCr/Pi e PCr/ADP ¢ mais lenta do
que o normal.

Este estudo ¢ provavelmente o indicador mais sensivel de disfungéo

mitocondrial.

Espectroscopia da ressoniincia magnética nuclear cerebral

Na avaliagdo das encefalopatias mitocondriais, para além da tomografia
computorizada (TAC) e da ressondncia magnética nuclear (RMN) cerebral, a
espectroscopia da ressondncia magnética proténica pode fornecer informagdes
relativamente aos niveis e localizagdo de metabolitos cerebrais tais como o 4cido N-
acetil aspértico, creatina e fosfocreatina, compostos que contém colina e lactato (Cross

et al, 1993),

C. Estudos espectrofométricos e polarogrificos da OXPHOS

A observagdo de um estado de oxido-redugdio plasmaético anormal ou a de um
atingimento multissistémico, sugerem outros tipos de investigagdes: estudos
espectrofotométricos e enzimaticos ¢ eventualmente, estudos polarograficos da
OXPHOS. Os estudos espectrofotométricos consistem na determinagdo da actividade
enzimatica dos complexos da CRM quer individualmente quer por grupos, usando
dadores e aceitadores de electrdes especificos. Dado que ndo ¢ necessario isolar as
mitocondrias para este estudo, a quantidade de material biolégico exigido ¢ menor (30-
50mg). E, no entanto, indispensdvel que as amostras apés a colheita sejam
imediatamente congeladas a menos 80°C ou mantidas em azoto liquido até serem
analisadas.

Os estudos polarogréficos permitem medir o consumo de oxigénio em frac¢des
tecidulares (cerca de 500mg) ricas em mitocdndrias, utilizando um eléctrodo de Clark
(Estabrook et al, 1967), em presenga de diferentes substratos oxidativos (malato e

piruvato, malato e glutamato, succinato, palmitato). Estes estudos polarograficos
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detectam nfo sé as doengas da OXPHOS mas também deficiéncias da PDH, ciclo de
Krebs e todas as situagdes em que existe uma diminuigfo dos equivalentes reduzidos na
mitocdndria (Munnich et al, 1996). A miniaturizagdo destas técnicas permite obter
preparagdes enriquecidas em mitocondrias a partir de pequenas bidpsias musculares
(100-200 mg de musculo biopsado sob anestesia local) (Rustin ef al, 1994). E
igualmente possivel efectuar este tipo de estudo sobre linfocitos circulantes ou sobre
células em cultura (linha linfoblastdide, fibroblastos) permeabilizadas por um
detergente (Bourgeron et al, 1992).

Estes estudos s6 podem ser efectuados sobre material fresco.

D. Tecidos a estudar

A priori, o tecido a estudar devera ser o clinicamente atingido. Assim, perante
uma miopatia faz-se uma bidpsia de musculo, perante uma hepatopatia uma bidpsia de
figado, aquando de uma pancitopenia estudariamos os linfocitos e assim por diante. E,
porém, de realcar que os défices da CRM tém frequentemente uma apresenta¢io
multivisceral, particularmente nas criangas (Munnich et al, 1992).

Se, no entanto, os orgdos atingidos sdo de dificil acesso (cérebro, retina, sistema
enddcrino), as investigagdes recorrem aos tecidos periféricos (musculo, linfocitos e
fibroblastos).

Sob o ponto de vista morfolégico e bioquimico o musculo constitui o tecido
ideal para se proceder ao estudo dos efeitos patogénicos das mutagdes existentes ao
nivel do mtDNA, devido ao seu elevado nimero de mitocondrias, & sua maior facilidade
de obtengdo, e ao facto de vérias alteragBes genéticas s6 serem detectaveis neste tecido

pelo seu baixo poder de renovagdo.

Estudo da CRM nos linfécitos circulantes

Varios laboratérios utilizam os linfécitos circulantes para uma investigagdo
preliminar do funcionamento da CRM. Nesse caso, procede-se ao isolamento de
linfécitos a partir de 10mL de sangue heparinizado e efectua-se o estudo das actividades

dos diferentes complexos da CRM.

2.3. Histologia associada a défice da OXPHOS

O estudo histopatolégico da bidpsia de musculo, quando realizado com as
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técnicas utilizadas por rotina na neuropatologia (fixagdo em soluto de formol e inclusdo
em parafina) nfo permite fazer o diagnostico das doengas mitocondriais, dado que quase
sempre 0 musculo apresenta morfologia normal ou evidencia alteragdes néo especificas,
nomeadamente a presenga de fibras atrofiadas. Pelo contrario, o estudo de cortes de
criostato de fragmentos congelados & temperatura do azoto liquido e a observagio de
cortes ultrafinos em microscopia electrénica permite identificar alteragSes mais
especificas nas fibras musculares.

Nos cortes de criostato corados pela hematoxilina-eosina (H-E) &
frequentemente possivel localizar fibras musculares que apresentam 4reas de
sarcoplasma, geralmente subsarcolémicas, de coloragéio basofila. Quando coradas pelo
meétodo tricrémico de Gomori modificado (Engel e Cunningham, 1963) coram de
vermelho, destacando-se da coloragdio verde normal do sarcoplasma e estando muitas
vezes associadas a dreas vacuolizadas, quer subsarcolémicas, quer atravessando como
fendas o sarcoplasma: sdo estas as tipicas RRFs (Figura I-8).

Noutros casos com lesdes menos evidentes, estas areas, de coloragdo baséfila na
H-E e vermelhas no tricrémico de Gomori modificado, sdo mais discretas, apenas de
localizagdo subsarcolémica, mas ocorrendo frequentemente nas fibras musculares. Estas
alteragdes devem ser encaradas com prudéncia, dado que o mesmo aspecto pode
corresponder a reorganizagfio da estrutura das fibras, secunddarias a outras patologias
ndo mitocondriais de etiologia bem definida, como a distrofia de Duchenne, a distrofia
muscular miotonica, a polimiosite, a dermatomiosite e algumas glicogenoses (DiMauro
et al, 1992).

O estudo histoenzimatico da desidrogenase succinica (SDH) dos cortes de
criostato (Figura I-8), permite por em evidéncia a hiperactividade desta enzima
mitocondrial nas mesmas dreas basofilas ja referidas, provando que elas so devidas a
grandes acumulagdes de mitocondrias (DiMauro ef al, 1993).

A técnica de evidenciagfo histoenzimatica da citocromo ¢ oxidase (COX), uma
outra enzima mitocondrial, que cora de castanho escuro ou castanho alaranjado as fibras
do tipo I (altamente oxidativas) e de castanho claro as fibras do tipo II (glicoliticas)
permite verificar que, em grande parte das doengas mitocondriais, muitas das fibras

(normalmente tipo I) sdo COX negativas (DiMauro et Bonilla, 1997).
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Figura 1-8 Corte histolégico transversal de musculo de dois doentes, corado com a
hematoxilina-eosina (A), com o tricrémio de Gomori modificado (B), com a desidrogenase
succinica (SDH) (C) e citocromo ¢ oxidase (COX) (D) (x 215). Com a microscopia electronica
pode-se observar as inclusdes paracristalinas e as electrodensas (E) (M.E. x 10.000), as
goticulas lipidicas e os depdsitos de glicogénio (E e F) (M.E. x 50.000 em F).
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Uma coloragdo semelhante pode ser utilizada para evidenciar a actividade da

ATPase mitocondrial (Rowland e al, 1983), embora ndo seja utilizada por rotina.

Inicialmente a microscopia electrénica teve um papel muito importante no
reconhecimento ¢ no diagnostico deste tipo de doengas, permitindo observar as
acumulagdes focais de mitocondrias nas fibras e possibilitando a analise quer das suas
dimensdes quer da sua ultraestrutura. Nas mitocdndrias isoladas ou em grupos permitiu
verificar que apresentavam por vezes formas anormais, grande volume e alteragdes da
ultraestrutura da sua matriz (inclusdes electrodensas, paracristalinas ou esféricas, cristas
concéntricas e vacuolizagdes). Permitiu também observar que, associadas a estas
acumulagdes de mitocOndrias, existiam entre elas aglomerados de gréos de glicogénio e
goticulas lipidicas (Figura I-8).

Actualmente a microscopia electrénica é pouco utilizada no diagndstico de

rotina, estando reservada a casos problema.

Para além das técnicas histoenzimaticas, podem também ser usadas técnicas de
imunohistoquimica para detecgdo de polipeptideos especificos, como por exemplo
subunidades da CRM codificadas pelo mtDNA, como NDI ou COXII, ou pelo nDNA
como a COXIV.

Em muitas condi¢des de “stress metabdlico” nomeadamente febre, hipoxia ou
andxia, acidose e toxémia, as mitocondrias podem aumentar significativamente de

volume e provocar a lise da célula.

3. Mutagdes associadas 3 OXPHOS

As doengas mitocondriais constituem uma das 4reas da medicina molecular mais
investigadas nos wltimos anos. A aplicagdo das técnicas de biologia molecular ao estudo
genético destas doengas permitiu a caracterizacdio de mais de 50 mutagdes pontuais e de
uma centena de dele¢des e duplicagdes do mtDNA. Um vasto leque de apresentagdes
clinicas, desde oftalmoplegias isoladas a encefalopatias graves, estdo associadas a

diferentes mutagdes.
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3.1 Doengas associadas a muta¢des pontuais do mtDNA de transmissdo materna

Neuropatia 6ptica hereditaria de Leber

A neuropatia optica hereditaria de Leber (LHON) descrita pela primeira vez por
Nikoskelainen em 1987, como doenga de hereditariedade materna, ¢ uma forma de
cegueira por atrofia 6ptica, com inicio na segunda ou terceira décadas de vida, que
afecta predominantemente o sexo masculino. A perda de visdo comega pelo campo
visual central de um dos olhos, extendendo-se ao outro semanas ou meses mais tarde.
Alguns doentes conseguem recuperar a visdo, facto que depende da mutagio do mtDNA
que lhe esta associada, (Wallace et a/,1988; Norby, 1991; Moraes et al, 1993). Tanto os
doentes como os portadores assintomaticos apresentam frequentemente telangiectasias
peripapilares. Apesar de se tratar predominantemente de uma doenga ocular, em alguns
casos sdo detectdveis no musculo alteragBes cinéticas da actividade enzimatica do
complexo I CRM (Carelli et al, 1998). Estes doentes ndo apresentam nos estudos

histolégicos as tipicas RRFs.

A LHON foi a primeira doenga mitocondrial a ser caracterizada do ponto de
vista molecular. Em 1988, Wallace e colaboradores, ao estudarem arvores genealdgicas
de LHON, descobriram a substitui¢do de uma base guanina (G) por uma adenina (A) no
coddo 340 (nt-11778) do gene ND4 do complexo I, sendo esta considerada a mutagéo
responsavel pela doenga. Desde entdo, tém sido encontradas outras mutagdes afectando
genes que codificam polipeptideos dos complexos I, IIT e IV da CRM. Algumas foram
classificadas como mutagdes primdrias: tém maior frequéncia e estdo fortemente
associadas ao fendtipo da LHON. O outro grupo compreende as mutagdes secundarias
que poderdo interactuar e agir sinergeticamente para produzir este fenotipo. Este
modelo de mutagdes interactivas podera ajudar a explicar alguma da variabilidade da
expressdo genética das doengas mitocondriais. Até ao momento, foram associadas a este
fenotipo cerca de 17 mutagdes pontuais diferentes, sendo as G11778A, G3460A,

T14484C e G15257A as mais frequentes e consideradas primérias.

A maior incidéncia de LHON nos individuos do sexo masculino ¢ ainda uma
questdio controversa, podendo eventualmente ser atribuida a um /ocus no cromossoma X

que interactua com o0 mtDNA mutado do LHON.
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Epilepsia mioclénica com fibras rotas e vermelhas

A epilepsia mioclénica com fibras rotas e vermelhas (MERRF) caracteriza-se
por mioclonias, convulsdes generalizadas, ataxia cerebelosa e miopatia mitocondrial
com RRFs (Fukuhara et al, 1980; Hirano er al, 1996; DiMauro et al, 1997). Os
primeiros sintomas surgem habitualmente na infincia, mas também estd descrito o seu
aparecimento na idade adulta. Os doentes podem ter uma evolugfo lentamente
progressiva ou rapidamente fatal. Outras apresentagdes clinicas incluem: deméncia,
neuropatia, atrofia optica, baixa estatura e perda de audigdo (Silvestri et al, 1993;
Lombes er al, 1989; Ohtsuka er a/, 1993). Quando presentes, os lipomas multiplos sdo
bastante caracteristicos deste sindrome.

As historias familiares sdo consistentes com hereditariedade materna, embora
alguns dos membros com mutagdes do mtDNA associadas a0 MERRF possam ser
assintomaticos ou oligossintomaticos.

No estudo histolégico da bidpsia muscular encontram-se RRFs. Muitas das
fibras musculares, incluindo as RRFs, sdo COX negativas.

Ao nivel molecular, verifica-se que grande parte dos doentes com MERRF
apresentam mutagSes heteroplasmicas afectando os nucleotideos, nt-8344 (Shoffner ef
al, 1990) e mais raramente nt-8356, no gene mitocondrial que codifica para o RNA de
transferéncia da lisina (tRNA""). Outras localizagdes estdo também descritas em casos
isolados. A mutagfo do nt-8344 j4 foi encontrada associada a outro fendtipo clinico, o
S. Leigh (Howell et al, 1996) .

Encefalomiopatia mitocondrial, acidose ldctica e acidentes vasculares cerebrais

O sindrome encefalomiopatia mitocondrial com acidose lactica e acidentes
vasculares cerebrais (MELAS) adquiriu a sua identidade com Pavlakis em 1984 através
do estudo de dois novos casos e de mais nove revistos da literatura, dando relevancia
aos aspectos clinicos e & hereditariedade materna. Caracteriza-se pelo aparecimento de
acidentes vasculares cerebrais em doentes jovens (antes dos 40 anos de idade),
encefalopatia, convulsdes ou deméncia e evidéncia de disfungfio mitocondrial com
acidose lactica ou RRFs (Goto et al, 1990, 1992; Degoul et al, 1991; Inui et al, 1991).
Sdo também frequentes, enxaquecas, vomitos, intolerdncia ao exercicio, hemiparésia
aguda, cegueira cortical e pequena estatura.

Os acidentes vasculares cerebrais constituem o aspecto principal de MELAS.
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Néo estd ainda esclarecida qual a sua etiologia, uma vez que a TAC e a RMN tém
mostrado que as lesdes cerebrais ndo tém uma localizagdo concordante com as artérias
cerebrais principais; através de técnicas de histoquimica para a SDH tem sido observada
acumulagéo de mitocdndrias nas paredes das pequenas artérias e capilares do musculo e
na pia mater. Estas anomalias ao nivel dos pequenos vasos podem contribuir para a
patogénese dos acidentes vasculares cerebrais no MELAS.

No estudo histolégico da bidpsia muscular encontram-se RRFs mas,
contrariamente ao que sucede com a maioria das outras doencas em que as RRFs estéo
presentes, muitas das fibras musculares, incluindo as RRFs, sdo COX positivas. Outro
aspecto importante do ponto de vista histoldgico do fendtipo MELAS séo os vasos
sanguineos fortemente SDH positivos.

A este tipo de encefalopatia estdo associadas varias mutagfes: a primeira,
presente em cerca de 80% dos casos, corresponde & substitui¢do de uma base A por G,
no nt-3243, do gene que codifica para 0 RNA de transferéncia da leucina na sintese
proteica mitocondrial - tRNA YR (Goto et al, 1990); a segunda mutagéo, presente
em cerca de 10% dos casos de MELAS, corresponde a substitui¢do de uma timina (T)
por uma citosina (C) no nt-3271 do mesmo gene (Goto ef al, 1992); uma terceira
mutagdo menos frequente, foi encontrada neste gene, correspondendo & substitui¢éo de
uma C por T no nt-3256 (Moraes et al, 1993). Em casos pontuais foram encontradas
mutagdes em genes que codificam para cadeias polipeptidicas dos complexo I e IV
(Degoul et al, 1991). Associadas a este fenétipo clinico foram ainda publicadas as
seguintes mutagdes: T3291C (Goto er al, 1994), T5814C (Manfredi et al, 1994),
T9957C (Manfredi et al, 1995) e G13513A (Santorelli ef al, 1997). A mutagéo T8356C
(Silvestri er al, 1992), normalmente associada ao MERRF, também pode estar presente
neste fendtipo clinico. Todas as mutagdes sdo heteropldsmicas e tém uma elevada

percentagem de mtDNAs mutados no musculo.

Oftalmoplegia externa progressiva de transmissiio materna

A oftalmoplegia externa progressiva (PEO) caracteriza-se pelo aparecimento na
infancia ou adolescéncia de fraqueza dos musculos extraoculares, com diplopia e ptose,
sendo frequentemente acompanhada de fraqueza dos membros (Harding et al, 1994;
Munnich et al, 1992). Doentes tipicos de MELAS ou MERRF podem apresentar, ainda

que raramente, oftalmoplegia externa progressiva, que pode também aparecer no
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sindrome de Kearns-Sayre (patologia multissistémica tipicamente esporadica)
(Vilarinho ef al, 1998). No estudo histoldgico da biépsia muscular encontram-se RRFs.
Algumas das fibras musculares podem ser COX positivas (como no MELAS), mas hé
também um niimero significativo de fibras COX negativas.

Cerca de 20% dos doentes com PEO tém uma histéria familiar positiva
consistente com hereditariedade materna (Moraes ef al, 1989). Do ponto de vista
molecular apresentam mutagdes pontuais em vérios tRNAs (tRNAMUVUR (RNATE ¢

tRNAA),

Sindrome de Leigh de transmissdo materna (MILS); neuropatia, ataxia e retinite
pigmentar (NARP)

O sindrome de Leigh de transmissdo materna (MILS) e a neuropatia, ataxia e
retinite pigmentar (NARP) caracterizam-se por atraso de desenvolvimento, demeéncia,
degenerescéncia pigmentar da retina, convulsdes, ataxia, fraqueza muscular proximal
neurogenica e neuropatia sensitiva (Wallace ef al, 1992).

O NARP manifesta-se em adultos jovens com uma grande heterogeneidade
fenotipica e cursa com uma evolugfio lenta. A acidose lactica nem sempre estd presente
e ndo existem RRFs, no entanto a microscopia electrénica revelou em algumas situagdes
pequenos agregados de mitocondrias subsarcolémicos e, ocasionalmente, cristas
mitocondriais anormais. As fibras musculares sio COX-positivas. A nivel molecular
verifica-se que o NARP estd associado a duas mutagdes pontuais diferentes que afectam
o mesmo nucleotideo (nt-8993), no gene que codifica para a subunidade 6 do complexo
V (ATPase 6). A mutagdo mais comum corresponde a substitui¢do de uma base timina
por uma guanina (T8993G) (Holt et al, 1990) e a outra a substitui¢do da timina por
citosina (T8993C) (deVries ef al, 1993). Quando a propor¢do da mutagdo T—G no nt-
8993 ¢ muito alta (superior a 90%), o fendtipo clinico deixa de ser NARP passando a
ser o de uma encefalopatia fatal - sindrome de Leigh de transmissiio materna (MILS).

O sindrome de Leigh (SL) (Tatuch er al, 1991; Santorelli et al, 1993; Ciafaloni
et al, 1993; Santorelli et al, 1994) é uma doenga multissistémica de aparecimento no
primeiro ano de vida. Os doentes com MILS apresentam em 40% dos casos retinite
pigmentar e tém uma manifesta¢o clinica mais precoce com deterioragdo neurolégica
mais rapida do que os doentes com outros défices enzimaticos mitocondriais de

transmissdo provavelmente autossomica recessiva ou recessiva ligada ao cromossoma
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X, que também tém sido associados ao SL: piruvato desidrogenase (PDH), citocromo ¢
oxidase (COX ou complexo IV da CRM), NADH-coenzima Q oxido-redutase
(complexo I da CRM). Todas as altera¢Ges reflectem uma disfungdo mitocondrial, nem

sempre confinada a CRM.

Diabetes e surdez

Um elevado nimero de doentes com muta¢Ses mitocondriais manifestam
sintomas de diabetes mellitus do tipo II com inicio relativamente precoce. Tém sido
descritos casos de diabetes de transmissfo materna, frequentemente associados a
situagdes de surdez. Nestes casos, as RRFs estdo presentes podendo haver uma mistura
de fibras COX positivas e COX negativas.

Os casos de diabetes e surdez (DAD) tém na sua origem muta¢des pontuais em
genes codificantes para varios tRNAs (apresentando com alguma frequéncia a mutagéo
mais comum do MELAS). Foram igualmente descritas, familias com duplica¢des do
mtDNA, assim como com a mutagio T14709C (Hanna ef al, 1995).

A surdez mitocondrial pode fazer parte dos sintomas das doencas
multissistémicas ou ser o Unico sintoma. A surdez isolada de transmissdo materna, ¢é
causada por mutag¢des em dois genes mitocondriais: a substituigdo homoplasmica A em
G na posi¢do 1555 do gene rRNA 12S e a substituicdo heteroplasmica T em C no
nucleétido 7445 do gene tRNAS™N  Ambas as mutagdes sio de penetrancia baixa,
sugerindo que outros factores genéticos e/ou ambientais possam ter um papel
importante na progressdo da doenga. Por exemplo a mutagdo A1555G € considerada
uma mutagdo de "predisposi¢do”, uma vez que, a surdez surge apos tratamento néo

téxico com o antibiético aminoglicosideo (Prezant ef al, 1993; Hutchin et al, 1993).

Outras patologias
Mutacdes pontuais em varios tRNAs tém sido identificadas em miopatias
isoladas, cardiomiopatias, doengas multissistémicas com cardiopatia, surdez

neurosensorial e défice fatal da CRM (Garcia Silva et al, 1989; Silvestri et al, 1994).
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3.2 Doengas associadas a alterac¢des espontineas do mtDNA

Algumas alteragdes do mtDNA surgem espontaneamente sem que haja uma
componente genética envolvida: estas mutagdes ndo se encontram nos progenitores nem
na descendéncia dos probandos. S&o muta¢des de natureza esporadica e incluem as
delegbes simples de grandes dimensdes e eventualmente as duplicagdes do mtDNA
(estas estdo frequentemente associadas a delegSes e a uma hereditariedade materna).
Encontram-se descritas mais de uma centena de delegdes e vérias duplicagdes, no
entanto, cerca de um tergo dos doentes exibem a mesma (Schon er al, 1989) por isso
denominada "dele¢do comum”, correspondendo & subtracgdo de 4977 pares de bases do

mtDNA entre o gene da ATPase 8 e o da ND5.

Sindrome de Kearns-Sayre esporadico

O sindrome de Kearns-Sayre (KSS), descrito em 1958 por Kearns e Sayre, um
oftalmologista e um patologista, ¢ uma doenga esporadica que se define pela associago
de PEO com retinite pigmentar antes dos 20 anos e de pelo menos uma dos seguintes
situagdes: bloqueio da condugdio cardiaca, sindrome cerebeloso, ou proteinorraquia
superior a 100 mg/dL. Os doentes podem ainda apresentar insuficiéncia renal, alteragdes
endécrinas (nomeadamente hipoparatiroidismo e diabetes mellitus), perda auditiva e
fraqueza proximal dos membros (Moraes ef al, 1991; Herzberg et al, 1993). Usualmente
o bloqueio cardiaco ¢ resolvido através da colocagdo de um pacemaker, embora a
esperanca de vida destes doentes ndo ultrapasse a segunda década.

As RRFs estdo normalmente presentes, sendo COX negativas. Em doentes com
KSS foram encontradas grandes dele¢des que aparecem espontaneamente nas fases
iniciais da oogénese ou da embriogénese (Zeviani et al, 1988; Moraes er al, 1989) e
duplicagdes (Poulton et al, 1995) do mtDNA.

PEO esporadica

As delegdes e duplicagdes (Schon et al, 1992; Bernes et al 1993), encontram-se
ndo s6 no KSS mas também associadas a um fenétipo menos grave, a PEO esporadica,
que se apresenta com paralisia dos movimentos oculares e ptose, por vezes combinada
com fraqueza proximal dos membros néo sendo os restantes Orglios afectados. As RRFs

estdo normalmente presentes e sdo COX negativas (Moraes ef al, 1991).
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Sindrome de Pearson

O sindrome de Pearson (Rétig et al, 1989; Blaw et al, 1990; Baerlocher et al,
1990; Bernes ef al, 1993) é uma doencga hematologica rara, com inicio no primeiro ano
de vida, que cursa com anemia siderobléstica, pancitopenia e insuficiéncia do pancreas
exdcrino. Mesmo apds repetidas transfusées de sangue, a maioria dos doentes n#o
sobrevive muito tempo. Alguns doentes com sindrome de Pearson evoluem mais tarde
para um fenétipo de KSS. Sob o ponto de vista molecular, caracteriza-se pela presenca
de uma delegdo simples, numa quantidade superior a 80% do mtDNA total no sangue

periférico.

3.3 Doencgas associadas a rearranjos no mtDNA de transmissio materna

Apesar da maioria dos "rearranjos" do mtDNA surgirem espontaneancamente,
hé situagdes em que a mée com PEO ou KSS e dele¢des no mtDNA pode transmitir o
DNA mutado a descendéncia (Poulton ef al, 1991). Duplicagdes do mtDNA de
transmissdo materna foram também encontradas associadas a manifestagGes cerebrais,

renais e insuficiéncias enddcrinas.

3.4 Doencas associadas a alterag¢des do mtDNA de transmissio mendeliana

A PEO de transmissdo autossomica dominante foi o primeiro defeito de
comunicagfo intergendmica a ser descrito (Zeviani et al, 1989) e quase invariavelmente
associado a delegdes miultiplas no DNA muscular, detectaveis pela andlise de Southern
blot . A PEO de transmissdo autossomica recessiva também estd associada a delegdes
multiplas (Carrozo et al, 1998). Estas duas formas de PEO podem apresentar-se como

miopatias puras, especialmente a PEO autossémica recessiva, embora em casos raros.

PEO de transmissio autossémica dominante e recessiva

As PEO de transmissdo autossémica dominante tém uma apresentacdo clinica
idéntica as PEOs de transmissdo materna e esporddica. Por vezes, ainda incluem surdez,
tremor, cataratas e doencas psiquiatricas (DiMauro ef al, 1999") Nas biopsias

musculares encontram-se RRFs que s8o COX negativas.

Os membros das familias afectadas possuem nas fibras musculares grandes
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quantidades de diferentes tipos de delegdes (delegdes multiplas) do mtDNA que
aparentementemente se formaram nos primoérdios da vida do individuo (Servidei et al,
1991). Tem sido demonstrada uma grande heterogeneidade na transmissdo das delegdes
multiplas. Num fenétipo clinico de PEO, Suomalainen et al/, em 1995, publicaram o
primeiro /ocus autossémico no cromossoma 10923.3-q24.3 que predispde o mtDNA
para dele¢des multiplas. No ano seguinte, um segundo /ocus, no cromossoma 3p14.1-
21.2, foi publicado (Kaukonen et al, 1996), tendo-se demonstrado que estas dele¢des
aumentam com a idade. Recentemente, um terceiro locus foi identificado no
cromossoma 4p (Kaukonen ef al, 1999).

As PEO de transmiss@o autossomica recessiva fazem parte de dois sindromes
distintos, um que se caracteriza por miopatia e cardiomiopatia severa (Bohlega er al,

1996) e outro o MNGIE (Bardosi et al, 1987; Hirano ef al, 1994),

Encefalomiopatia neurogastrointestinal mitocondrial

A encefalomiopatia neurogastrointestinal mitocondrial (MNGIE) é uma doenga
multissistémica que tem inicio entre a segunda e a quinta décadas de vida e que se
apresenta com ptose, PEO, disfungdio gastrointestinal grave, habitus longilineo,
neuropatia periférica, miopatia, leucodistrofia e acidose lactica.

O primeiro doente foi descrito por Okamura ef a/, 1976 como uma "miopatia
oculoesquelética com mitocOndrias anormais no musculo e figado". A designagdo e o
sindrome foram introduzidos em 1987 por Bardosi ef al, e desde entdo mais de 35
doentes foram jd descritos com diferentes siglas como POLIP (polineuropatia,
oftalmoplegia, leucoencefalopatia e pseudo-obstrugao intestinal), OGIMD (distrofia
muscular  oculogastrointestinal) e MEPOP (encefalomiopatia mitocondrial com
polineuropatia, oftalmoplegia e pseudo-obstrugéo).

Hirano et al, em 1994 propuseram uma ligeira modificagdo ao nome desta
doenga substituindo mio por mitocondrial para demonstrar o envolvimento mitocondrial
que encontraram em cerca de metade dos doentes estudados. Através da andlise de
linkage em familias com MNGIE, o locus desta doenga autossémica recessiva foi
localizado no cromossoma 22q13.32-qter (Hirano et al, 1998). Mais recentemente, foi
identificado o gene que codifica a enzima timidina fosforilase (TP; EC 24.2.4),
(Nishino et al, 1999) e varias mutagdes ja foram caracterizadas. A referida enzima

cataliza a fosforilagio da timidina que parece ter um papel importante no metabolismo
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nucleosidico regulando a disponibilidade da timidina para a sintese de DNA. O
mecanismo patogénico da MNGIE pode estar relacionado com o metabolismo anormal
da timidina, levando a alteragfo da replicagdo ou da manutengfio do mtDNA.

Em cerca de metade dos doentes, a andlise de Southern-blot ou long-template

PCR evidencia delegdes multiplas ou deple¢do do mtDNA.

Deplecio infantil fatal de mtDNA

Um outro tipo de patologia mitocondrial de transmissdo mendeliana estd
associado a diminui¢dio da quantidade de mtDNA num determinado tecido ou orgdo
(Moraes et al, 1991). Nestes casos de deplegio, os tecidos afectados exibem défice da
CRM, proliferagdo mitocondrial maci¢a e diminuigdo da quantidade de mtDNA
presente. Nos tecidos ndo afectados podem n#o ser detectdveis alteragdes bioquimicas
nem genéticas. Clinicamente, apresentam-se como miopatias, ou encefalomiopatias
podendo outras caracteristicas estar associadas como o sindrome de Fanconi, faléncia
hepética ou cardiaca e acidose lactica (Moraes et al, 1991; Tritschler et al, 1992;
Figarella-Branger et al, 1992; Macmillan et al, 1996).

Estdo descritas duas formas de apresentagdo, uma precoce e outra tardia. Na
primeira, os sintomas surgem na altura do nascimento e a morte ocorre no primeiro ano
de vida. Nestes casos o grau de deplegfo ¢ grave, podendo atingir 98% da quantidade de
mtDNA normal, mas estd limitado a um ou dois tipos de tecido, por exemplo musculo
isoladamente (Poulton et al, 1995), figado isoladamente (Ducluzeau et al, 1999), ou
musculo e rim conjuntamente.

Na forma de apresentagfo tardia, os sintomas aparecem por volta do primeiro
ano de vida e séo apenas musculares.

Se a deple¢do que atinge o musculo é uniforme, isto é, se todas as fibras
musculares estdo afectadas, a actividade da COX néo é detectavel e além disso existira

muito pouco ou mesmo nenhum mtDNA imuno-reactivo.
3.5 Doengas mitocondriais associadas a mutacdes do nDNA de transmissio mendeliana

Miopatia infantil por défice em citocromo c oxidase
Existem duas formas da doeng¢a, uma fatal e outra reversivel ou benigna. Quer na
forma fatal, quer nas primeiras fases da forma reversivel, a actividade da COX no

musculo ndo ¢ detectavel e estdio presentes RRFs, podendo efectuar-se o diagndstico
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diferencial destas duas situagdes por imunocitoquimica das biépsias musculares.

Na forma fatal, a doenga manifesta-se no periodo neonatal com hipotonia,
problemas respiratorios e acidose lactica. A insuficiéncia respiratoria e morte surgem no
decurso primeiro ano de vida. A transmissdo é, aparentemente, autossémica recessiva.

A forma benigna tem uma apresentagdo clinica neonatal indistinguivel da forma
fatal. Contudo, se for controlada, tende a apresentar melhorias espontineas com
evolugdo para a normalidade. Esta recuperagio é acompanhada pelo aparecimento

gradual de actividade da COX no musculo.

Sindrome de Leigh

Como referido anteriormente, o SL pode ter diferentes etiologias (DiMauro et al,
1999"). A primeira mutagdo nuclear descrita, num gene que codifica a CRM, foi
identificada em dois irmdos na subunidade succinato desidrogenase do complexo 11, na
flavoproteina (Fp) (Bourgeron et al, 1995). O gene da subunidade Fp esta duplicado no
genoma humano (3q29; 5p15), mas somente o gene localizado no cromossoma 5 se
expressa nas células hibridas somaticas. A mutagio C1684T, que provoca a substituigio
Arg544Trp num local altamente conservado da proteina, foi detectada em homozigotia.

Outra muta¢do, uma duplicagdo de 5pb, foi recentemente identificada na
subunidade 18-KD (AQDQ) do complexo I (van den Heuvel et al, 1998) num doente
com SL. Este gene foi mapeado no cromossoma 5 e a duplicagdo, localizada na posigdo
466-470 (AAGTC), provoca uma alteragdo no local de fosforilagdo (Papa ef al, 1996).

Posteriormente, mais cinco mutag¢des associadas ao SL foram identificadas nos
genes nucleares que codificam as subunidades do complexo I (Triepels ef al, 1999;
Loeffen et al, 1998 e Schuelke et al, 1999).

Fenocépias mitocondriais

Ha um grupo de doengas tipicamente ndo relacionadas com uma disfungio
mitocondrial em geral, associadas a mutagdes especificas dos genes nucleares, que sio
exemplos de "fenocépias mitocondriais": incluem o sindrome de Lowe (Moraes et al,
1991°), o sindrome de Barth (Goto ef al, 1990°) e o sindrome de Wolfram (R&tig et al,
1992). Nos trés sindromes foram identificadas delegdes simples do mtDNA. Outros

casos, como o sindrome de Usher, foi descrito em alguns doentes com a mutagio NARP
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(Uziel et al, 1997). Outras doengas neurologicas como a esclerose multipla, podem ser

simuladas por muta¢des pontuais causadoras da doenga de Leber.

Sindrome de Wolfram

Nos doentes com sindrome de Wolfram (DIDMOAD - Diabetes Insipida,
Diabetes Mellitus, atrofia 6ptica, surdez forma mitocondrial) foi igualmente identificado
um Jocus 4pl6 (Barrientos et al, 1996%) que pode provocar uma predisposi¢do a

delegdes. Foi identificada uma proteina mitocondrial denominada wolframina.

Doenga de Barth

A doenga de Barth caracterizada clinicamente por cardiomiopatia hipertréfica
apresenta alteragdes a nivel estrutural da mitocéndria. O gene responsavel por esta
doenga esta localizado no cromossoma X (Bolhuis ef al, 1991). Foi identificada uma

proteina mitocondrial denominada topomina.

Ataxia de Friedreich

E uma ataxia relativamente comum (1/50.000 nados vivos), caracterizada por
um desequilibrio progressivo e auséncia de reflexos nos membros inferiores (Geoffroy
et al, 1976; Harding 1981).

O gene associado a esta doenga foi mapeado em 9q13 (Chamberlain ef al, 1996)
e codifica uma proteina com 210 aminoacidos, denominada frataxina. A ataxia de
Friedreich ¢ devida, em 98% dos casos, a expansdes do tripleto GAA no primeiro intrdo
deste gene.

A cardiomiopatia hipertréfica estad presente na maioria destes doentes e no
musculo cardiaco tem sido referido um aumento do teor de ferro (Sanchez-Casis et al,
1997). Vérios estudos sugerem que a frataxina tem um papel importante na regulagdo
do transporte do ferro mitocondrial (Babcock et al, 1997; Foury et al, 1997).
Recentemente foram publicados dois casos com esta doenga (Rétig ef al, 1997) que
confirmam, em biépsias do miocardio, a actividade enzimitica deficiente das
subunidades dos complexos I, II e IIl da CRM que contém o cluster ferro-enxofre (Fe-
S), bem como da aconitase que € uma proteina Fe-S envolvida na homeostase do ferro.

A ataxia de Friedreich deve ser considerada como uma doenga mitocondrial
codificada pelo nDNA, em virtude da localizagdo por microscopia de fluorescéncia da

frataxina nas mitocondrias humanas (Koutnitkova et al, 1997) e dado que as mutagdes
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da frataxina causam défices da aconitase e dos complexos enzimaticos (Fe-S
dependentes) da CRM. Provavelmente esta doenca é desencadeada pelo stress oxidativo

devido a acumulagéo de ferro na matriz mitocondrial.

Paraplegia espastica familiar

Uma forma recessiva de paraplegia espastica familiar é devida a mutagdo na
paraplegina que ¢ uma metalo-protease mitocondrial codificada pelo nDNA (Casari et
al, 1998).

3.6 Mutacgdes adquiridas do mtDNA

Vérios autores postularam que com a idade, poderdo surgir grande quantidade de
mutagdes espontdneas no mtDNA, o que combinado com a baixa capacidade de
reparagdo, contribui para o aumento de muta¢des no mtDNA. Este facto levard a uma
disfungdo da OXPHOS e aumento de produgdo de radicais livres de oxigénio, que por
sua vez, conduzirdo a “mutagénese” do mtDNA, estabelecendo-se assim um ciclo
Vicioso.

A terapia com zidovudine ou azotimidina (AZT) nos doentes infectados com
HIV pode também provocar uma miopatia mitocondrial devido a deplegdo do mtDNA
resultante da inibi¢@o da y-polimerase do mtDNA (Dalakas er al, 1990) e consequente
inibi¢do da replicagdo do mtDNA (Mhiri et al, 1991). Nestes casos hd regressdo da

deplegdio ap6s o tratamento ser descontinuado.
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Nota final

As mitocOndrias sdo organelos impares formados por uma acgdo concertada de
dois genomas, o nuclear e o mitocondrial, 0 que as torna tunicas do ponto de vista
genético. As citopatias mitocondriais constituem um grupo de doengas com um largo
espectro de sintomas e sinais, devidas ao anormal funcionamento metabdlico da
mitocdndria, em larga escala atribuidos a alteragdes do mtDNA.

A necessidade de esclarecer bioquimica e geneticamente estas situagdes levou-
nos ao implemento da metodologia necessaria a um diagndstico preciso destas
patologias. Assim, considerando que os défices da CRM apresentam uma grande
variabilidade na expressfo fenotipica, neste trabalho partimos da andlise dos fenétipos
bioquimicos para a caracterizagdo dos gendtipos associados. No entanto, hd uma
dificuldade evidente na correlagéio do gendtipo/fendtipo dado que um genétipo pode

estar associado a varios fenétipos, e varios gendtipos ao mesmo fenétipo.

O principal objectivo deste projecto foi desenvolver um protocolo de
investigagio de défices da CRM na populagdo portuguesa e caracterizar sob o ponto de
vista histopatolégico, metabdlico e genético os doentes clinicamente suspeitos. Este
facto revelou-se importante na medida em que os défices da CRM constituiam um
grupo de doengas pouco estudadas no nosso pais. Os resultados obtidos permitiram
ainda fornecer dados da populagio portuguesa, os quais contribuem para o

conhecimento desta patologia a nivel mundial.
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Objectivos deste trabalho.

Considerando que:

- As alteragbes da cadeia respiratéria mitocondrial (CRM) provocam uma
modifica¢do no estado de redox celular que se traduz por um aumento do nivel

sérico de lactato, sobretudo apés sobrecarga de glicose ou ap6s exercicio fisico;

- As deficiéncias da CRM e as mutagdes do mtDNA tém sido associadas a um

grande nimero de doengas com atingimento multissistémico;

- As deficiéncias da CRM sdo uma causa de morte neonatal, infantil e de

morbilidade no adulto;

- Cada vez com mais frequéncia somos confrontados com alteragdes metabdlicas

nas quais deve ser equacionada uma etiologia mitocondrial;

- 56 o diagnéstico preciso desta patologia permite uma adequada compreensdo da

evolugdo clinica da doenga;

- S6 a avaliagdo metabélica correcta permitira a confirmagéo do diagndstico e o
posterior aconselhamento genético, destacando-se a possibilidade de

hereditariedade materna;

- Uma abordagem multidisciplinar ¢ essencial para o conhecimento da realidade

portuguesa, no que se refere a incidéncia deste tipo de patologia;

Os principais objectivos deste trabalho foram:

i. Desenvolver um protocolo bioguimico-molecular que permitisse o diagndstico
de défices da CRM, no nosso Pais .
Procedeu-se para isso 4 montagem das técnicas necessdrias a determinagdo da
actividade enzimética dos complexos da CRM em musculo congelado (Anexo I) e &

pesquisa das mutagdes mais frequentes associadas a0 mtDNA.
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ii. Estudar retrospectiva e prospectivamente doentes com suspeita clinica e/ou
histolégica de défices da CRM.

Foram estudados 435 doentes clinicamente suspeitos. Em 24 casos (6%) tratou-
se de um estudo retrospectivo, referente a doentes cujo estudo histopatolégico da
bi6psia de musculo era sugestivo de citopatia mitocondrial. Os restantes 411 doentes
(94%) eram novos casos que foram investigados a partir da suspeita clinica.

O diagnéstico foi estabelecido em 102 doentes e s6 foi efectuado, na maioria dos
doentes, alguns anos apds as primeiras manifestagdes, dada a dificuldade da

confirmaco laboratorial destas situagdes.

iit. Efectuar estudos familiares para identificagdo de novos casos (assintomaticos,
oligossintomdticos e sintomdticos), estabelecimento do tipo de hereditariedade
associada e respectivo aconselhamento genético.

Na sequéncia do diagnostico molecular de 16 probandos com mutagdes pontuais,
foram estudados 32 membros da linha materna de oito destas familias, o que permitiu
diagnosticar mais 12 individuos portadores da mutagfio (sintomdticos, oligossintoma-
ticos ou assintomaticos). A investigagdo das restantes familias encontra-se em curso.
Em 18 doentes foi referida a existéncia de consanguinidade, o que pode sugerir um
padrdio de transmissdo hereditiria autossémica recessiva.

A histéria familiar dos 27 doentes com delegdes simples de grandes dimensdes
foi negativa, o que corrobora o aspecto esporddico da grande maioria destas mutagdes,

que ocorrem numa fase avangada da embriogénese.

iv. Pesquisar novas mutagdes no mtDNA, nos casos de RRFs e sem mutagdes mais

comuns associadas.
Nos casos em que o estudo miopatologico era sugestivo de alteragdes
mitocondriais foram sequenciados alguns dos 22 tRNAs do mtDNA, para pesquisa de

muta¢des novas ou menos frequentes. Foram encontrados 27 polimorfismos dos quais

oito ndo se encontravam descritos.

v. Avaliar os diferentes fendtipos clinicos associados & mesma mutagdo e/ou

diferentes mutagdes com fendtipo comum.
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Nem sempre foi possivel classificar os doentes segundo os sindromes
classicamente associados a doengas mitocondriais, s6 quando as queixas principais o
permitiram.

A mutagdo MELAS A3243G ilustra bem a larga variedade de fendtipos clinicos
que podem estar associados ao mesmo defeito genético, como sucede nas cinco familias
estudadas (6 probandos). Neste estudo houve ainda dois fen6tipos, o sindrome de Leigh

¢ a PEO que foram encontrados associados a varios gendtipos .

vi. Estabelecer as bases epidemioldgicas destas patologias no nosso pais.

Neste trabalho foram estudados 435 individuos, provenientes de hospitais de
todo o pais. Trata-se de uma amostra representativa para o estudo deste tipo de
patologia considerando, que abrange todos os grupos etérios (2 dias aos 82 anos) e a
diversidade da sintomatologia apresentada.

A andlise mutacional veio confirmar dados avangados por outros estudos
realizados até ao momento, com casuisticas semelhantes 4 nossa. As mutag¢des mais

prevalentes na s&o as j4 identificadas noutras populagdes.

Estes estudos assim como os respectivos resultados e conclusdes estdo descritos

nos capitulos seguintes.
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Selecgfio de doentes

1. Selec¢do dos doentes

1.1 Origem e periodo de estudo

O presente estudo incidiu sobre 435 individuos, provenientes dos Servigos de
Neurologia, Pediatria ¢ Neuropediatria e Unidades de Cuidados Intensivos de hospitais
de todo o Pais, que foram investigados durante um periodo de cinco anos (1995-1999),
ao longo dos quais o préprio conceito de "doengas da cadeia respiratéria mitocondrial”
foi também evoluindo. Por este facto, o diagnéstico de citopatia mitocondrial foi
frequentemente tardio, ap6s exclusfo de muitas outras patologias.

A qualidade da informagfio clinica disponivel ¢ muito varidvel, sendo na maioria
dos casos limitada ao resumo da justificagio do pedido de exame, feito por neurologistas
com diferentes graus de interesse neste grupo de doengas. A informag#o é mais completa,
incluindo idade de inicio da doenga, primeiras manifestagdes e um exame neuroldgico
mais detalhado, nos doentes investigados nos Servicos de Neurologia dos Hospitais Maria
Pia (HMP) e Geral de Santo Ant6nio (HGSA), do Porto.

1.2 Metodologia

1.2.1 Critérios de suspeita clinica

A selecgdo dos doentes com défices da cadeia respiratoria mitocondrial (CRM)
foi baseada nos dados clinicos, miopatoldgicos e bioquimicos (estado de oxidagdo-
reducdo da célula e défices enzimaticos dos diferentes complexos da CRM). Nio tendo
por base um estudo clinico sistematizado e sujeito a um protocolo de registo, pretendeu-se
neste capitulo inventariar as bases da suspeita clinica e tentar determinar quais os sintomas
e sinais (ou seus agrupamentos) mais fidveis em termos diagnésticos. Na histéria familiar
foi sempre avaliada a possibilidade de uma hereditariedade materna associada.

Em 24 dos casos (6%), tratou-se de um estudo retrospectivo, referente a doentes
cujo estudo histopatologico da bidpsia de musculo era suspeito de citopatia mitocondrial

e dos quais se dispunha de material que se encontrava acondicionado a menos 80°C na
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Unidade de Neuropatologia do HGSA. Os restantes 411 doentes (94%) foram novos

casos investigados a partir da suspeita clinica.

Caracteristicas da populagio estudada

Idade: ndo foi possivel, por falta de informag@o, estudar a variagdo da idade de
inicio da sintomatologia. Os 435 doentes investigados apresentavam no momento da
biépsia muscular idades compreendidas entre 2 dias e 82 anos. A distribuigéo etaria
encontra-se representada na Figura 1-1: 25 (5,7%) recém-nascidos, 55 (12,6%) com
idades compreendidas entre 1 més e 1 ano, 89 (20,5%) com idades compreendidas entre
1 e 5 anos, 122 (28,1%) com idades compreendidas entre 5 ¢ 18 anos, 71 (16,3%) com
idades compreendidas entre os 18 anos e 40 anos e 73 (16,8%) com idades superiores a
40 anos. Trata-se portanto de uma amostra representativa para o estudo deste tipo de
patologia, considerando que abrange todos os grupos etarios e também a diversidade de

sintomatologia apresentada.
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Figura 1-1 Distribuigo etéria dos 435 doentes suspeitos de citopatia mitocondrial investigados.

Histéria familiar: em oito doentes houve suspeita duma hereditariedade materna
e em 36 registou-se consanguinidade, o que pode sugerir um padrio de transmisséo

hereditaria autossémica recessiva.

Sexo: quanto a distribui¢fo por sexo a amostra foi equilibrada, com 47% do sexo

feminino e 53% do sexo masculino.
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Registo dos casos em estudo

Para cada caso foi feito, com base na limitada informagdo clinica disponivel, um
registo de presenca dos sintomas ou sinais isolados, ou dos sindromes bem conhecidos
ligados a citopatias mitocondriais. Chegou-se assim a uma longa lista compreendendo 85
sintomas ou sinais, o que ilustra a enorme variabilidade de apresentacdo clinica neste
grupo de doengas (Anexo II). Num segundo registo associaram-se do modo que pareceu
mais légico os referidos sintomas e sinais, formando-se 16 grupos a seguir discriminados
para uma maior simplicidade de representagio e analise. A Figura 1-2 representa a
distribui¢do da informagdo clinica dos 435 individuos suspeitos de citopatia mitocondrial

com base nos grupos sindromaticos respectivos.

I - Encefalopatia: agruparam-se sob esta designagdo os 201 (46%) doentes com sintomas
e sinais dependentes da disfungdio das diversas estruturas encefalicas, nomeadamente
atraso mental (ou microcefalia), epilepsia (ou sindrome de West ou mioclonias), alteragdes
do comportamento ou autismo, sindrome piramidal (ou espasticidade), sindrome
extrapiramidal parkinsénico ou disténico (ou discinésias, tremor e “movimentos
involuntdrios™) e ataxia (ou a mengéo a nistagmus ou atrofia cerebelosa). Foram ainda
incluidos neste grupo casos com alterages imagioldgicas tais como atrofia ou agenesia do
corpo caloso, “leucodistrofia”, calcificagdes dos génglios da base ou outros tipos de
alteragdes encefilicas na imagiologia, e dezasseis doentes por acidentes vasculares

cerebrais ou “hemiplegia”.

2 - Oftalmoplegia externa progressiva (PEQ): incluiram-se neste grupo 54 (12%) doentes
com ptose, “miopatia ocular”, diplopia, estrabismo ou qualquer outra forma de alterago

dos movimentos oculares.

3 - Deficiéncias sensoriais: em 28 doentes foi referida diminuigio de visdo (por cataratas,

degenerescéncia pigmentar da retina ou atrofia Optica) e em 24 diminuigfo da audigfo.

4 - Miopatia: agruparam-se sob esta designagio 205 (47%) doentes. Para além dos que
apresentavam referéncia directa a miopatia, associaram-se também os casos em que foi
mencionado hipotonia, intolerdncia e contracturas musculares com o exercicio, caimbras
ou mialgias e “fraqueza muscular” (excepto quando havia mengéo de sinais piramidais),

rabdomiélise e mioglobinuria, “miosite”, distrofia muscular e até miastenia. Apds
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alguma hesitagfio foram aqui incluidos também os doentes com dificuldades de suc¢éo,
sindrome de dificuldade respiratoria necessitando de ventilagdo mecénica, disfagia e

disfonia.

5 - Neuropatia periférica: incluiram-se neste grupo, além dos doentes com este

diagnostico, os casos com hiporreflexia.

6- Sindromes malformativos: incluiram pés botos, cifoescoliose, artrogripose, facies

peculiar e quadros polimalformativos variados.

7 - Alteragbes enddcrinas: foram aqui incluidos a baixa estatura, o atraso do
desenvolvimento estato-ponderal, a diabetes ou referéncia a hipoglicemia, insuficiéncia

pancredtica e hipertricose.

8 - Alteracdes cardiacas: em 20 (5%) doentes foi referida uma cardiomiopatia quer

hipertréfica quer dilatada.

9 - Alteracdes renais: em quatro doentes foram descritas vérias formas de atingimento

renal: quistos, glomeruloneftite ou insuficiéncia renal cronica.

10 - Alteragdes hepdticas: em dez (2%) doentes foi identificada uma insuficiéncia

hepética grave.

11 - Alteragdes gastro-intestinais: anorexia, vomitos e diarreia foram referidos em dez

doentes.

12 - Alteragdes hematoldgicas: registou-se a existéncia de anemia em cinco casos e

trombocitopenia em dois.
13 - Alteragdes dermatolégicas: a existéncia de ictiose foi assinalada em dois casos.

14 - Situagdes obstétricas: outras suspeitas diziam respeito a patologia materno-infantil
como prematuridade, atraso do crescimento intrauterino ou paragem cardiorespiratoria da

mée durante o parto.
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15 - Citopatia mitocondrial: em 39 dos doentes (9%), a investigagdo foi iniciada a partir
de uma suspeita concreta de um dos quadros clinicos associados a citopatia mitocondrial:
MELAS em 9 doentes, MERRF em 2, sindrome de Leigh/NARP em 10, LHON em 4,

KSS em 14. Tratou-se por conseguinte de um diagnostico directo de citopatia

mitocondrial.

16 - Outros: em 85 (20%) doentes o diagnéstico proposto foi vago: “doenca degenerativa”

ou “coma” sendo levantada a suspeita nio discriminada de citopatia mitocondrial.

PEO

Défices sensoriais

lteragdes gastro -intestinais
Alteragdes hematologica
Alteragdes dermatologicas
Sintomas obstétricos

Citopatia mitocondrial

0 50 100 150 200 250

N° de doentes

Figura 1-2 Distribuicio da informag@o clinica dos 435 individuos suspeitos de citopatia
mitocondrial com base nos grupos sindromaticos respectivos.

Tal como a informagdo clinica disponibilizada, a investigagdo analitica,
neurofisiolégica e imagioldgica efectuada foi bastante varidvel; incluiu em alguns casos
0 estudo das enzimas musculares, electroencefalograma (EEG), electromiograma
(EMG), electrocardiograma (ECG), ecocardiograma, tomografia axial computorizada
(TAC) cerebral e ressonincia magnética nuclear (RMN) encefélica. Em nenhum doente

foi efectuado o estudo da respiragdo mitocondrial muscular in vivo através da
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espectroscopia de ressondncia magnética com fosforo marcado (phosphorus magnetic
resonance spectroscopy ' P-MRS) (Barbiroli et al, 1997) devido ao limitado numero de
equipamentos existentes no nosso Pais. Foram ainda registados os resultados do exame

miopatoldgico (RRF, COX) e do estudo da CRM.
1.2.2 Critérios de suspeita miopatolégica

A biopsia muscular foi realizada no musculo deltéide na grande maioria dos
casos € no musculo curto peroneal lateral apenas quando era necessario fazer
simultaneamente biépsia de nervo sensitivo. Quer o acto cirurgico quer o processamento
técnico subsequente dos fragmentos de musculo foram feitos nas suas linhas gerais
segundo os métodos classicos descritos (Dubowitz, 1973).

Apbs anestesia da pele com lidocaina foi feita uma incisio de 2 a 3 cm de
comprimento, localizada a aponevrose e através duma incisdo nesta, isolados os grupos
de feixes de fibras musculares a serem colhidos, respeitando a orientagéo das fibras, de
forma a que posteriormente pudessem ser obtidos cortes histolégicos de topo ou
longitudinais, com orientagéo adequada.

Logo ap6s a sua colheita, os fragmentos de musculo foram divididos em dois ou
trés fragmentos cilindricos com aproximadamente 8 x 5 mm que foram congelados em
isopentano & temperatura do azoto liquido (-160°C) e posteriormente armazenados numa
arca frigorifica a -80°C. Outros fragmentos, também cilindricos com 2 mm de didmetro
foram imediatamente fixados em soluto de glutaraldeido a 2,5% em tamp@o cacodilato e
posteriormente processados para inclusdo em Epon e exame em microscopia
electrénica. Outros fragmentos de forma e tamanho irregulares, foram introduzidos num
tubo de Eppendorf e congelados para estudo da actividade dos complexos da CRM e
posterior estudo molecular.

Dos fragmentos congelados foram posteriormente obtidos cortes de congelagdo
num criostato a -20°C, para estudo histolégico, que foram corados pela hematoxilina -
eosina, PAS e tricromico de Gomori e outros cortes foram destinados ao estudo
histoenzimatico.

Este estudo permitiu avaliar o aspecto global histolégico do musculo e

determinar qual o seu padréio de actividade histoenzimatica. Eliminados outros tipos de
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patologia muscular, foi prestada particular atengdo as ldminas coradas pelo tricromico
de Gomori para evidenciagfo da actividade das desidrogenases, que permitiam mais
facilmente localizar as fibras com alteragdes mitocondriais e aos cortes para
evidenciagfio da citocromo ¢ oxidase que mostravam as fibras com auséncia de
actividade desta enzima.

O estudo em microscopia electronica foi utilizado quando o estudo histolégico e
histoenzimatico ndo permitiram um diagnostico claro. Todavia, apenas foi efectuado
caso o estudo de cortes semifinos dos fragmentos incluidos em Epon (realizado em

todos os casos) apresentasse alteragdes que devessem ser esclarecidas por este método.

Consideraram-se patologicos os musculos onde se evidenciaram: (1) mais de 3%
de RRFs por fragmento ou (2) frequentes fibras com crescentes subsarcolémicos de
hiperactividade da SDH; (3) mais de 3% de fibras por fragmento com auséncia de
actividade COX; ou (4) aqueles que ndo preenchendo os critérios quantitativos do
namero de fibras alteradas, apresentavam em microscopia electronica evidentes
alteragdes da ultraestrutura das mitocdndrias, nomeadamente inclusdes paracristalinas
(Romero et al, 1996).

A bidpsia muscular assim como os respectivos estudos quer histolégicos quer
histoenzimaticos foram executados na Unidade de Neuropatologia do HGSA sob a

direc¢do do Dr Anténio Guimardes ¢ gentilmente cedidos para este trabalho.

1.2.3 Critérios de suspeita bioquimica

Estudo de acumulagiio de metabolitos

Considerando que a bidpsia de musculo é uma técnica invasiva, devemos
proceder inicialmente a um rastreio metabélico que englobe os doseamentos de lactato
(L) e piruvato (P) sanguineos, calculo das respectivas razdes molares (L/P) e
eventualmente determinag@o do lactato no LCR, antes de efectuar a referida biopsia. Em
casos esporadicos foram efectuadas determinagdes dos corpos cetdnicos sanguineos, 3-
hidroxibutirato (30HB) e acetocetato (AA) e respectivas razdes molares 30HB/AA.

Quando estes testes sdo inconclusivos deve-se efectuar uma prova de sobrecarga

glucidica, uma prova de esforgo, ou uma avaliagdo do estado de oxidagdo-redugéo do
LCR.
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Protocolo utilizado conducente & suspeita bioquimica de um défice da CRM:
1- Determinagdo de lactato e piruvato (em jejum e uma hora apds sobrecarga de glucose
2g/Kg ou prova de esforco).

Resultados suspeitos: Hiperlactacidemia persistente (superior a 2,5mM);
relagdo L/P superior a 25, lactacidémia que apés prova de sobrecarga glucidica ou de
esforco duplica, ou apresenta pelo menos, o aumento de uma unidade em relaccdo ao

resultado basal.

2- Determinagdo dos corpos cetonicos (em jejum e 1 hora ap6s sobrecarga de glucose).
Resultados suspeitos: 30HB e AA elevados; relagdo 30OHB/AA superior a 3
(Rétig er al, 1991).

3- Cromatografia dos acidos orgénicos

Resultados suspeitos: Perfil anormal de dcidos orgdnicos urindrios por CG/MS
secunddrio & disfungdo mitocondrial. Excre¢do aumentada dos dcidos: ldctico, 3-
metilglutaconico, etilmalonico, 2-etilhidracrilico, metabolitos do ciclo de Krebs (dcidos

fumdrico, succinico, e mdlico) e corpos ceténicos (dcidos 30HB e AA).

4- Cromatografia dos aminoécidos
Resultados ~ suspeitos:  Perfil anormal dos aminodcidos plasmadticos

(hiperalaninémia) e/ou urindrios (hiperaminoacidiria generalizada).

Estudo enzimdtico dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial

A observagio de um estado de oxido-redugdio plasmético anormal ou de um
atingimento multissistémico levaram-nos a investigagSes mais aprofundadas que
incluiram estudos espectrofométricos e enzimaticos.

A avaliagio de um défice da CRM foi feita através da determinagdo da
actividade dos diferentes complexos enzimaticos, com base no modo da transferéncia
dos equivalentes reduzidos cedidos por substratos naturais ou artificiais (NADH,
succinato, coenzima Q, citocromo c, ascorbato). A ubiquinona (CoQ-quinona lipoidal) e

o citocromo ¢ (hemoproteina de baixo peso molecular) actuam como shuttles entre os

complexos (Figura 1-3).
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Dado que nfo foi necessdrio isolar as mitocondrias para este estudo, a
quantidade de material bioldgico exigido foi reduzida (30-50 mg). As amostras, apds
colheita, foram imediatamente congeladas a -80°C ou mantidas em azoto liquido até
serem analisadas.

Conforme foi referido anteriormente, as biopsias musculares foram efectuadas
inicialmente na totalidade e mais recentemente em grande parte, no HGSA ou em
hospitais centrais, mas nunca realizadas no Instituto de Genética Médica. Este facto
condicionou a partida o estudo da cadeia respiratéria sobre material fresco e
impossibilitou o estudo enzimatico do complexo V.

A metodologia implementada permitiu a determina¢do individualizada da
actividade dos complexos I, II, III, e IV e conjunta dos complexos II e III da CRM
(Anexo I). Foram eliminadas as interferéncias devidas as actividades inespecificas,
inerentes a outras enzimas presentes na amostra bioldgica, através da utilizagdo de
inibidores especificos adequados para cada um dos complexos. Simultaneamente com
estes doseamentos foi sempre determinada a actividade da enzima citrato sintetase (CS)
do ciclo de Krebs localizada na matriz mitocondrial e cuja deficiéncia ¢ incompativel
com a vida. Esta enzima foi utilizada como controlo da qualidade da amostra e do seu
estado de conservagio. Os resultados foram calculados em fung@io das proteinas néo
colagénicas presentes no musculo e referidos a actividade daquela enzima.

As actividades dos diferentes complexos foram referidas & actividade da CS,
dado serem determinagdes muito influenciadas pelo nimero de mitocondrias existentes
nas células e terem de ser normalizadas em fung¢do da actividade daquela enzima que €
considerada o indicador do conteudo mitocondrial (Zeviani ef al, 1991).

Numa primeira fase foram determinados os valores de referéncia para as
diferentes actividades enziméticas da CRM muscular em 50 controlos normais e
posteriormente foram estudados os individuos suspeitos. Todos os doseamentos foram
efectuados em duplicado e os resultados comparados com controlos normais

manipulados paralelamente com as amostras em estudo.

Critérios de suspeita de défice enzimdtico da CRM

A analise dos resultados é por vezes delicada. Uma actividade normal da CRM

ndo permite excluir um défice mesmo que o tecido testado seja aquele que exprime a
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doenca. E possivel estarmos em presenga duma mutagdo que afecta as propriedades
cinéticas duma enzima, de uma heterogeneidade tecidular ou de um mosaicismo celular
(heteroplasmia). E assim indispensavel proceder ao estudo molecular, testar outros

tecidos e eventualmente repetir estas investigagdes alguns anos mais tarde.

Os critérios utilizados para analise dos resultados foram os indicados por
Collombet et al, 1993:

Défice severo - actividade do complexo inferior a 20 % do valor médio dos
valores de referéncia.

Défice parcial - actividade do complexo entre 20 e 40 % do valor médio dos
valores de referéncia. Dentro dos défices parciais consideramos que conforme a
deficiéncia se cifra entre 20-30 % ou 30-40 %, assim o défice seré provavel ou possivel
como causa primaria da doenga. Estes dados foram sempre correlacionados com outros
estudos e com o fenétipo clinico.

Os critérios acima referidos foram aplicados independentemente da idade do
individuo, dado que n#o se observam diferengas significativas na actividade enzimatica
mitocondrial com o processo de envelhecimento muscular (Padro6s et al, 1998).

A dispersdo dos valores normais € a sua distribuigo ndo gaussiana, dificultaram
a identificagdo de um défice enzimatico ligeiro, porque os valores normais, por vezes, se
sobrepdem aos valores observados nos doentes. Assim, calculamos as razdes entre as
diferentes actividades dos complexos da CRM, pois ¢ um dado importante, se
considerarmos que um bom funcionamento da CRM, exige um equilibrio constante
entre os diferentes complexos. Os valores desta relagdo tém uma distribuigdo
sensivelmente gaussiana tanto no musculo como nos fibroblastos contrariamente aos
valores absolutos. Pode considerar-se patologica, com 95% de probabilidade, uma
relacgdo inferior & média menos dois desvios padrdes (M-2DS). Este critério tem sido

utilizado na interpretagdo de resultados enzimaticos da CRM (Rustin et al, 1991).

1.3 Doentes seleccionados

Grupos de doentes:
Com base nos critérios mencionados anteriormente, os 435 individuos estudados
foram divididos em dois grupos, suspeitos ndo confirmados e doentes com diagnostico

confirmado de citopatia mitocondrial.
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Doentes suspeitos ndo confirmados
Correspondem a 333 doentes (175 do sexo masculino ¢ 158 do feminino), com
idades na altura da investigagio compreendidas entre 2 dias e 82 anos, sendo a média de

9,2 anos.

Doentes com diagnéstico confirmado de citopatia mitocondrial
Foram investigados 102 individuos com idades compreendidas entre 1 més e 74
anos (média 15 anos). A amostra foi composta por 47 doentes pertencente ao grupo

pediatrico (inferior a 16 anos) e 55 doentes jovens e adultos (Anexo III).

a) Sintomas e sinais: A frequéncia relativa das diferentes manifestagdes nos
doentes estudados estd expressa na Figura 1-4. As manifestacdes mais
frequentes foram a encefalopatia (38%), o quadro miopatico (35%) e a PEO
(32%) seguidas de alteragdes de visdo e audi¢io (31%). Entre 7-10% as
alteragdes cardiacas e as alteragdes endocrinoldgicas, para além dos sindromes
classicamente definidos (Leigh/NARP, LHON, MELAS, MERRF, MNGIE,
KSS). As alteragdes gastro-intestinais, hepaticas e hematoldgicas foram

manifestagdes pouco frequentes na presente série.

b) Variagdo da apresenta¢do clinica segundo a idade: A frequéncia de
aparecimento dos diferentes sindromes variou nos diversos grupos etarios.
Assim, enquanto que a PEO é mais frequente nos adultos (57% em doentes
com mais de 20 anos, 20% antes dessa idade), a epilepsia (25% até aos 20 anos
e 5% depois dos 20 anos) e o atraso de desenvolvimento psicomotor (40% até
aos 10 anos, 15% na adolescéncia e descendo para cerca de 7% no adulto)
foram mais frequentes nos doentes jovens. A hipotonia foi uma referéncia

relativamente frequente nas criangas com menos de dois anos (8%).

Comparacio clinica entre os dois grupos de doentes

As apresentacdes mais comuns foram os quadros encefalopaticos (47%),
miopéticos (46%), e PEO (12%). Enquanto que os dois primeiros se revelaram indicadores
pouco especificos de défice CRM, o ultimo foi muito mais fidvel. Inversamente, quadros
mais raros, como baixa estatura, alteragdes oftalmologicas e otoldgicas, foram mais

especificos.
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Figura 1-4 Frequéncia relativa das diferentes manifestagdes nos dois grupos de doentes estudados.

Estudo neurofisiolégico

Os estudos electromiogréficos, segundo informagfio clinica fornecida, foram
efectuados em nove doentes e os resultados disponibilizados estéio sumarizados no Quadro
1-1. E importante relevar as escassas anomalias encontradas na EMG; somente num
doente com uma miopatia grave a EMG revelou alteragdes compativeis com uma miopatia
necrosante (D81), os restantes cinco doentes apresentaram alteragdes miopéticas ligeiras
na EMG.

Estudo imagioldgico

As imagens encontradas na TAC/RMN cerebral associadas com diferentes tipos
de DCRM estdo indicadas no Quadro 1-2. A imagiologia foi anormal em 14 dos 20
doentes em que foi efectuada, 5 deles com sindrome de Leigh/NARP.

71




Selecg¢iio de doentes

Quadro 1-1 Dados da EMG

‘“ mal EMG

D3 PEO

D29 3243/cardiomiopatia | D9’ Encefalomiopatia
D35 Encefalopatia D4 PEO D17 Encefalomiopatia
D91 Encefalomiopatia D81 Miopatia D21 PEO+

Quadro 1-2 Dados da imagiologia

N "
NOI'TTIdl

D29 3243/cardio- |D5 MELAS D5 MELAS D17 Encefalomiopatia
miopatia

D35 Encefalopatia | D9 Encefalomiopatia | D24 Encefalopatia* | D69 Miopatia*

D57 Encefalopatia | D69 Encefalopatia D73 Sindrome Leigh

D82 Miopatia D92 Encefalomiopatia D98 Alteragdes.
multissistémicas

D15 Encefalopatia D33 NARP

D97 Encefalopatia D56 Sindrome Leigh

D86 Sindrome Leigh

D90 Sindrome Leigh

Estudos histologicos e histoenzimdticos

Segundo informagdes das Unidades de Neuropatologia, a andlise histolégica e
histoenzimética das bidpsias musculares de 96 doentes revelou um aumento da
reactividade da SDH ou presenga de RRFs em 65 doentes (69%), sendo 54 doentes com
RRFs, 11 doentes com SDH e 37 doentes (39%) com fibras COX negativas.

Estudos bioquimicos

A exploragio metabdlica foi efectuada em 40 dos 102 doentes confirmados
fundamentalmente, na populagdo pedidtrica. Destes, 7 revelaram alteragdes nos perfis dos
acidos orgénicos e dos aminodcidos.

A hiperlactacidemia (2,6-18,4mM) foi detectada em 38 doentes (de 47
determinagdes), correspondendo em regra aos doentes mais novos. Destaca-se a elevagéo

da razdo lactato/piruvato em 30% dos doentes. O 4cido lactico no LCR estava elevado em
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Selec¢fio de doentes

Em quatro doentes que tinham revelado um défice do complexo IV no tecido

muscular foram também estudados os respectivos fibroblastos cutineos cultivados. Sé

num caso o défice se exprimiu nesta linha celular.

Variagdo dos dados laboratoriais segundo a idade:

A positividade dos diagnésticos neuropatologico, 65 dos 96 doentes, e enzimatico,

77 dos 94, variou de forma diferente conforme a idade do doente. Demonstrou-se que no

grupo de doentes com menos de 10 anos s6 18% tinham RRFs, subindo esta percentagem

para 30% nos adolescentes e 73% nos adultos. Os défices da CRM variam inversamente:

superior a 40 % (31/77) até aos 10 anos e descendo progressivamente até 19 % (15/77)

ap6s os 40 anos de idade. No Quadro 1-3 e na Figura 1-6 estdo representados os resultados

dos estudos miopatolégicos e enziméticos e a taxa de positividade dos mesmos.

T 0-10

10 - 20 15 10 13
20-30 10 8 7
30 - 40 12 10 10
40 - 50 13 13 9
50 - 60 4 3 1

>60 9 9 5

Quadro 1-3 Resultados dos estudos miopatologicos e enzimaticos segundo os diferentes grupos etarios.

Taxa de positividade

0-10

Il
L

“ ‘. " ‘” '\lilll I | | Il | |IliIliII!IIWI|1I|1I|1II1II1II1|I1I| (W

u o MH\HMM\H?
I IHH?\HHHIiNM'HMMH\Hh il

|
L

10-20 20-30 30-40 40-50 50-60 >6

Grupos etarios

Figura 1-6 Variagfio da taxa de positividade dos dados miopatoldgicos (a azul) e enzimaticos (a

vermelho) segundo a idade.
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Selec¢do de doentes

Critérios de suspeita clinica

Da andlise dos doentes anteriormente referidos podemos considerar como

critérios de suspeita clinica os seguintes dados :

- Sinais ou sintomas de envolvimento multissistémico.

- Associago inexplicavel de sintomas neuromusculares e/ou nio musculares.

- Sindromes caracteristicos de citopatia mitocondrial (MELAS, MERRF, LHON,
PEO, KSS).

- Evolugéo progressiva e répida.

- Hereditariedade materna (historia familiar positiva).

- Hiperlactacidemia e relagéo lactato/piruvato aumentada.

- AlteragBes no perfil dos 4cidos orgénicos e/ou dos aminodcidos compativeis
com disfungdo mitocondrial.

- Presenga de RRF's, hiperactividade da SDH e/ou fibras COX negativas.

- Défice da actividade enzimatica dos complexos da CRM.
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Investigagio molecular do mtDNA

2. Investigag¢io molecular do mtDNA em doentes portugueses com

citopatia mitocondrial

2.1 Introdugio

Ao longo da ultima década surgiu um novo capitulo na patologia humana
referente as mutagdes do “cromossoma 25” normalmente denominado mtDNA. O
genoma mitocondrial foi descoberto ha cerca de 35 anos (Nass e Nass, 1963) mas s6
recentemente foi demonstrada a sua importincia na patogénese do sistema cadeia
respiratéria/fosforilagdo oxidativa (CR/OXPHOS).

Desde que foram identificadas, as primeiras mutagdes patogénicas neste genoma
(Holt et al,1988; Wallace et al,1988) mais de 50 mutagdes (DiMauro et al, 1997) foram
reconhecidas como causadoras de um largo espectro de apresentagdes clinicas. A
maioria dos casos descritos sfio doengas multissistémicas que envolvem quer o musculo
quer o cerebro, sendo designadas por encefalomiopatias mitocondriais, termo
introduzido por Shapira et al em 1977, e constituem um grupo heterogéneo de
patologias com diferentes manifestagSes clinicas e bioquimicas (DiMauro er al, 1993%).
Na maioria dos casos, os estudos histopatolégico e histoenzimético das bidpsias
musculares evidenciam RRFs ou uma hiperactividade da SDH e um défice da
actividade enzimatica da COX respectivamente.

A necessidade global de energia oxidativa e a presenga ubiquitaria das
mitocondrias (excepto nos eritrécitos maduros que vivem os seus Ultimos dias em
glicllise anaer6bia) podem explicar a razio pela qual todos os tecidos séo susceptiveis
de serem afectados e originar doengas relacionadas com o mtDNA. Embora a maioria
destas sejam multissistémicas, outras apresentagbes podem também resultar de
mutagdes do mtDNA como: cardiomiopatias (Anan et al, 1995), diabetes mellitus
(Kadowaki et al, 1994) e surdez (El-Schahawi ef al, 1997). Nos diagndsticos
diferenciais de muitas apresentagdes clinicas deve incluir-se a disfung@o mitocondrial,
justificando o termo recentemente aceite de "Medicina Mitocondrial” proposto por Rolf
Luft que conjuntamente com Lars Ernster, em 1959, introduziram as doengas
mitocondriais.

A taxa de substituigdo nucleotidica do mtDNA ¢ 6 a 17 vezes superior a do

nDNA (Wallace et al,1995), o que provoca um elevado nimero de doengas associadas a
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um genoma comparativamente tdo pequeno. Este facto, pode ser imputado a falta de
histonas protectoras, ao meio oxidante em que as moléculas se encontram, & maior
susceptibilidade do mtDNA & mutagénese por factores exdgenos, como radiagdes
ionisantes e luz ultra violeta e aos mecanismos de reparagdo do mtDNA aquando da
replicagéo serem muito limitados (quando comparados com os do nDNA) (Tritschler et
al, 1993).

Os polimorfismos sdo mutagdes “neutras”, pois ndo resultam em altera¢Ges
patoldgicas ou bioquimicas significativas. As mutagdes s sdo consideradas patogénicas
se obedecerem aos seguintes critérios: (I) mudarem um nucleétido num local altamente
conservado nas diferentes espécies animais; (II) ocorrerem num gene codificante e
alterarem um coddo e por conseguinte um aminodcido; (III) estarem ausentes na
populagdo controlo; (IV) possuirem expressividade clinica, transferindo-se para modelos
experimentais e (V) serem heteroplasmicas.

A andlise da variagdo genética ndo patogénica do mtDNA € importante para a
identificagdo de novas mutagdes potencionalmente patogénicas, dado que o
estabelecimento de uma associagio entre uma mutagfo e determinada patologia depende

da exaustiva caracteriza¢do da varia¢io genética na populagdo normal (Wallace, 1995).

Sob o ponto de vista genético podemos dividir as doengas mitocondriais em trés
grupos, consoante o0 genoma envolvido: (I) as causadas por defeitos do nDNA; (II) as
que sdo provocadas por defeitos do mtDNA (mutagdes pontuais, delegdes e
duplicagdes); e (1l) as que sdo devidas a défices na comunicagdo entre 0s genomas
nuclear e mitocondrial (as quais incluem dele¢des multiplas e a deplegdo do mtDNA).
Normalmente, nfio sdo descritas situagdes de hereditariedade materna associadas a
dele¢des simples de grandes dimensdes do mtDNA, pois estas ocorrem numa fase
avancada da embriogénese e a maior parte sdo esporadicas. A mutagdo de novo € a
explicagio mais plausivel para o seu aparecimento. A transmiss&o materna de delecdes
do mtDNA s raramente foi referida na literatura, particularmente na PEO materna
(Poulton et al,1991; Bernes et al,1993).

Os genomas nuclear e mitocondrial estio separados, mas funcionam em
coordenagfio aparentemente sob o controlo do genoma nuclear, dado que os factores
codificados pelo nDNA sfo necessarios para a transcrigdo, tradugéio e replicagdo do
mtDNA. Actualmente, sido conhecidas duas situagdes como sendo devidas a um defeito

na comunicagfio entre os dois genomas. Uma ¢é formada por um conjunto de doengas
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autossomicas, podendo ser dominantes e recessivas com um fenétipo de PEO, ou mais
raramente sem PEO (Takei ef al, 1995) que se caracterizam pela presenga de delegdes
multiplas de diferentes tamanhos do mtDNA. A outra situagdo incluiu uma doenga
autossomica recessiva que atinge o musculo isoladamente ou como componente de
doenga multissistémica e caracteriza-se por uma deplecdo mais ou menos grave do
mtDNA devido a uma deficiéncia numa proteina codificada pelo nDNA (Moraes et al,

1991). Na Figura 2-1 esta representada esquematicamente a molécula do mtDNA e a

Surdez induzida por
aminoglicosideos
| Miopatia
Deficiéncia respiratoria
F o LHON
MELAS v 128 P T "":,‘w,
PEO B, T
Cardiomiopatia Cith & Miopatia
Miopatia i
Diabetes e Surdez 165 . LHON
L ND 6 Distonia
LHON
ND1
R 1 mtDNA humano LHON
ardiomiopatia Q —
M 16,569 pb
LHON ND 2
w Delegao tipica
Coreia A nos KSS/PEO
. N L
PEO S 0
@S ] CoX1
PEO ND 4L/4
5 D R LHON
1| ND 3
LHON o K COXII G
ATPase 8/6
Surdez; Ataxia; \\

Mioclonias
IJZ \ Cardiomiopatia
MERRF NARP

MILS [ LHON
FBSN

Figura 2-1. Representagio esquematica da molécula do mtDNA e da localizagdo das mutagdes
patogénicas associadas a determinados sindromes. As diferentes areas sombreadas representam
0s genes estruturais das sete subunidades do complexo I (ND), as trés subunidades da citocromo
oxidase (COX), citocromo b (cit b) a as duas subunidades da ATP sintetase (ATPase 6 e 8). Os
rRNAs 128 e 168, estdo preenchidos a negro e os 22 tRNAs sdo representados por uma tnica
letra relativa aos aminoacidos correspondentes.

Abreviaturas: LHON, neuropatia optica de Leber; NARP, neuropatia, ataxia e retinite
pigmentar; MILS, sindrome de Leigh de hereditariedade materna; FBSN, necrose estriatal
bilateral familiar, MERRF, epilepsia mioclénica com RRFs; PEO, oftalmoplegia externa
progressiva; MELAS, encefalomiopatia mitocondrial, acidose l4ctica e episédios stroke-like;
KSS sindrome de Kearn-Sayer, (adaptado de DiMauro et al, 1999),
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localizagio das mutagSes patogénicas associadas a determinados sindromes. E de
salientar que mais de 100 polipeptideos estdio implicados na biogénese do sistema
CR/OXPHOS, constituindo as subunidades dos cinco complexos daquele sistema
(Figura 2-2), onde podemos inferir que a maior parte destes genes estdo localizados ao

nivel da nDNA.

Neste capitulo apresentamos os resultados da investigagdo molecular do mtDNA
de 102 doentes com suspeita de défice da CRM, ap6s uma abordagem multidisciplinar:
clinica, imagioldgica, bioquimica e miopatolégica. Com base nos nossos dados,
podemos confirmar a alta frequéncia de delegdes na PEO, das mutagdes pontuais na
doenga de Leigh e de todas as mutagBes mais comuns associadas a este genoma. Este
estudo a nivel nacional permitiu uma caracterizagdo molecular das citopatias

mitocondriais na populag&o portuguesa.

Ciclo do
: ; n+
acido citrico ADP ATP
Fumarato Succinato
H* Ht Ht
Matriz DH
Membrana ND1 SOl AND) it
interna Dé D4 nxo:: y \
mitocondrial DAL C X I
Espaco L__/
intermembranar

Subunidades Complexo I Complexo II Complexo III Complexo IV Complexo V

Codificadas
pelo nDNA 35 4 10 10 12
Codificadas
pelo mtDNA 7 0 1 3 2

Figura 2-2. Representagdo esquemética da cadeia respiratoria mitocondrial. As subunidades
codificadas pelo nDNA estdo a sombreado e as subunidades codificadas pelo mtDNA a
tracejado. Os protdes (H") sio bombeados da matriz para o espago intermembranar através dos
complexos I, III e IV. Posteriormente, sdo novamente transportados para a matriz através do
complexo V, com uma produgdo concomitante de ATP. A ubiquinona (também chamada
coenzima Q; CoQ) e o citocromo ¢ (cit ¢) sdo proteinas que transportam electrdes e sfo
codificadas pelo nDNA (adaptado de DiMauro et al, 1999).
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2.2 Doentes e métodos

Doentes

Os doentes incluidos neste estudo foram provenientes de hospitais de todo o
Pais e na sua maioria foram investigados sob o ponto de vista miopatolégico na
Unidade de Neuropatologia do HGSA.

O diagnéstico de défice da CRM foi baseado no fenétipo clinico, na presenga de
hiperlactacidemia nos exames laboratoriais, na observagio de RRFs no exame
histopatolégico, no défice isolado ou combinado de complexos da CRM no estudo

bioquimico, e/ou na identificagio de uma mutagiio do mtDNA no estudo genético.

Métodos

Em 102 doentes com défice da CRM foi efectuada a extracgio de DNA total a
partir (I) dos leucécitos (utilizando um kit comercial da Quiagen), (11) da fracgdo
insoliivel dos homogeneizados das biopsias musculares obtida ap6s centrifugagdo e/ou
(IIT) cultura de fibroblastos (em ambos os casos pelo método convencional, Zeviani et
al, 1998).

A investigagdo molecular do mtDNA foi efectuada através das técnicas de
Southern-blotting, Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (PCR-RFLP) e sequenciagdo directa dos produtos de PCR.

A detecgdo de rearranjos, delegdes e duplicagdes e a quantificagdo do mtDNA
presente num determinado tecido (importante para o diagnéstico de situagdes de
deple¢do em mtDNA), foram efectuadas através da metodologia de Southern-blotting
(Moraes et al,1993; Cormier-Daire et al, 1994).

Southern-blotting - Trés a cinco microgramas de DNA total muscular foram
digeridos por uma das endonucleases de restrigdo, Pvull ou BamHI que linearizam a
molécula circular de mtDNA (tm um unico local de corte no mtDNA nt-2652 / nt-
14258, respectivamente). Os fragmentos obtidos foram submetidos a uma electroforese
(175V durante 5h) em gel de agarose a 0,8%, paralelamente com um marcador de peso
molecular (lambda/Hind III). Posteriormente, o gel foi desnaturado, neutralizado e
transferido para uma membrana de nylon (Zeta-probe BioRad). Para hibridizagdo
utilizamos uma sonda de mtDNA total humano, marcada com [0L32-P-dATP], 1-2 x 10°

cpm/ml, (preparada segundo protocolo da Boehringer Mannheim-BM random primed
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DNA labeling kit BM e purificada com Quick Spin columns,BM). Seguidamente, a
membrana foi entdo exposta a um filme fotografico durante cerca de 4 horas, para
assegurar que a hibridizagdo das sequéncias presentes no genoma nuclear ndo
interferisse com a andlise do mtDNA.

As determinagdes densitométricas dos sinais de hibridizagdo nas
autorradiografias foram efectuadas usando um densitometro (Ultrascan Laser 2202 -

LKB).

Os casos positivos com delegdo simples de grande tamanho, foram confirmados

com a enzima Snabl para a pesquisa de duplicagdes.

A pesquisa de deple¢do do mtDNA pode ser efectuada através de trés métodos
basicos: hibridizagio blot, hibridizagdo in situ e imunocitoquimico.

A hibridizagdo Southern-blot (Maniatis et al,1982) permite a determinagdo dos
niveis relativos de mtDNA usando sondas simultaneamente para o mtDNA e para o
nDNA. Como o mtDNA esti presente em miltiplas copias, a utilizagdo de uma Gnica
copia de um gene nuclear como padrdo interno ¢ tecnicamente dificil. Para tornear este
problema, usamos uma sonda que hibridiza com um gene nuclear presente em multiplas
copias, o gene do rRNA ribossémico 18S (Schmickel ef al,1977). Esta metodologia foi
descrita por varios autores (Moraes et al,1991% Amaudo et al,1991; Tritschler et
al,1992).

Para determinar a localizagio das delecdes no mtDNA utilizou-se a técnica de
PCR e varios pares de primers de acordo com o tamanho aproximado da delegéo,
(estimado através do método de Southern-blotting) e tendo em consideracdo que a
maioria das delegdes se encontram localizadas na regido entre 6 € 16 Kb.

As delegbes miltiplas podem ndo ser facilmente detectaveis atraveés da técnica
de Southern-blotting devido as suas reduzidas dimensdes ou quantidade (Servidei et

al,1991) e por conseguinte fez-se a sua pesquisa também através da técnica de PCR.

PCR/RFLP - Para pesquisar as mutagdes pontuais mais comuns: A3243G;
T3271C; A8344G; T8356C e T8993G através da analise de RFLP foram amplificadas
por PCR regides do mtDNA. Os primers ¢ as condigdes de amplificagdo do mtDNA

foram seleccionados de acordo com a sequéncia de Cambridge (Anderson ef al,1981) e
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com o fragmento a amplificar. As sequéncias dos primers utilizados nas reacgdes de
amplificagdo estfo indicadas no Quadro 2-1.

Nas reacgdes de amplificagdo foram utilizados 100 pl de uma mistura com a
seguinte composi¢do: dNTPs 0,2 uM (Pharmacia), tampédo Tris-HCI 10 mM, pH 8.3,
KCl 50 mM, MgCl, 1.5 mM, 1uM de cada oligonucleotideo, DNA 1-2 pg, Tag DNA
polimerase 1U (Boehringer Mannheim). A amostra foi sujeita a ciclos de temperaturas

num termociclador Perkin Elmer, 2400.

Quadro 2-1 Sequéncias dos primers utilizados na amplificagdo dos fragmentos, para a pesquisa
das mutagdes pontuais mais frequentes do mtDNA

Mutagiio Nome do Sequéncia do primer ‘Tamanho
pontual Primer (5'->3) do
frggm‘ento
Rsa 3123-F CCTCCCTGTACCAAAGGAC
A3243G 1p o 33378 GCGATTAGAATGGGTACAATG 238 pb
Stu 2172-F CCCATAGTAGGCCTAAAAGCAGCC
I3271C |\ 151 AS3271-B | GAGGAATTGAACCTCTGACTCTAA 1131 pb
Bst 7973-F CCCCCATTATTCCTAGAACCAGGCG
A8344G |pan 8344.B GGGGCATTTCACTGTAAAGAGGTGTGGG 417 pb
: Apa 8289-F CTTTGAAATAGGGCCCGTATTTACC
T8356C |\ -rRF 8356.B | ATTTAGTTGGGGCATTTCACTTTA 141 pb
Bst 7973-F CCCCCATTATTCCTAGAACCAGGCG
T8993G/C | ~,39950.B | AACCACATCTACAAAATGCC 1995 pb

Abreviaturas: F- refere-se 4 sequéncia nucleotidica da cadeia orientada de 5'—3' e B- a
sequéncia nucleotidica da cadeia complementar ; pb-pares de bases.

No Quadro 2-2 encontram-se resumidas as condigdes utilizadas na amplificagio
de cada um dos fragmentos.

Os fragmentos amplificados foram digeridos pela enzima respectiva durante 18h
a 37°C. Na fase inicial deste estudo, os produtos da digestdo enzimatica foram
separados por electroforese vertical, sendo posteriormente substituida por horizontal em
gel de poliacrilamida [T=12%; C=3% ¢ T=8%; C=3% (para a mutagio T8993G); 110 x
105 x 0.5 mm], a 10°C, durante 2h com 18 volt/cm. Como eléctrodos foram utilizadas

tiras de papel de filtro Whatman 17Chr embebidas em tampdo das pontes, Tris-glicina
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125 mM, pH 8.8 e utilizou-se o tamp&o Tris-HCI 375 mM, pH 8.8, como tampéo do gel
(Luis e Caeiro, 1995). O sistema utilizado foi o Multiphor 1l (Pharmacia) acoplado a
um sistema de refrigeracfio. A solugo electrolitica catédica foram adicionadas algumas
gotas de um soluto de azul de bromofenol, de forma a que fosse possivel controlar a

“corrida” electroforética.

Quadro 2-2 Condigdes de amplificagdo e digestdo dos fragmentos para pesquisa das mutagdes
pontuais.

- Mutagfio - Condicées de PCR Enzima Fragmentos obtidos
__pontual (endonuclease)
P 10 min. 94°
e i 1min. 94°C Normal: 169, 37, 32
- A3243G 1min. 55°C | 25 ciclos (1) Haelll
: 45 seg. 72°C Mutado: 97, 72, 37, 32
15 min. 72°C
10 min. 94°C
e 1min. 94°C Normal: 692, 210, 126, 103
T3271C 1min. 55°C | 25 ciclos Ddel
: 2 min. 72°C Mutado: 692, 210, 126, 79, 24
15 min. 72°C
10 min. 94°C
1min. 94°C ) Normal: 298, 78, 41
2 min. 60°C 25 ciclos Banll
2 min. 72°C Mutado: 298, 52, 41, 26
15 min. 72°C
10 min. 94°C
1min. 94°C ) Normal: 119, 22
~ T8356C | 1min.60°C | 25 ciclos Dral
e 1 min.72°C _ Mutado: 141
gz 15 min. 72°C
. T8993G | 10 min. 94°C Mspl Normal: 1142, 658, 157, 38
O 1min. 94°C Mutado: 842, 658, 300, 157, 38
2 min. 60°C | 25 ciclos
B! 2 min. 72°C :| Aval Normal: 1995
~ T8993C | 15 min. 72°C Mutado: 1038, 957

(1) Programa utilizado para a pesquisa da mutagdo nt-3243 e também para amplificagfio dos
tRNAs para posterior sequenciagdo.

Apbs a separagdo electroforética, as bandas correspondentes aos fragmentos de
DNA foram visualizadas por coloragdo com nitrato de prata, de acordo com o protocolo
(Budowle et al, 1991). Nos casos positivos e nos estudos familiares procedeu-se a

marcagdo radioactiva dos amplificados com 32p através da adigdio de 10uCi de [o 32p1-
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dATP e execugdio de apenas dois ciclos adicionais no termociclador para evitar a
formagéio de heteroduplexes. Os produtos de amplificagdo foram digeridos com a
enzima de restri¢io adequada 4 mutago a quantificar e migraram em gel vertical de
poliacrilamida a 12% ou 8%, ndo desnaturante. Obtiveram-se autorradiografias por
exposi¢do do gel a um filme fotografico (XAR-Kodak) & temperatura ambiente durante
uma noite. A percentagem de mtDNA mutado foi determinada por densitometria num
Phosphor-Imager (Biorad, Hercules, CA) e os resultados analisados pelo software

Image-Quant (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).

Nalguns casos foram pesquisadas outras muta¢des pontuais do mtDNA de
menor frequéncia, descritas na literatura, como estando associadas a apresentagdes
clinicas semelhantes as dos doentes em estudo: sindrome de Leigh de transmissédo
materna (MILS)/neuropatia, ataxia e retinite pigmentar (NARP); encefalopatia
mitocondrial, acidose lactica e episddios stroke-like (MELAS); surdez isolada ou
induzida pelos aminoglicosideos; neuropatia Gptica hereditiria de Leber (LHON);

cardiomiopatias e miopatias.

Mutagdes associadas a MILS/ NARP

Para além da mutagio T8993G/C pesquisamos as seguintes mutagdes:
8 TBABIE v localizada na ATPase 6...........cooeveveveenn., (De Meirleir et al, 1994)
¢TO176C.......... localizada na ATPase 6............ccrvevrvnnn... (Thyagarajan er al,1995)

Mutacdes associadas ao MELAS

Para além das mutages A3243G e T3271C pesquisamos as seguintes mutagdes:

®C3256T.......... localizada no tRNAMWUR) (Moraes et al,1993)
*T3291C.........localizada no tRNA"WUN | . (Goto et al,1994)
*T5814C....... localizada no tRNA®. .. .................(Manfredi ef al,1996)
e GI3513A........ localizada 510 WS, uumiimummmmmms. (Santorelli et al,1997)

Mutagio associada a surdez isolada ou induzida pelos aminoglicosideos.

®* A1555G.......... localizada no rRNA 128 e iissessusionvanesn(Prezant et al, 1993)

Mutagdes associadas 2 neuropatia Optica de Leber (LHON)
¢ (G3460A.........localizada no NDI.... coesermninne.. . (Huoponen ef al,1991)
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e G11778A........ localizadano ND4 .............ccccovceveccnnneen...(Wallace et al,1988)
e T14484C......... localizadamne N ..coussmpnsmmmanannaldonng ef al, 1992)
e G15257A........Jocalizada no Cit B.......ccevueveeeriireiceeecreecien, (Johns et Neufeld, 1991)

Mutacdes associadas as cardiomiopatias

¢ A3260G.......... localizada no tRNAM VYR e, (Zeviani et al,1991)
¢C3303T........... localizada no tRNA"“VUR) . (Silvestri et al,1993)
¢ T9997C........... localizada no tRNAY............ccccoecveruuennen....(Merante ef al,1994)

Mutacdes associadas as miopatias
¢ T3250C.......... localizada no tRNAM"VUR__ e (Goto et al,1992)
¢ A3302G.......... localizada no tRNAMVIR e, (Bindoff et al,1993)

A pesquisa destas mutagdes foi efectuada segundo as condigdes referidas no Quadro 2-3.

Pesquisa da dele¢io comum por PCR

Esta técnica pode ser utilizada na pesquisa da dele¢fio comum, dado o tamanho e
a localizagdo serem constantes, ou na confirmagdo do resultado obtido por Southern-
blotting. A dele¢do comum foi comprovada através da amplificagdo por PCR de uma
regido de 5447pb, que compreende a regifio mutada da molécula entre os nucledtidos
8483 e 13460 e que inclui os genes a seguir descriminados: subunidade 6 e parte da
subunidade 8 da ATP sintetase (ATPase 8/6); subunidade III da citocromo oxidase
(COX II); subunidades 3, 4L, 4 e parte da subunidade 5 da NADH coenzima Q
redutase (ND3; ND4L/4; ND5).

Primers para pesquisa ou confirmaggo da delecdo mais comum:
Xba 8,2-F (5'- 8273) - CCCCTCTACCCCCTCTAGAGCCCACTGTAAAGC
Stu 13,7B (5'- 13720) - GGCTTCCGGCTGCCAGGCCTTTAATGGG
Fok 13,7B (5'- 13750) - GTTGTTAGTAATGAGAAATTCTGCG
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Quadro 2-3 Condigdes e primers utilizados na amplificagdo dos fragmentos, para a pesquisa das
mutagdes pontuais menos frequentes do mtDNA.

Muta¢io | Nomedo | Tamanhodo | Programado | Enzimas - Fragmentos
pontual Primer fragmento | termociclador de pb
" b pb restrigéiio
T8851C 8829F 450 A Rsal N-280, 170
Apa9265B M-280, 148, 22
T9176C 8896F 308 A ScrFl N-211, 97
9203B M-184, 97, 27
~ C3256T SuppeF 123 B Hinpl  [N-99, 13, 11
Rsa3337B M-110, 13
FokI4237B 24' ? 37
T5814C Hpal5685F 297 B Hphl N-121, 98, 78
Hha5971B M- 199, 98
G13513A | 13491F 119 B Bbsl N-92, 27
13610B M-119
A1555G 1009F 566 B Haelll |N-455,111
1575B M-455, 91, 20
G3460A Rsa3123F 1233 C Acyl N-889, 344
Fokl4237B M-1233
'G11778A | Hind11680F . 745 D SfaN1 N-626, 119
Hinc12406B M-745
T14484C Saul4,4F 755 E Dpnll N-54, 21
RI14538B M-75
G15257A | LHONI15,2F 149 D Accl N-82, 49, 18
LHONI15,2B M-131, 18
A3260G Rsa3123F 166 B Xmnl N-166
3260B M-120, 46
C3303T 3303F 76 B Hpal |N-50,26
| Rsa3337B M-76
T9997C 367 B Bgal N-162, 128, 65,
Asu9910F 12
Xbal0269B M-162, 95, 65,
. 33,12
T3250C 3250F 199 B Nael N-199
3423B M-177, 22
A3302G 3173F 191 B Msel N-124, 35, 32
3423B M-159, 32

Abreviaturas: F refere-se & sequéncia nucleotidica da cadeia orientada de 5°—>3"; B refere-se a
sequéncia nucleotidica da cadeia complementar; pb pares de bases. programas (A) 94°1°, 60°-
1", 72°-1"-25ciclos; (B) 94°-17,55°1°,72°-1"-25¢iclos; (C) 94°-1", 55°17,72°-2"-25c¢iclos; (D)
94°-1", 60° -2", 72°-3"-30ciclos; (E) 94°-17, 50°-17,72°-1"-25-ciclos; N-normal; M-mutado.
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Os produtos amplificados foram testados num gel de agarose a 1% em TAE
paralelamente com o marcador PhiX 174, (Biolabs). Os casos positivos apresentam uma
banda de 470 pb (com Stu 13,7B) ou 500 pb (com Fok 13,7B) enquanto que os casos

negativos ndo amplificam ou se o fazem é de um modo inespecifico.

Pesquisa de dele¢des miltiplas por PCR

A pesquisa de dele¢des multiplas fez-se através da técnica de PCR (Wong et
al,1997) com diferentes pares de primers. A metodologia ¢ semelhante a utilizada para
delimitar as delegdes simples na molécula do mtDNA. Utilizaram-se os seguintes
primers:

Bst 7973F (5°-7955) - CCCCCATTATTCCTAGAACCAGGCG;

Mbo 15591B (5'- 15600) - GGGACGGATCGGAGAATTGTGTAGGCG;

Kpn 16048B (5'- 16060) - CTTGGGTGGTACCCAAATCTGTTCCCC.

As condi¢bes de amplificagdo foram as seguintes: 94°C 1 min.; 60°C 1 min,;
72°C 1 min. durante 25 ciclos. Os produtos amplificados foram separados por
electroforese num gel de agarose a 1%. Os resultados sfo posteriormente confirmados

com outros grupos de primers, seleccionados de acordo com os fragmentos obtidos.

Pesquisa de dele¢des por PCR-longo

A técnica do PCR-longo foi utilizada neste trabalho unicamente na preparacgo
de sondas para o método de Southern-blotting. H4, no entanto, vérios grupos que a
utiliza no rastreio de dele¢des (Ferlin ef al. 1997), dado ser uma técnica bastante rapida
quando comparada com a do Southern-blotting e amplificar fragmentos com tamanho

superior a 3 Kb, contrariamente & reac¢fo convencional de PCR .

Localizaciio das delegdes - Para proceder a uma correcta localizagdo das delegSes na
molécula do mtDNA e excluir amplificagdes inespecificas obtidas por PCR foi utilizado
o método primer shifting. O DNA dos doentes foi amplificado utilizando os seguintes
pares de primers (5'-3"): (1) 7433-7468 F e 16060-16033 B; (2) 7433-7468 F e 15600-
15574 B; (3) 7433-7468 F e 14967-14944 B; (4) 7433-7468 F e 13720-13692 B; (5)
7433-7468 F e 12653-12629 B; (6) 8983 -9006 F e 16060-16033 B; (7) 10354-10377 F
e 16060-16033 B; (8) 12106-12128 F e 16060-16033 B (Anexo V).
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As condig¢des de PCR utilizadas foram: 94°C - 1min, 60°C - 2min, 72°C - 3min
durante 25 ciclos. Os produtos amplificados foram separados por electroforese num gel

de agarose a 1%. Posteriormente estes produtos de PCR foram sequenciados.

Sequenciagio directa dos produtos de PCR - Neste estudo, a sequenciagdo do
mtDNA (Houshmand et a/, 1994) foi utilizada para:
1. confirmar as substituigdes nucleotidicas detectadas por ensaios de restrigéo;
2. confinar os limites das delegdes identificadas por Southern-blot;
3. confirmar e localizar as dele¢des multiplas;
4. verificar se varios individuos com a mesma mutago pertencem ao mesmo
haplogrupo (sequenciagéo da regiio HVR1 do D-Loop);
5. pesquisar mutagdes novas nos genes que codificam os 22 tRNAs (dos doentes
que evidenciaram RRFs no estudo histopatolégico, por corresponderem aos

que t&ém maior probabilidade de serem portadores de mutagdes no mtDNA).

Procedimento: A sequenciagdo automética foi efectuada num aparelho ABI PRISM 310
(Applied Biosystems). A preparagdo da amostra para sequencia¢do automatica inicia-se
pela realizagdo de uma PCR simétrica. No Quadro 2-4 estdo indicados os primers
utilizados nas reacgdes de amplificagdo dos varios tRNAs. O programa do
termociclador escolhido foi o j4 referido para a pesquisa da mutagéo nt-3243 no Quadro
2-2,

As amostras purificadas foram submetidas a sequenciagdo ciclica, utilizando-se
uma mistura reaccional comercial (Perkin-Elmer, Applied Biosystems) que possui os 4
dNTPs marcados com fluorocromos distintos, tampdo e uma DNA-polimerase. Para
efectuar a reacgio de alongamento foi necessario adicionar 4 a 8 pl desta mistura, o
amplificado purificado (0,5-8ul), uma das cadeias oligonucleotidicas de iniciagdo (3,2
pmol) e dgua (até perfazer o volume de 20 pl). O programa do termociclador utilizado
foi: 4’- 96°C seguido de 25 ciclos de 10"'- 96°C; 5""- 55°C; 4" - 60°C e finalmente 10° -
60°C. Os fragmentos sintetizados (produtos da PCR assimétrica) foram purificados por
precipitagdo com etanol a 90% frio e MgCl, 2mM (na proporgdo de 20: 110: 38),
seguida de centrifugagéo a 10.000 rpm, durante 30 min., lavagem com etanol a 70% frio
(-20°C), nova centrifugagdo, decantago e secagem (& temperatura ambiente). Uma vez
secas, as amostras foram conservadas a -20°C até se proceder a sua andlise. A

preparagdo final para injec¢io no ABI PRISM envolveu a recuperagdo do precipitado




com 25ul de uma mistura com caracteristicas desnaturantes e elevada viscosidade

(Perkin-Elmer, Applied Biosystems) e desnaturagio a 94°C, durante 5 minutos.

Quadro 2-4 Primers utilizados na sequenciagdo dos tRNAs.

- |Bal 321F

[ CCCCCGCTTCTGGCCACAGCAC

Investigacdo molecular do mtDNA

" |NIall[694B | ATGCTTGCATGTGTAATCTTAC s
| Apa 1462F CAGGGCCCTGAAGCGCGTACAC
Hha1768B | CTATTGCGCCAGGTTTCAATTTC 518
[Rsa3123F | CCTCCCTGTACCAAAGGAC
Rsa3337B | GCGATTAGAATGGGTACAATG 237
|Mac4198F | CCTACCACTCACCCTAGCATTAC
| Hacll 4529B | GTGCGAGCTTAGCGCTGTGATG 359
W | Hpal 5685F | CACTTAGTTAACAGCTAAGCACCC
|Hha5971B | CAGCTCATGCGCCGAATAATAGG 297
| Xba 7440F | CATAAAATCTAGACAAAAAAGGAAGGAAT
|Bcl7657B | CGAACCGAGGGCGTGATCATGAAAGGTG i
[ Xba8289F | CCCCTCTACCCCCTCTAGAGCCCACTGTAA
Stu8571B | AGCGCGGGTAGGCCTAGGATTGTGG 2
“TAsu9910F | CTTTGGCTTCGAAGCCGCCGCCGGGCAATT
I xba 102568 | TCTAGATCAAATAATAAGAAGG 367
~ [Xba10256F | CCTTCTTATTATITGATCTAGAAATTGCCC
|Spe 10526B | GTGAGCGATATACTAGTATTCCTAG -
Hpa 12123F | CAACCCCGACATCATTACCGGGT
| Hinc 12406B | GGGTTAACGAGGGTGGTAAGG 207
~ [Dde 14608F | GAGAAGGCTTAGAAGAAAACCCCAC
Taq 14803B | GGAGGTCGATGAATGAGTGG e
" [Rsa15812F | GTAGCATCCGTACTATACTICAC .

| Kpn 16048B

CTTGGGTGGTACCCAAATCTGCTTCCCC

Cerca de 80% das mutagdes patogénicas descritas no mtDNA estdo presentes

nos tRNAs. A Figura 2-3 representa as regides do tRNA funcionalmente importantes e

onde ja foram descritas mutagdes.
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Localizagiio tRNA Mutagio Referéncia
5 Ser (UCN) A7512G 27
A 5 val G1606A (A10)
c 7 Ile A4269G 28
7 Gly T9997¢C 29
73] 12 Ile T4274C (A16)
1 —[73 13 cys TSB14C 10
2 —71 14 Leu (UUR) A3243G 7
14 Leu (UUR} A3243T (A15)
3 —170 15 Tyr GS877A 31
=60 20 Leu(UUR]  T3250C 32
— 68 21 Leu (UUR) A3251G 33
— 67 22 Leu (UUR) A32526 34
— 6 22 Gly T10010C (Al11)
@ 8 6EI(MGZ 6l 59 24 Leu (UUR) €3254G (A12)
25 Leu (UUR) C3256T 35
16 @ - 9 | ' I | I 27 Ile T4285C (A6)
17 27 Asn G5703A 15
l l I | g 5054 9] 56 27 Trp 5537 Ins T (Al4)
18 29 Leu {UUR) A3260G 36
. 23@2 . 47 29 Asp A75436 37
121] h T3l el 46 30 Thr G15915A (A2)
___ 36 Pro G15990A 35
— 17 Leu (CUN) G12301A (A3)
@ Al 37 6lu AL47096 38
4( 37 Ile A4295G (AS)
31 —[39] 38 Asn AS5692G 39
32 18 Thr A15923G 40
39 Leu (UUR) T3271C 8
33 39 Trp G5549A 41
34 39 Thr A15924G 42
35 19 Leu (UUR) 3271Del T 43
42 Ile A4300G a4
43 val G1642A (A1)
45 val G1644T (A13)
48 Ser (UCN) 7471 Ins C 45
51 Ile G4309A (A9}
53 Met GA450A (Ad)
55 Lys AB344G 9
(Al) Taylor (1996) Ann Neurol 40:459 57 Leu (UUR) Al2320G (A7)
(A2) Nishino (1996) ATHG 59:A400 1 Ile Ad316G (AB)
(A3) Gattermann (1996) Br J Haematol 93:845 60 Leu (UUR) T3291C 46
(Ad) Lombes (1996) AFM Abstracts 6:218 63 Ile €4320T 47
(AS) Merante (1996) Hum Mutart 8:216 65 Lys TB356C 10
(A6) Silvestri (1996) BBRC 220:623 71 Leu (UUR} A3302G 24
(AT) Weber (1997) AJHG 60:373 72 Leu {UUR) €33037 48
(AB) Fadie (1997) Neurology 48:A247 72 Lys G8363A 49
{A9) Sciacco (1997) Neurology 48:A353 73 Ser {UCN) T7445C 50

(A10) Tiranti [1997] Ann Neurol 43:98
(A1) Bidooki (1997) AJHG 60:1430
(A12) Kawarai (1997) Neurology 49:598
(A13) Chalmers (1997) Neurology 49:589
(A 14) Santorelli (1997) Ann Neurol 42:256
(A15) Shaag (1997) BBRC 233:637

(A 16) Chinnery (1997) Neurology 49:1166

Figura 2-3 Representa as regides do tRNA funcionalmente importantes e onde ja foram
descritas mutagdes. A localizagio referida no tabela da direita indica as posi¢des das mutagdes
do mtDNA no "trevo geral" dum gene de tRNA, (adaptado de Schon et al, 1989).

Polimorfismos

Na sequéncia dos resultados obtidos na sequenciagio dos tRNAs houve
necessidade de, em trés casos (G8519A, T3308C, A8248G) se proceder ao implemento
das condigdes necessarias a sua pesquisa por PCR/RFLPs (Quadro 2-5).
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Quadro 2-5 Condigdes de amplificagdo e digestdo dos fragmentos para pesquisa das mutagdes
pontuais G8519A, T3308C ¢ A8348G.

Mutagio|  Condigdes de PCR Enzima Fragmentos Primers
pontual (endonuclease) | obtidos (pb)
; 10 min. 94°C
Imin. 94°C Normal: 246, 63 | Xba 8289F
G8519A 1min. 55°C 5 ciclos Ddel Stu 8571B
45 seg. 72°C Mutado: 309
15 min. 72°C
10 min. 94°C
1min. 94°C Normal: 226 Melas 3116F
T3308C Imin. 55°C }25 ciclos Dralll Melas 3341B
2 min. 72°C Mutado: 195, 31
15 min. 72°C
10 min. 94°C
1min. 94°C Normal: 422 Bst 7973F
 A8348G | 2 min. 60°C }25 ciclos Haell 8384B
2 min. 72°C Mutado: 397, 25
15 min. 72°C

2.3 Resultados e Discussdo

Foram investigados 102 doentes de origem portuguesa, sendo 48 do sexo
feminino e 54 do sexo masculino, com idades, 4 data da biopsia ou de colheita de
sangue para andlise, compreendidas entre 1 més e 74 anos. Esta ¢ uma amostra
representativa dos défices da CRM, dado que ¢ composta por uma populagdo pediatrica
e uma populagdo adulta (com 47 e 55 individuos, respectivamente).

Neste estudo, foram encontrados em 50 doentes (49%) as mutagdes do mtDNA a
seguir discriminadas: 27 doentes com delegBes simples de grande tamanho, 6 doentes
com delegdes multiplas, 1 doente com deplegdo e 16 doentes com mutagdes pontuais ja
descritas na literatura. Nos estudos familiares dos doentes com mutagdes pontuais, que
envolveram 32 individuos da linha materna, foram identificados mais 14 individuos
portadores de mutacdo (sintométicos ou assintomdticos). Um estudo mais alargado

destas familias encontra-se em curso.

Rearranjos do mtDNA

Dele¢des simples de grandes dimensdes

Na analise molecular, do mtDNA do musculo esquelético dos doentes

investigados, foram encontradas (através da técnica de Southern-blotting ou de PCR
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especifico para pesquisa da delegdio comum), 27 dele¢des simples, cujos tamanhos
variaram entre 2,4Kb e 7,6Kb (média: 5,3Kb), todas em heteroplasmia e com

percentagens de DNA mutado entre 16 % e 98% (média: 55%).

Na Figura 2-4, estdo representados cinco casos de delegdes com diferentes
tamanhos e distintas percentagens de mtDNA mutado, detectados através da técnica de
Southern-blotting e na Figura 2-5, esta representado um gel onde pode ser visualizado

um caso positivo de pesquisa/confirmag@o da delegdo comum (4977pb) por PCR.

1. 2 3 4 65§ 6 7 .8 8 C

Figura 2-4 Autorradiografia representativa de cinco casos de delegdes do mtDNA de diferentes
tamanhos. As amostras 1, 4, 6, 8 ¢ 9 correspondem aos D19, D23, D24, D30 e D32; C é o
controlo normal. A molécula do mtDNA “normal” tem um tamanho de 16,5 Kb, estando
também referido o tamanho das moléculas mutadas.

M Dy Dy (-) (-) (+)

1373 pb—
1078 pb—
872 pb—

603 pb—

310 pb—

Figura 2-5 Imagem de um gel de pesquisa da delegdo comum de 4977 pb, por PCR. Amplificou-
se um fragmento de 500 pb (primers: Xba 8,2F e Fok 13,7B) nos casos positivos (D19, D23).
Nos casos negativos (-) ndo ha amplificagio; (M) marcador.

As delegdes presentes nos 27 doentes com idades compreendidas entre os 7 e os

69 anos (média: 31 anos), encontram-se discriminadas no Quadro 2-6.
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Quadro 2-6 Delegdes simples de grandes dimensdes, detectadas no musculo de 27 dos
102 doentes deste estudo.

leab amanho da | Percentagem
e w i, _| mo musculo

45/ F PEO/Neuropatia 2,4 80
34/F PEO/Miopatia 49 49
69/F PEO 7,6 18
33/M PEO/Miopatia 4,9 85
17/M KSS incompleto 49 56
29/M PEO 4,9 50
37T/F PEO 7.6 33

43 /F PEO/Miopatia 2.7 48

8/M S. Leigh-like 4,9 61

12/F KSS 7.6 16
17/F PEO/Encefalopatia 4,9 85
31/M PEO 7,6 22
7/M Atingimento multissistémico (a) 7,6 52
24/F PEO/Miopatia 49 61
47/F PEO 4,9 24
23/F Miopatia 4,9 26
26/F PEO 2,4 91

41 /M Miopatia 49 59
21/M KSS 5,6 92
69/F PEO 4,9 60
32/M PEO 4,9 75 ‘
68/ M PEO 4,9 55
33/F PEO/disfagia/paresia facial 49 98

oculo-faringea

13/F KSS 4,9 81
24/F PEO 7,6 28
24/M KSS 4,9 16 (b)
18/F PEO =N | 87

Abrelaturas: PEO-oftalmoplegia externa progressiva; KSS-Sindrome de Kearns-Sayer;
(a) Miopatia, encefalopatia, baixa estatura, problemas de visdo e malformacdes;

(b) Estudo efectuado no sangue.
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A delegdo mais comum, de 4.977 Kb, estende-se da regifio do gene ATPase 8 ao

gene ND5 (Moraes et al, 1989; Holt et al, 1989; Johns et al, 1989; Tanaka et al, 1989) e

esteve presente em 59% (16/27) do numero total de delegdes. Esta delegdo ¢ limitada
por uma repeti¢do de 13pb (Schon et al, 1989).

Todas as delegdes identificadas tém repetigdes associadas e confinam-se & mesma

regido do mtDNA como comprova a Figura 2-6. De acordo com a literatura, e salvo

raros casos (Miyabayashi ef al, 1991; Ballinger et al, 1992), as delegdes ndo removem

as regides do mtDNA Oy ou Oy, correspondentes s origens de replicagdo do mtDNA.

A localizagio e o tamanho aproximado das diferentes delegbes simples,

referenciados 4 molécula de mtDNA linearizada, estdo representados na F igura 2-6.

OH OL
-[ 128 168 NDI ND2 o] COz A%% Q03 NDINDIL ND4 ND§ NDé§ Cytb

Doentes # 1, 84 — T —— 2.4 Kb

Doente #32 q:_ 2.7 Kb

Doentes # 16, 19, 23, 24, 27, 31, 39, 40, 42, | o 4.9 Kb
45,62, 77, 80, 93, 94, 96

Doentes # 66 1 5.1 Kb

Doente # 95 ™ — 5.6 Kb

Doentes # 4, 30, 43, 61, 65, 68 — 7.6 Kb

Figura 2-6 Representagio da localizagdo das diferentes delegbes do mtDNA deste estudo.

Foi tentada uma correlagio entre as dimensdes das dele¢des encontradas e o
valor percentual de cada uma delas no tecido estudado (musculo) Figura 2-7. No
entanto, ndo se conseguiu estabelecer qualquer relagdo entre o fenotipo clinico e as

caracteristicas das dele¢des (tamanho, localizagdo e percentagem).




Investiga¢io molecular do mtDNA
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Figura 2-7 Correlagdo entre a percentagem de mtDNA com delecéo e o tamanho da delegéo.

Considerando que as delegdes em geral tém cardcter esporddico e que as
histérias familiares da linha materna eram negativas, as familias dos doentes néo foram
investigadas porque os individuos eram assintométicos e seria necessdrio, efectuar
bidpsias musculares.

Os trés grandes sindromes que estfio frequentemente associados a delegOes séo:
PEO esporadica com RRFs, o KSS e o sindrome de Pearson. Embora sob o ponto de
vista genético e de patogénese, estes sejam semelhantes, a distribuicdo das delegdes
pelos tecidos diferencia estes sindromes.

Nos 102 doentes, a PEO isolada ou como parte integrante de uma doenga
multissistémica, foi um dos principais fenétipos clinicos estudados, sempre associado a
RRFs e fibras COX negativas, o que justifica o nimero significativo de delegGes
encontradas. Dos 27 doentes que revelaram delegdes simples de grande tamanho, 62%
(17/27) apresentavam um fenétipo clinico de PEO e 18% (5/27) o de KSS.

Dos 32 doentes com PEO 17 apresentaram delegBes simples de grandes
dimensdes (53%). Este dado estd de acordo com a literatura, em que s6 cerca de 50%
dos doentes com PEO tém delegdes no mtDNA (Moraes ef al, 1989).

Os casos de KSS incompleto, como o D31 que na altura do diagnéstico néo
apresentava bloqueio cardiaco, sindrome cerebeloso ou proteinorraquia superior a

100mg/dL podem mais tarde evoluir para um fenétipo mais grave (Moraes et al, 1989).
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De um modo geral, nas miopatias mitocondrias e em certos casos de KSS, as
delegBes s6 estdo presentes no musculo e, em menor quantidade, nos leucécitos (D40 do
Quadro 2-5). Pelo contrério, no sindrome de Pearson, as delegdes ja estdo presentes em
todos os tecidos, em altas percentagens, devido & natureza multissistémica deste
sindrome. H&, por conseguinte, diferengas significativas na proporgdo relativa dos
genomas deletados nos diferentes tecidos, mas pequena variagdo entre diferentes dreas
do mesmo tecido.

Neste estudo, nédo foi identificado nenhum caso de sindrome de Pearson, doenga
ndo-neurolégica da crianga, que se caracteriza por uma anemia sideroblastica,
vacualizagdo dos percursores medulares e disfungio do pancreas exdcerino,
provavelmente porque o niimero de criangas investigadas ndo foi muito elevado ¢ a sua
apresentagdo clinica ndo ser sugestiva de doenga mitocondrial. Em alguns casos
descritos, a Unica alteragdo encontrada foi uma anemia sideroblastica (Rotig et al,

1990), podendo este tipo de diagnéstico ndo ser equacionado nesta situagfo.

Duplicagdes do mtDNA
Em todos os casos positivos para delegdes do mtDNA, procedeu-se 4 pesquisa

de duplicagdes que se revelou negativa.

Deplec¢do do mtDNA

A deplegéo do mtDNA ¢ a primeira doenga humana hereditaria, caracterizada
por uma redugdio quantitativa do nivel do mtDNA qualitativamente normal,
relativamente ao nDNA. E devida a uma mutagdo no(s) gene(s) que codifica(m) as
proteinas necessérias para a replicagio do mtDNA, o que leva a uma redugdo dramatica
na quantidade de mtDNA, nos tecidos afectados (Moraes ef al, 1991).

No D2, uma crianga de 16 meses com encefalopatia, cataratas e atingimento
hepético ligeiro, foi detectado a nivel bioquimico uma hiperlactacidemia persistente (4,5
mmmol/L) e um défice multiplo dos complexos da CRM. A nivel molecular, verificou-
se uma redugéo significativa (70%) da quantidade de mtDNA muscular (Figura 2-8).

Nao foi disponibilizado tecido hepatico para confirmagdo deste resultado, nem
efectuada analise de imunocitoquimica com anticorpos anti-DNA para hibridizagdo in
situ. Os fibroblastos do doente também néo foram testados, embora raramente esta linha

celular revele a deplegdo (Poulton ef al, 1994).
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D2 ()

«— mtDNA

«— nDNA

Figura 2-8 Representagdo da deple¢io do mtDNA muscular em relagio ao nDNA do D2 e
comparagdo com um controlo normal (-).

Delegoes multiplas do mtDNA

Em todos os doentes, com PEO e RRFs, em que ndo foram identificadas
delegdes simples, procedemos a pesquisa de dele¢Ses multiplas (Figura 2-9).

Foram encontrados seis doentes com delegdes multiplas (Quadro 2-7), com
fenétipos clinicos distintos, o que demonstra a heterogeneidade clinica associada a este
genotipo que € composto por delegdes de diferentes tamanhos e niimero, conforme os
casos. Os fendtipos associados as delegdes multiplas incluiram: um caso de MNGIE,
D78, que apresentava uma neuropatia periférica e uma pseudo-obstrugio
gastrointestinal e cuja investigacfio familiar revelou um irméo clinicamente igual, numa
familia de sete irmfos que estd a ser investigada, mas que confirma o caracter
autossomico recessivo desta doenga; um caso de miosite de corpos de inclusdo
esporadica, D58; uma PEO associada a fraqueza muscular, como nos D89 e D49 e um
caso de PEO familiar e cardiomiopatia hipertréfica no D85, em que a historia familiar
sugere uma hereditariedade autossomica recessiva.

Todos os doentes eram normais ao nascimento e durante a primeira inféncia, o

que sugere que as delegdes se acumulam em tecidos p6s-mitéticos.

A patogenicidade das delegdes multiplas tem sido questionada, especialmente
nos doentes com idades mais avangadas como o D53, em que a delegéio pode ser uma
consequéncia da idade do doente e em que foi impossivel efectuar uma avaliagdo

familiar.
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Figura 2-9 Representagfio das delegdes multiplas do D78, num gel de agarose a 1%. M, e M,
sdo marcadores de peso molecular conhecido. As bandas das filas 1, 2 e 3 foram obtidas com os
primers: 1- Xba 8,2F e Fok 13,7B (delegdo comum); 2- Xba 10,2F e Kpn 16,0B; 3- ND2 5,4F e
Apa 9,2B.

Quadro 2-7 Caracteristicas clinicas, morfologicas e moleculares dos seis doentes com delegdes
multiplas.

Doente | Idade a biépsia | Fenétipo clinico | Miopatologia Delegdes miltiplas do
(anos) / sexo mtDNA (dimensdes)*
ue SDH, Inclusées |- 5142pb
i i A paracristalinas - 5767pb
d - 3121pb
D58 45/ F Miopatia M“’S'tif]gﬁ] e el 3981pb
- 4977pb
PEO / fadiga facil - 5189pb
D89 AL e dores musculares RIS - 5789pb
- 3672pb
D78 32/F MNGIE RRFs (+++) - 4135pb
- 4977pb
- 4977pb
D49 46/ F PEg l/l Sﬁi?;eza RRFs (++) |- 5269pb
- 5373pb
- 4189pb
+
D53 71/M PEO RRFs (++) - 5789pb

* O tamanho das dele¢des identificadas foi determinado por sequenciagdo do mtDNA.

Nas PEO autossémicas recessivas, a idade de inicio dos sintomas ¢ mais precoce
(Carrozzo et al, 1998), o que é uma caracteristica comum das doengas autossémicas
recessivas. Nas PEO autossémicas dominantes, a fraqueza, que afecta os musculos dos
membros e extraoculares, tem inicio na idade adulta. Os doentes em que foram
identificadas dele¢des multiplas, apresentavam RRFs e fibras COX negativas nos

estudos miopatologicos, a excepedio do D85 que revelou uma hiperactividade da SDH,
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indicando uma proliferagdo mitocondrial e na microscopia electrénica inclusdes

paracristalinas.

Em todas as dele¢des foi comprovada a presenga de uma sequéncia repetida nas
suas extremidades, o que permite a jungfo das extremidades soltas apds dele¢do. Nas
delegdes representadas na Figura 2-10, estdo sublinhadas as repetigdes encontradas: na
delecdo de 4977pb (repetigdo de 13 pb), na dele¢do de 3672 pb (repeti¢do de 5 pb) e na
delecdo de 4135pb (repeti¢do de 5 pb).

a G C At

€CT €CCCT CAC C AT T
190 200

ATPase 8 ND5
ACCTCCCTCACCA | AAGCC........ACCTCCCTCACCA | TTGGCA
T T
8482 A 4977 pb 13460
t AC T AT T c 7T CA AC C C
130
ATPase 8 ND4
ACTATTCCTCA | CCCAA........... CcCTCA | Accc
¢ 1
8435 A3672 pb 12108
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T T G A A ac:u e ¢eac¢c ¢ @ac ¢ T sgo
tRNASYS COXIII
TTGAAGC | TGCTT........... GAAGC| CGCCGCCTG
T i
5781 A4135 pb 9917

Figura 2-10 Representagfio (parcial) da sequéncia das moléculas de mtDNA do doente D78,
onde se evidenciam trés delegdes de diferentes dimensdes.

Mutagdes pontuais do mtDNA

A pesquisa de mutagdes pontuais no mtDNA dos 102 doentes, revelou 16
mutagbes nos tRNAs e nos genes estruturais. Neste estudo, encontramos as mutagdes
mais comuns associadas aos grupos sindroméaticos melhor definidos tais como MELAS,
MERREF, S. Leigh/MILS e LHON,

Mutagdo pontual A3243G

A mutagdio A3243G foi a mutagdio pontual mais comum encontrada nos doentes
investigados, o que estd de acordo com a literatura. Na grande maioria dos casos, o
estudo molecular foi iniciado pela pesquisa desta mutagdo que representa o paradigma
de heterogeneidade da genética mitocondrial.

A variagdo A—G, no nucleétido 3243 (Goto et al, 1990), foi detectada em
heteroplasmia (Figura 2-11) em seis doentes. No total de 26 individuos foram
analisados sangue de 20, musculo de trés e sangue ¢ musculo de outros trés. Foi
observada heteroplasmia para esta mutagdo em 14 individuos (seis probandus e oito
individuos da linha materna, sendo trés oligossintomaticos). Em 12 casos
assintomaticos ndo foi detectada a mutagfio no sangue e ndo foi possivel efectuar
biopsia de miisculo para confirmagéio deste resultado.

A mutag@o introduz um novo local de restri¢do para a enzima Haelll.
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a () () Ds (¥

238 pb
238 pb

Amplificado 5’ ol 3

32 pb 169 pb 3
Normal g ie¥ I i 7P s

Il

32 pb 72 pb

Mutado 3 P h[ P H gD Il ST b gt

Figura 2-11 Em cima: Padrdes electroforéticos dos fragmentos resultantes da digestdo do
produto amplificado com a enzima de restrigdo Haelll. (a) produto amplificado e ndo digerido;
(-) controlo negativo; D5-caso positivo; (+) controlo positivo. Em baixo: Diagrama que mostra a
estratégia utilizada para testar a presenga ou auséncia de locais de restricio para a enzima
Haelll.

Os resultados do ensaio de restrigdo foram posteriormente confirmados por

sequenciagfo automatica do tRNAM""N) (Figura 2-12).

\

AT a a ¢CA G AGCC C aaa T

A B

Figura 2-12 Parte da sequéncia do tRNA Leu(UUR). (A) representa um controlo normal e (B) o
doente 5 com a mutagdo A3243G.
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No Quadro 2-8 estdo indicados resumidamente os dados clinicos, bioquimicos,
morfologicos e de genética molecular dos seis probandos. Nestes doentes, e embora s6
trés deles apresentassem um quadro tipico de MELAS, foi tentada uma correlagfio entre

a quantidade de mtDNA mutado e a idade de inicio da doenga (Figura 2-13).

Quadro 2-8. Dados clinicos, morfolégicos , bioquimicos e moleculares dos seis doentes com a
mutacio A3243G.

D5 D29 D38

- Familia A | Familia B Familia C

Fendtipo clinico | MELAS CM PEO-DM

Sexo : M M F

Idade de inicio 6 3 Adolescéncia 5 7 20
(anos)

Idade de 12 6 512, 10 20 28
| diagnostico (anos)

Intolerdncia ao + 4+ - i i -
exercicio

Fraqueza muscular + = -+ . + -
PEO - - 5 - - -
Acidentes > + = * .
vasculares

Convulsdes + - - ¥ o -
Nauseas, vémitos 5 + + - + + A
Surdez " - 2 - + v
Cardiomiopatia Hipertréfica | Dilatada . - Hipertréfica .
Pequena estatura + + + + + +
Ataxia + - & i ¥ i
Diabetes mellitus + - & - -

Dificuldades de + - + + + +
| aprendizagem

Outras Anorexia Anorexia Diplopia Rigidez | Microcefalia -
manifestagdes Enxaqueca Enxaqueca Hirsutismo
Escoliose Retinopatia Dismorfias

% RRFs no s
Noiaeiilis 20 2 3 10 20
Actividade 1(10%); 1(20%); Normal 1(9%); n.d. n. d.
animéﬁca residual | 11 (35%); 111 (22%; IV(11%)

dos complexos da IV (15%) IV (12%)

CRM

% mtDNA mutado 78 (m) 88 (m); 65 (m) 82 (m); 79 (m) 67 (m);

68 (s) 54 (s) 20 (s)

Legenda: CM-cardiomiopatia; PEQ-DM-(PEO-diabettes mellitus); SL-(sindrome de Leigh);
(m)-musculo; (s)-sangue; n.d-(ndo determinado).
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Figura 2-13 Correlag#o entre a percentagem de mutagéo pontual A3243G nos seis probandos e a
idade de inicio da doenca.

A quantidade de mtDNA mutado nos tecidos dos casos index variou entre 20% e
88% com um valor médio de 67%, sendo de 76+9% no musculo e 47+25% no sangue.
A proporgdo de mtDNA mutado no sangue dos casos afectados e dos ndo afectados
sobrepde-se, o que limita a utilizagéo deste dado para fins prognésticos.

Nos doentes estudados ndo houve relago entre o inicio dos sintomas e a
percentagem do mtDNA mutado no musculo. Relativamente a apresentagéo clinica e &
duragiio da doenga nfo foi evidente qualquer relagdo com aquele pardmetro. Pelo
contrario, a quantidade de mtDNA mutado no sangue estava relacionada com a
gravidade da apresentagfio fenotipica e com a idade de inicio dos sintomas.

A anélise de genética molecular do mtDNA de 20 membros da linha materna dos
casos index (Figura 2-14) demonstrou que esta mutagéio também pode estar presente em
individuos assintomaticos ou oligossintomaticos mas as percentagens dos genomas
mutados sdo mais baixas. A presenga de mtDNA mutado ndo €, por conseguinte,
suficiente para originar uma disfungdo mitocondrial, tem de exceder o limiar de
expressdo para ter expressdo fenotipica. O limiar de expressdo de uma determinada
mutagdo do mtDNA pode ser determinada especificamente para cada familia.

Dado que o numero de moléculas mutadas no sangue ¢ menor que no musculo
(Ciafaloni et al, 1992), a mutagdo pode ndo ser detectdvel nas células sanguineas de
alguns doentes e ser detectavel no musculo. O rastreio desta mutagfo no sangue ¢
importante mas néio absolutamente fidvel.

A alta incidéncia das mutag¢des encontradas no gene do tRNAUUR) evidencia \

esta regidio como uma regido hot spot nas doengas mitocondriais (Moraes ef al, 1993).
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Familia A O O

Familia B 4
Heo
SO D D D S
o . .
Familia C Familia D D—’—_g

U )

Familia E O—

Figura 2-14 Arvores familiares das cinco familias portadoras da mutagéio A3243G. Os simbolos
preenchidos indicam os individuos portadores da mutagdo; os simbolos ndo preenchidos os

casos negativos; o sinal negativo (-) indica que os individuos ndo foram estudados para esta
mutagdo. As setas indicam os probandos.
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Mutagdo pontual A8344G

A mutagiio A8344G foi detectada por ensaio de restri¢fo (Figura 2-15) em dois
doentes (D28 ¢ D91), encontrando-se em grande quantidade tanto no misculo (>85%),
como no sangue (>64%). No entanto, a gravidade dos respectivos quadros clinicos
assim como a idade de inicio dos sintomas foram muito diferentes. De acordo com os
casos referidos na literatura (Tanno ef al, 1991; Seibel et al, 1991; Ozawa et al, 1995)
ndo h4 uma relagéo entre a percentagem de mtDNA mutado e o fenétipo clinico.

A presenga desta mutagdo foi confirmada por sequenciagdo do tRNAM® (Figura

2-16).
) HOOa M Ma®OO
<« 417 pb
<« 298 pb
108 pb —
73 pb—>
« 78 pb
<« 52 pb
«41pb
35 pb—> < 26 pb
b .
108 pb
Amplificado 5 2 B 3
108 pb
Normal 5 3
73 pb 35pb
Mutado 5 . “ £ 3?
A
417 pb
Amplificado 5 - 3’
298 pb 41 pb 78 pb
Normal 5 £ E - ki
298 pb 41 pb 52 pb 26 pb
Mutado 5 - E 5 ” s !
B

Figura 2-15 Detecgéio da mutagiio A8344G por PCR/RFLP; (a) fragmento amplificado ndo
digerido; (+) controlo positivo; (-) controlo negativo e (M) marcador; (A) perfil obtido com
as condigdes actuais (digestdo com Bgll) e (B) perfil obtido com as condigdes iniciais deste
estudo (digestdo com Banll) .
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A B
i v
A QG AG A ACC AA.

N &

i

Figura 2-16 Representagdo parcial da sequéncia do tRNA""do D42 (A) e de um controlo normal (B).

A G AG AG CCAAC

No Quadro 2-9 estdio referidos os fenotipos clinicos e os dados genéticos dos

dois doentes em que a “mutagdo MERRF" foi detectada .

Quadro 2-9 Dados clinicos, bioquimicos e moleculares dos dois doentes com a mutagiio A8344G.

Actividade
Fenétipo | Idade de | Historia Estudo  |% mtDNA mutado cn?:lmétlca
Doente ; Y v i : s residual dos
Clinico |inicio /sexo| familiar |miopatolégico | musculo /sangue
complexos da
CRM
g 111 (28%);
D28 | Miopatia | 32/M | Negativa RRF 89 81
IV(36%)
D91 | MERRF | 11/F | Positiva | Acumulagdo |  9g 64
de lipidos IV (17%)

O D28 actualmente com 43 anos, apresenta uma miopatia proximal (queixas de
fraqueza proximal dos quatro membros, com agravamento progressivo desde ha cinco
anos) com presenga de algumas RRFs. Apresenta a particularidade de apds quatro anos
de evolugdo ainda ndo ter desenvolvido qualquer sintoma cerebral (Berkovic et al,
1989).

O D91 apresentou para além do atraso mental moderado, convulsdes ténico-
clénicas generalizadas desde os 11 anos e ataxia cerebelosa. Faleceu recentemente com
13 anos. O estudo histopatolégico da biépsia muscular revelou a presenca de alteragdes
inespecificas salientando-se a presenga de grande quantidade de lipidos. E de realgar
que, apesar de por defini¢do, estes doentes evidenciarem RRFs na bi6psia muscular,
nesta doente elas ndo foram visualizadas nos varios cortes histologicos efectuados.
Ocasionalmente, tém sido referidos casos semelhantes (Fukuhara, 1995; Campos et al,
1996). A manifestagdo da doenga pode ocorrer desde a infincia até idades mais

avangadas embora seja mais frequente durante a segunda década de vida como o D91.
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Nos dois doentes com a muta¢io A8344G ainda ndo foi possivel estudar as
respectivas familias, embora a D28 tenha uma historia familiar positiva: a morte em
estado de mal convulsivo da mae aos 46 anos, e de dois irmdos de 9 e 14 anos. O D91
ndo tem familiares da linha materna vivos e a filha era saudavel. Nenhum era portador
de lipomatose. Diferentes formas de apresentagdo tém sido detectadas mesmo dentro da
mesma familia, o que indica que este sindrome pode ter uma grande heterogeneidade
clinica (Lombeés et al, 1989). A mutagdo T8356G descrita, associada ao MERRF, ndo

foi identificada nos doentes deste estudo.

Mutagées pontuais T8993G/C

As mutagdes 8993 T—G/C localizadas na ATPase 6 podem originar um fenotipo
clinico de sindrome de Leigh (SL). No decurso deste estudo foram diagnosticados trés
doentes com a mutagio T8993G e dois com a substituigdo menos frequente T8993C. A
mutacdo do nucledtido 8993 quer com a transicio T — G quer T — C cria mais um

local de restrigio com a enzima Mpsl1 (Figura 2-17).

M a B ¢ )

Amplificado 5’

Normal 52 157pb 38 pb 1142 pb 658 pb

Mutado 50 157pb )38pb 842 pb 300 pb 658 pb

Figura 2-17 Detecgdo das mutagdes T8993G/C por PCR & digestao com a enzima Mspl. (a)
fragmento amplificado e ndo digerido, (-) controlo negativo; () controlo positivo, (M)
marcador.
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Estas mutagdes do gene ATPase 6 originam a substitui¢do de um residuo de
leucina por um de arginina na T8993G (Holt et al, 1990) e por um de prolina na
T8993C (de Vries et al, 1993; Santorelli et al, 1994).

Uma vez detectadas por ensaio de restrigdo, as mutagdes foram confirmadas por
sequenciagéo (Figura 2-18).

No Quadro 2-10 estdo referidos os cinco doentes detectados neste estudo
portadores das mutagdes T8993G/C.

A B

ASANCECROHEE 0 Ra O NG @ ¢cC cc @a@aacocar
180 140

{
MMX
Figura 2-18 Representagdo parcial da sequenciagdo do gene da ATPase 6 evidenciando a
mutagdo T8993C (A) e a T8993G (B).

Quadro 2-10 Dados clinicos, morfolégicos, bioquimicos e moleculares dos cinco doentes com
as mutagdes T8993G/C.

Actividade
g Mutagio enzimatica
Papates l::?if:::l;o i;g;gfsg:o miof):::g;i:gico S nmitaids tokinal i
mtDNA mutado complexos da
CRM
D56 Sem
(familia A) SL 1/M alteragdes T8993G 95% (M) Normal
D90 Sem T8993G > 99% :
(familia B) el 3/F alteragdes (M) L¥ =23
D86 Sem
(familia C) SL 51 F ilintacties T8993G 95% (M) Normal
D33 NARP 15/M N.D. T8993C 99% (S) N.D.
D87 NARP 15/F N.D. T8993C 85% (S) N.D.

Abreviaturas: F (feminino); M (masculino); SL, sindrome de Leigh; NARP, neuropatia, ataxia e
retinite pigmentar ; N.D. (ndo determinado); M (misculo) e (S) sangue.
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Estes casos com fendtipo clinico de NARP ou de MILS, associados a dados
imagiologicos caracteristicos, foram investigados sob o ponto de vista molecular apesar
do estudo bioquimico ndo ter sido informativo, pois necessitariamos de dispor de
musculo fresco para determinar a actividade enzimatica da ATPase. No entanto, Tatuch
et al, 1995 demonstraram que a ATPase nfo est4d afectada nestes casos e mais tarde,
Vasquez-Memije ef al, em 1997 e 1998 corroboraram o mesmo nos fibroblastos e em
cibridos que continham cerca de 100% de mutacfo. Contudo, recentemente Hartzog et
al, 1999 demonstraram uma redugdo da translocagdo de protdes através da F1F0 da
ATPase na Escherichia coli, utilizada como modelo bioquimico de SL com a mutagéo
T8993C.

Nos dois doentes com a transigdo T—C, a pesquisa foi efectuada unicamente em

sangue, com base no fenétipo clinico.

A mutagdo T8993G, quando presente em grande quantidade (>90%), provoca o
SL e em menor percentagem origina o fendtipo de NARP normalmente com revelagéo
na fase adulta (Tatuch et al, 1992). Os trés casos com T8993G (D90; D56 e D86)
apresentaram-se como SL. A mutag@io T8993C presente nos casos D33 e D87 é menos
frequente, mas possui caracteristicas clinicas semelhantes as da mutagdo T8993G.
Contudo, a evolugio parece ser mais lenta, com flutua¢des e a gravidade do fenotipo
clinico ndo se correlaciona com a percentagem de mtDNA mutado (Makino et al, 2000).
Este dado ja tinha sido sugerido por outros autores (Rahman et al, 1996; Santorelli ef al,
1996). A explicagdo para estas diferengas pode estar nos diferentes aminodcidos

substituidos.

Foram estudados 11 individuos das trés familias dos doentes com a mutagdo
T8993G o que permitiu a identificagfio de mais um caso sintomatico, irma do D90, (com
uma quantidade de mtDNA mutado superior a 99%) e de quatro portadores
assintomdticos (mées dos D56, D90, D86 e irma do D56 com 21%, 76%, <5% e 49%,
de mtDNA mutado, respectivamente). As arvores familiares estdo representados na
Figura 2-19. O estudo familiar dos probandos com a mutagdo T8993C encontra-se em
curso.

As outras mutagdes T8851C e T9176C/G pesquisadas neste fenotipo revelaram-

se negativas em todos os casos.
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Familia B

Familia C

6 4

Figura 2-19 Arvores familiares dos doentes portadores da mutagdo T8993G. Os simbolos
preenchidos indicam os individuos portadores da mutago; os simbolos néo preenchidos os casos
negativos; o sinal negativo (-) indica que os individuos ndo foram estudados para esta mutagfo. As

setas indicam os probandos.
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Mutagio pontual G11778A
A mutagfo pontual G11778A (Figura 2-20), localizada no gene ND4, resulta na

Investigacio molecular do mtDNA

mutagdo mais frequente e mais grave associada & LHON e foi identificada em trés

doentes jovens do sexo masculino em homoplasmia (Quadro 2-11).

substituigdo de uma arginina por uma histidina num local altamente conservado. E a
|
\

Amplificado 5’
Normal 5°

Mutado 3?

() D# () ¥

M D54 a

« 745 pb

« 626 pb

« 119 pb
745 pb "
626 pb I 119 pb ,
| 3

745 pb

p ”

Figura 2-20 Detecgdo da mutagdo G11778G por PCR/RFLP num gel de agarose a 1% em TAE.
(a) fragmento amplificado e ndo digerido; (-) controlo negativo; (M) marcador de peso
molecular conhecido; (+) controlo positivo; e (D44 e D54) casos positivos.

Quadro 2-11 Dados dos trés doentes em que a mutagdo pontual G11778G foi detectada

st Bensituoslinios Idade de inicio % mutado
e i (anos) /sexo musculo sangue
D44 LHON 32/M - 100
D54 LHON 25/M - 100
D102 LHON 17/M - 100

Os resultados encontrados neste estudo estdo de acordo com a frequéncia desta

mutagfio na LHON, assim como com a idade e o predominio no sexo masculino. Os trés
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doentes eram portadores da muta¢do mais comum em homoplasmia e apresentavam o
fenotipo caracteristico de LHON. Duas familias recusaram qualquer investigagdo, o que
ndo permitiu determinar a expressdo da mutagdo. A terceira familia estd a ser
presentemente investigada.

Todos os doentes com atrofia Optica foram também testados para as mutagdes
G3460A, T14484C, e G15257A sem positividade.

Outras mutacdes

Neste estudo ndo foi identificado nenhum doente com as mutagdes T8356C ou
T-3271C, embora fossem sistematicamente rastreadas juntamente com as mutagdes m
ais comuns associadas a determinados fendétipos.

Nos doentes com RRFs procedeu-se a sequenciagdo dos tRNAs. Uma vez que o
tRNAYMUUR) ¢ o tRNA com mais mutagdes descritas, este foi sequenciado em 53
doentes, seguido do tRNA™® em 37, do tRNA"™M%EM ¢ 9 do tRNA™ em 8 do
tRNAY" em 6 ¢ do tRNA"™" em 2. O estudo dos restantes tRNAs encontra-se em

Curso.

Polimorfismos

Para além das mutagdes patogénicas anteriormente referidas, foram ainda
identificadas 27 mutagdes que mereceram uma investigagdo no sentido de averiguar o
seu caracter patogénico. Constatamos que 19 (Quadro 2-12) ja tinham sido descritas por
outros grupos como polimorfismos, ndo havendo qualquer referéncia as restantes
oito(Quadro 2-13). Em todos os casos que se deram transigdes, as purinas (A ou )
substituiram purinas e as pirimidinas (C ou T) substituiram pirimidinas. Transversdes,
purinas substituindo pirimidinas ou vice-versa foram raras, como o caso da mutagéo
AS574T.

Apesar do mtDNA ser um genoma com elevado niimero de polimorfismos, uma
mutagdo ndo significa necessariamente uma altera¢do funcional, embora, como a
informagfio genética do mtDNA estd muito compactada, uma mutagdo possa facilmente
atingir um gene codificante e originar uma doenga mitocondrial. De uma maneira geral
as variantes ndo patogénicas ocorrem em homoplasmia, ou seja, cada individuo ¢

constituido por uma populagdo uniforme de moléculas de DNA. As mutagdes




Investiga¢iio molecular do mtDNA

patogénicas, por outro lado, apresentam-se maioritariamente em heteroplasmia, com os
individuos a possuirem mais do que uma variante da molécula de mtDNA.

Quadro 2-12 Polimorfismos ja descritos encontrados neste estudo.

Mutagéo Localizacio no mtDNA Referéncia
T489C D - loop Ozawa et al, 1991
AS14CA D - loop Ozawa et al, 1991
G1719A 16S rRNA Marzuki et al, 1991
T1738C 16S rRNA Polyak et al, 1998
C3192T 16S rRNA Shoffner et al, 1993
T3197C 16S rRNA Sternberg et al, 1998
T3308C ND1 Campos et al, 1997
T5655C tRNA 2 Polyak et al, 1999
G7521A tRNA ¥ Moraes et al, 1993
G8251A COX1I Tanaka et Ozawa, 1994
AB348G tRNA ™ Sternberg ef al, 1998
C8393T ATPase 8 Andreu et al, 1999
T8448C {RNA Rieder e7 al, 1998
C8468T a ATPase 8 Moraes et al, 1993
A9 bp COXII/tRNA™® Passarino et al, 1993
A8512G ATPase 8 Suomalainen et al, 1992
G8519A ATPase 8 Shields Keith ef al, 1999
A10398G ND3 Ozawa et al, 1991
- A14769C Cit b Andreu et al, 1999

As mutagdes patogénicas de baixa morbilidade em que o aparecimento de
sintomas € tardio, como é o caso da G11778A associado a LHON, comportam-se de
forma semelhante a polimorfismos de baixa frequéncia, apresentando-se
caracteristicamente em homoplasmia e estdo geralmente associadas a um tnico
haplétipo ancestral (Wallace, 1995).

Muitas mutagdes "neutras" fixam-se no genoma, contribuindo para a grande
diversidade do mtDNA entre os grupos étnicos e dos proprios individuos como se
provou com a mutagdo T3308C. Inicialmente publicada como mutagdo patogénica

(Campos et al, 1997) foi equacionada por nés como polimorfismo (Vilarinho et al,
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1999) e posteriormente confirmada como sendo um polimorfismo marcador do
haplogrupo L1b.

Esta mutagdo foi inicialmente suposta patogénica, devido em parte a
heteroplasmia que lhe estava associada, contudo, mais tarde foi comprovado, que se
tratou de uma digestdo incompleta pela enzima de restrigdo utilizada. Recentemente
outro caso similar, o polimorfismo A5656G, foi objecto de publicagdo (Finnila ef al,
1999).

No Quadro 2-13 estdo referidas as mutagdes ainda ndo descritas. Neste grupo
inclui-se a T10101C localizada no gene ND3, sobre a qual nfio se questionou a sua
patogenicidade, uma vez que ndo induz uma substituigdo aminoacidica. No entanto,

outras h4 em que a sua patogenicidade deve ser esclarecida.

Quadro 2-13 Novas mutagdes detectadas neste trabalho e ainda em estudo.

Mutacio Gene Substitui¢cdo aminoacidica
AS74T D-loop =
C1677T 16S rRNA -
G5773A tRNASYS -
T9137C ATPase 6 Ile > Leu
T10031C tRNA"Y -
T10101C ND3 Leu — Leu
G12318A tRNAMHCTN) -
C14751T Cith Thr — Ile

Todas estas mutagdes foram detectadas em doentes cuja mutagio patogénica
ainda ndo foi identificada, 4 excep¢io da G12318A, encontrada no D78 e que
apresentou delegdes multiplas no mtDNA.

Neste grupo, incluem-se mutagdes em genes estruturais e em RNAs.

A averiguagdo da patogenicidade destas mutagdes incluird estudos familiares,
defini¢do de heteroplasmia e a pesquisa da sua existéncia numa amostra normal,
haplotipicamente bem definida, uma vez que é essencial que a amostra controlo
pertenga a mesma populagfo da amostra investigada. Nos casos em que esta pesquisa se

revelar inconclusiva, a continuagiio do estudo passara pela realizagdo de estudos de

expressao.
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3. Discussdo global e perspectivas

3.1 Actualidade e importincia do trabalho

Contrariamente a genética mendeliana, cujas leis foram identificadas no século
XIX, a genética mitocondrial ¢ uma area cientifica muito jovem com a qual emergem
novos conceitos como a heteroplasmia e a hereditariedade materna e um novo grupo de
doengas causadas por alteragdes do mtDNA.

Desde 1988, tém sido publicados vérios trabalhos sobre a anélise mutacional dos
défices da CRM e seu prognéstico. A acumulagio de conhecimentos relativamente as
doengas mitocondriais e em especial aquelas causadas pelas mutagdes no mtDNA,
suscitou nos 1ltimos anos um profundo interesse no controlo metabélico da OXPHOS
(Villani et al, 1997). Embora ocorra uma multiplicidade de reac¢des bioquimicas na
mitocdndria, o sistema OXPHOS € o0 mais importante em termos de produgdo de ATP e

de relagdo com a doenga humana.

Todos os trabalhos que possam contribuir para uma melhor informagéo e
conhecimento dos défices da CRM sdo, entio, de grande importincia. A escassez de
dados sobre esta temética no nosso Pais e na nossa populagéo, e a necessidade premente
de esclarecer em termos bioquimicos e genéticos numerosas situagdes, levou-nos ao
implemento da metodologia necessaria a um diagnéstico preciso destas patologias.

Uma vez que s6 num nimero limitado de casos ¢ possivel identificar as
mutagOes causadoras das doengas mitocondriais, os estudos bioquimicos constituem um

meio importante para a detecgdo dos défices da CRM.

Desde que a primeira doenga causada por um defeito num gene do mtDNA foi
identificada (Holt ef al, 1988; Wallace et al, 1988), mais de 50 mutagdes pontuais
patogénicas diferentes (DiMauro ef Schon, 1998) e de uma centena de dele¢des
(Wallace er al, 1993) foram referidas. Se considerarmos que muitas destas doengas tém
associada uma hereditariedade materna (Shoffner et al, 1996), entdo os defeitos do
mtDNA sdo no seu conjunto uma das principais causas das doengas hereditarias do
metabolismo (Chinnery es Turnbull, 1998). Incluidas neste tipo de doengas, as

alteragbes do metabolismo energético mitocondrial €, mais concretamente, os défices da
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CRM tém uma incidéncia aproximada de 1/10.000 recém-nascidos, sendo portanto a

maior causa de hiperlactacidemia priméaria (Bourgeron et al, 1995).

Com base exclusivamente nos dados clinicos, o diagnéstico destas situagdes €
particularmente dificil devido ao largo espectro de sintomas associados a estas doengas
(DiMauro et al, 1998), contribuindo para este facto fundamentalmente: a natureza
ubiquitdria das mitocondrias, o duplo controlo genético da CRM e os aspectos
peculiares da genética mitocondrial (DiMauro ef al, 1996). De um numero total de 435
individuos clinicamente suspeitos e investigados neste trabalho, s6 em 102 (23%) o
diagnéstico foi confirmado através de uma abordagem multidisciplinar: miopatolégica,

enzimadtica e molecular.

3.2 Heterogeneidade clinica

Extrema variabilidade de apresentacio clinica

Este estudo confirma o largo espectro de doengas associadas a disfungéo da
CRM referenciadas em vérias revisdes (Bindoff et al, 1990; Rowland ef al, 1991;
Munnich et al, 1992; DiMauro et Moraes, 1993; Jackson ef al, 1995).

Nas citopatias mitocondriais, todos os tecidos e orgéos podem ser atingidos, mas
os tecidos com elevada dependéncia do metabolismo energético, como os musculos
esquelético e cardiaco e o SNC, sio os mais vulneraveis. A presenca de uma por¢éo,
ainda que pequena, de mtDNA mutado pode afectar a capacidade respiratoria destes
tecidos, enquanto que grandes quantidades podem ter um efeito devastador na sua
fungdo. Assim se compreende que as doengas mitocondriais sejam predominantemente
encefalo(mio)patias (DiMauro et al, 1993).

Com este estudo pudemos efectivamente verificar que a maioria dos doentes
diagnosticados teve uma expressdo exclusivamente neuromuscular. No entanto, um
numero significativo de doentes apresentou um largo espectro de manifestagdes clinicas,
resultantes de defeitos genéticos da OXPHOS noutros tecidos e orgéos como figado,
coragdo, rim, 6rgéos sensoriais e pele.

Embora nfo muito frequente, a faléncia hepatica progressiva pode também ser
uma das miltiplas apresentagdes clinicas dos défices da CRM. Neste estudo, foram

identificados quatro doentes com faléncia hepatica (D59; D72; D76; D98) que tiveram
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evolugdo fatal num curto espago de tempo, de modo semelhante a outros casos descritos
na literatura (Mazzela et al, 1997).

Finalmente, as doengas psiquidtricas podem constituir uma forma de
apresentagio de doengas mitocondriais (Suomalainen er al, 1992), sendo a depressio a
forma mais importante associada a mutagdes "primarias" do mtDNA, como se
demonstrou nos familiares maternos dos casos index com a mutagdo MELAS (Vilarinho
et al, 1999°). Provavelmente o papel das mutagdes do mtDNA tem sido subestimado em
psiquiatria (McMahon et al, 1995), se atendermos ao ntimero de doentes em que neste
estudo foram identificados problemas psiquiatricos. Num numero reduzido de doentes o
autismo, caracterizado por um atraso na aquisigio de linguagem, percepgdo e

socializagéo foi um dado referenciado e englobado na encefalopatia.

A investigagio destes doentes ¢ um desafio, dada a variabilidade do fenétipo
clinico. As doengas mitocondriais fazem parte do diagnéstico diferencial de muitos
erros inatos do metabolismo, assim como de diversas doengas adquiridas do adulto.

Certas associages de sinais e sintomas podem alertar o clinico para este tipo de
diagndstico: pequena estatura, surdez neuro-sensorial, PEQ, neuropatia axonal, diabetes
mellitus, cardiomiopatia hipertréfica e acidose tubular renal (DiMauro et Schon, 1998),
tal como se verificou nos doentes estudados. No SL, a causa mitocondrial deve sempre
ser equacionada, como se comprovou nos cinco casos diagnosticados (D33; D56; D86;
D87 e D90).

E importante salientar, que as formas de apresentagdo mais frequentes (o quadro
miopético, a encefalopatia e a PEO) foram também, com excepedo da PEO, muito comuns
nos suspeitos ndo confirmados, uma vez que a PEO pode ter diferentes etiologias
(Rowland et al, 1997).

Nao hd por conseguinte, um quadro clinico especifico de citopatia mitocondrial. 5
a associagdo de sintomas e sinais neurolégicos, ndo explicdveis em termos de topografia de
lesdes ou de atingimento preferencial de sistemas especificos, que pode fazer evocar o

diagnostico.

Influéncia da idade nas manifestages clinicas
A populagdo incluida neste estudo cobre um amplo leque etdrio, o que permitiu
comprovar a variagdo de expressdo da doenga segundo a idade: quadros encefalopaticos

(atraso mental e epilepsia) predominaram nas criangas e adolescentes, enquanto que a PEO
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foi uma apresentagdo mais frequente no adulto, aumentando a frequéncia do seu
aparecimento de forma progressiva com a idade.

O inicio da sintomatologia pode ocorrer ainda in utero como sucedeu com os seis
doentes diagnosticados (D6; D10; D17; D18; D69; D72) que apresentavam dismorfias ¢
atraso de crescimento intra-uterino, ou mais tardiamente como nos casos com KSS ou nos
quadros puramente miopaticos.

No periodo neonatal, devido as grandes necessidades energéticas do recém-
nascido, uma doenga da CRM provoca frequentemente um quadro de hipotonia, letargia,
dificuldades respiratdrias e de alimentagfio, atraso de crescimento, convulsdes e vomitos
(Jackson et al, 1995; Sue et al, 1999), como sucedeu com cinco doentes deste estudo (D15;
D48; D51; D56; D70). Estes sintomas, associados a hiperlactacidemias moderadas a
graves, podem inicialmente ser confundidos com os provocados por andxia, sepsis ou
outras doengas metabolicas.

Durante o primeiro ano de vida, existe geralmente um atingimento plurivisceral
com sintomatologia de gravidade varidvel, podendo ser, por vezes, rapidamente mortal. Na
infincia e adolescéncia, os quadros clinicos neuroldgicos tém grande importéncia
paralelamente com a variada sintomatologia nfio neuromuscular. Nesta série, os doentes
que surgiram com quadros neuromusculares e cardiacos nos periodos neonatal e lactente
tiveram uma evolugdo extremamente grave, tendo oito vindo a falecer. Na avaliagfio
cardiolégica, encontramos manifestagdes de cardiomiopatia hipertréfica ou dilatada em
nove criangas que iniciaram precocemente as suas manifestagSes clinicas, como os casos

descritos por Anan et al, 1995 e Marin-Garcia et al, 1996.

Dos doentes diagnosticados, 22 j4 faleceram. Estes tinham idades compreendidas
entre um més e os 36 anos e apresentavam um atingimento multissistémico ou sindromes
classicos de citopatia mitocondrial. Poderemos pois inferir que, quanto mais precoce for a
apresentacdo clinica, mais grave sera o prognostico. E contudo de real¢ar, que algumas das
criangas que faleceram tinham uma actividade enzimética da CRM residual mais elevada
do que as outras que sobreviveram. Algumas destas criangas encontram-se com uma
evolugdio aparentemente favoravel. Estes aspectos testemunham a dificuldade existente em
estabelecer correlagdes entre o quadro clinico e o defeito enzimético j4 comprovado por
outros grupos (DiMauro et al, 1993; Dougherty et al, 1994; Adams et al, 1996).

O ligeiro predominio deste tipo de patologia observado no sexo masculino, nesta

casuistica, ndo ¢ significativo.
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Raridade dos sindromes cldssicos

Em alguns casos, os sintomas podem progredir e envolver sucessivamente novos
orgdos e sistemas, sendo susceptiveis de ser agrupados em sindromes clinicos especificos.
Alguns destes sindromes sdo de tal forma caracteristicos, que o seu diagnéstico néo
oferece grande dificuldade. Trata-se contudo de situagdes relativamente raras, tal como
se pode constatar com este estudo, no qual somente 24 dos 102 (24%) doentes

estudados eram portadores de sindromes classicos.

Nas doengas da CRM ¢ comum a heterogeneidade clinica entre os diferentes
doentes e inclusivé entre os membros afectados da mesma familia. E, por exemplo,
extremamente raro observar mais do que um doente com fenétipo MELAS tipico numa
familia; os restantes familiares so normalmente oligossintométicos ou assintomaticos,
como se pode confirmar com os nossos estudos familiares. S6 em trés casos dos seis
com fenétipo de MELAS foi identificada a mutagio mais comum A3243G associada a
este sindrome.

Outro exemplo de heterogeneidade clinica foi observado no caso da familia do
D90, uma crianga de trés anos, que ap6s um sindrome febril desenvolveu um quadro de
fraqueza muscular progressiva ficando em estado comatoso e apneico. A RMN cerebral
efectuada revelou alteragdes compativeis com um sindrome de Leigh. A irmé de oito
anos de idade, na altura sem diagnéstico, apresentava atraso mental e paraparésia
espastica. Ambos os doentes eram portadores da mutagdo T8993G em quantidade
semelhante, com apresentagdes bastante diferentes e graves.

Os dois doentes portadores da mutagio mais comum associada ao MERRF
(A8344G) identificados neste estudo, apresentaram um quadro clinico de diferente
gravidade e com distintas idades de inicio de sintomas. Enquanto que o D28,
actualmente com 43 anos de idade, apresenta uma fraqueza muscular proximal que teve
inicio ha cerca de cinco anos e que tem sido de progressdo lenta, no D91 os primeiros
sintomas revelaram-se na segunda infincia, vindo a falecer com 13 anos de idade.

O KSS foi dos sindromes mais frequentes na nossa casuistica, embora com
diferentes apresentagdes clinicas. A idade de diagnéstico oscilou entre os 12 e os 24
anos e todos tinham delegdes simples de grande tamanho no mtDNA. No D40 o
diagndstico molecular foi efectuado em DNA leucocitario, devido a inexisténcia de
material de biépsia muscular. Dada a natureza multissistémica do KSS, outros orgéos

podem estar envolvidos e diferentes percentagens de mtDNA mutado podem estar
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presentes, ao contrdrio do que sucede com as PEO em que as delegdes estdo

normalmente confinadas ao musculo esquelético (Shanske et al, 1990).

Histéria familiar

Qualquer tipo de hereditariedade pode estar associado as citopatias
mitocondriais, mas a hereditariedade materna € particular do genoma mitocondrial.

Quando se considera a possibilidade de uma doenga ser devida a alteragdes do
mtDNA, a histéria familiar deve ser meticulosamente recolhida, prestando especial
atengdo aos "sinais menores" observados nos familiares da linha materna.

Em oito doentes houve suspeita duma hereditariedade materna, sugerindo a
pesquisa de mutagdes pontuais no mtDNA. Na maioria dos casos, ndo foi possivel
avaliar minuciosamente a histéria familiar. Certas caracteristicas da genética
mitocondrial, nomeadamente a heteroplasmia e o limiar de expresséo, podem mascarar
a transmissdo materna, devido a heterogeneidade fenotipica intrafamiliar bastante
marcada. E, no entanto, de referir que pequenos "sinais" podem ser considerados
suspeitos nos familiares maternos tais como: pequena estatura, enxaqueca, surdez ou
diabetes, entre outros (DiMauro et Schon, 1998).

Na histéria familiar de dois probandos, D74 e D41, registaram-se abortos de
repeticdo e morte subita inexplicavel do lactente (SIDS), respectivamente.

Observou-se consanguinidade em 18 doentes, o que pode sugerir um padréo de
transmissdo hereditaria autossomico recessivo. Neste grupo estdo incluidos os dois
doentes (D15 e D97) que apresentaram os défices do complexo II, e os dois doentes
(D34 e D37) com défice do complexo III (numa familia de trés irmdos com o mesmo

grau de defeito enzimatico).

Virios fené6tipos para o mesmo gendétipo

Nem sempre as doengas mitocondriais podem ser identificadas pelas mutagdes
do mtDNA. Trata-se de um problema bidirecional, uma vez que nem todos os doentes
com o mesmo sindrome clinico apresentam a mesma mutagdo do mtDNA e a mesma
mutagdo pode estar associada a sindromes clinicos totalmente diferentes.

A mutagio MELAS A3243G ilustra bem a larga variedade de fenétipos clinicos
distintos que podem estar associados ao mesmo defeito genético. Alguns doentes

portadores desta mutagio desenvolvem uma encefalopatia grave, como o D5, ou
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apresentam uma cardiomiopatia, como o D29, com uma evolugdo rapida e fatal. Outros
apresentam uma PEO associada a uma diabetes numa idade mais avangada, caso do
D38, ou uma diabetes mellitus acompanhada de pequena estatura e mais tarde,
encefalopatia, como no D100, tendo consequentemente uma evolugdo mais arrastada, de
forma idéntica a observada por outros autores (Remes ef al, 1993). Esta mutago foi
ainda identificada no D73 com uma apresentagio Leigh-like (Vilarinho et al, 1997°),
fenétipo extremamente raro para esta mutagfio, s encontrada anteriormente por Koga et
al, 1995.

MELAS nfo €, por conseguinte, a tinica expressdo da mutagfio A3243G do
mtDNA. Alguns doentes com PEO (Moraes et al, 1993), diabetes mellitus e surdez de
transmissdo materna (van den Ouweland ef a/, 1992) ou com caracteristicas
habitualmente associadas a MERRF, sdo também portadores desta mutagio pontual. A
PEO de hereditariedade materna pode ser uma das suas manifestagdes, como podemos
comprovar no D38, que apresentava a mutagio A3243G e numa percentagem
comparavel aos casos tipicos de MELAS. Para além desta mutagdo, outras mutagdes
pontuais do mtDNA podem ser responsaveis pelo fenétipo de PEO, embora esta seja a
mais frequente. Viérios estudos tém sido levados a cabo numa tentativa de demonstrar
que a diabetes mellitus ¢ a terceira apresentagfio clinica mais frequente da mutagio
A3243G (Kadowaki ef al, 1994; Matsura ef al, 1999).

Esta diferenga entre os fen6tipos pode ser explicada em parte pela quantidade de
mtDNA mutado presente, embora a distribuigio  subcelular do mtDNA
(intramitocondrial) também parega ser importante para a patogénese (Moraes et al,
1990; Hammans et al, 1992).

O fenétipo de NARP pode evoluir para SL variando unicamente a percentagem
de mtDNA mutado; o mesmo pode acontecer com o sindrome de Pearson, que ¢
susceptivel de evoluir para KSS (Larsson et al, 1990) ou eventualmente para SL
(Santorelli er al, 1996).

Nos défices da CRM com alteragdes do mtDNA ¢é particularmente dificil obter
uma correlagdo gendtipo/fendtipo, porque a percentagem de mtDNA mutado pode
oscilar entre zero e aproximadamente 100%. Dada esta grande variabilidade percentual,

a constituigdo genotipica nunca é a mesma, embora esteja envolvida a mesma mutago.
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Foi sugerido que os doentes com PEO apresentam acumulagdes focais de um
numero relativamente pequeno de mitocondrias que contém altas percentagens da
mutagfo, enquanto que os doentes com MELAS "puro" revelam uma distribuigdo mais
uniforme de altas percentagens de mtDNA mutado (Petruzella et a/, 1994; Chinnery et
al, 1997). Estas observagdes sugerem que a distribuicio do mtDNA mutado ¢é
particularmente importante na determinagfio do fenétipo da doenga, embora nos

fendtipos neurolégicos esta correlagdo possa ndo ser tdo linear (Sue ef al, 1999).

Virios genétipos para o mesmo fendtipo
Neste estudo houve dois fenétipos, SL (Quadro 3-1) e a PEO, que sdo bons
exemplos da heterogeneidade genotipica associada ao mesmo fendtipo e que cursam

com diferentes tipos de hereditariedade.

Sindrome de Leigh

O SL ¢é uma doenga hereditaria neurodegenerativa, provocada por diferentes
alteragdes do metabolismo energético. E uma das doengas mais comuns da CRM no
lactente € na crianga e trata-se de uma doenca com grande heterogeneidade genética
(DiMauro et De Vivo, 1996).

As mutagdes pontuais T8993G/C do mtDNA, que afectam a ATPase 6, de
transmissdo materna sdo uma causa relativamente comum de SL/NARP (Santorelli ef
al, 1993; 1996) e foram encontradas em cinco casos neste estudo. Os trés doentes com a
mutagfo T8993G tiveram uma apresentagdo clinica muito mais precoce e mais grave
que os T8993C. A explicagdio para estas diferencas pode residir no tipo de amino4cidos
substituidos (Leu/Arg) e (Leu/Pro) respectivamente (Hartzog et al, 1999). Para além
destas mutagSes conhecidas, foi encontrada associada a este fendtipo a "delegdo
comum" numa crianga de oito anos de idade que teve uma evolugéo grave e fatal aos 11
anos. Esta doen¢a pode também ser causada por outras mutagdes mitocondriais no
mesmo gene, nomeadamente a T9176C e a T8851.

O SL pode estar associado a deficiéncia de pelo menos trés enzimas
mitocondriais (Willems ef al, em 1977): citocromo ¢ oxidase (COX) e NADH-
ubiquinona reductase (complexo I) de transmiss@o autossémica recessiva e a piruvato

desidrogenase (PDH, E;,) codificada por um gene localizado no cromossoma X

(Xp22.1), (Santorelli et al, 1993).
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Segundo alguns autores (Zeviani et al, 1996) o défice da COX é o défice
bioquimico mais frequentemente associado ao SL, embora este facto ndo tenha sido
comprovado neste estudo. O defeito genético responsavel ainda ndo foi identificado em
nenhum doente, embora os genes nucleares para a COX tenham sido ja caracterizados
(Grossman ef al, 1997).

Diversos estudos (Adams et al, 1997 e Parfait et al, 1997) foram direcionados no
sentido de avaliar o papel do mtDNA no défice da COX através da sequenciagio dos
genes da COX codificados por este genoma, ndo tendo sido detectadas alteragdes nesses
genes estruturais. H4, no entanto, a referir, que Keightley et al, 1996 encontrou num
doente com mioglobiniria e défice da COX, uma microdelegio de 15pb no gene
COXIIIL. Recentemente, Jaksch e colaboradores em 1998 estudaram os genés nucleares
que codificam a COX, em doentes com défice da COX, mas nenhuma mutagdo foi
identificada.

Em 1995, Bourgeron ef al, encontraram em doentes com SL e défice do
complexo II a mutagdo nuclear C1684T. Nos nossos dois casos de défice do complexo
II, D15 e D97, a pesquisa desta mutagéo foi negativa.

Em 1998, Tiranti e colaboradores encontraram num doente com SL mutagdes no
gene codificante para a subunidade SURF-1, que codifica a proteina mitocondrial

necessaria ao assembling das subunidades da COX.

Os doentes incluidos neste estudo que ainda ndo estfio caracterizados a nivel
molecular e que tém uma apresentagfio clinica compativel com SL estdo a ser testados

para eventuais muta¢des no SURF-1.

PEO

Os musculos extraoculares possuem propriedades estruturais e funcionais que os
distinguem dos musculos esquelético e cardiaco. Tém um elevado conteudo de genomas
mitocondriais, associados a uma elevada actividade enzimatica oxidativa, o que pode
explicar a sua alta resisténcia a fadiga e um envolvimento preferencial nas doengas
mitocondriais (Porter e al, 1996).

Neste estudo, a PEO foi observada associada aos seguintes genotipos: mutagéo

A3243G,, delegBes simples e delegdes multiplas.
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A principal causa de PEO associada a RRFs (Wallace, 1992) ¢ efectivamente,
como 0 nosso estudo mais uma vez demonstrou, a presenga de dele¢Bes simples
esporadicas do mtDNA.

Se a PEO se encontra associada a mutagdes pontuais nos nucledtidos 3243,
5692, 5703, 5877 ou 8363, o seu modo de transmissdo € por via materna.

Pode contudo, ter ainda uma hereditariedade autossémica recessiva se a PEQO se
encontra acompanhada de uma encefalopatia, cardiopatia ou de MNGIE. Tanto nestes
casos como na PEO de apresentagfo tardia autossdmica dominante, as alteragles
genéticas presentes sdo delegGes multiplas.

Finalmente, a deplecdo pode também ser um genétipo de transmissfio

autossomica recessiva ligado a este fendtipo.

3.3 Heterogeneidade miopatolégica

No diagnéstico das doengas mitocondriais a bidépsia muscular tem um papel
fundamental na analise genética. Todas as bidpsias realizadas neste estudo foram
cirirgicas com anestesia local, como na maior parte dos estudos publicados. Este
método fornece uma quantidade de material muito maior e de muito melhor qualidade
do que as bidpsias obtidas por agulha.

As alteragBes mais frequentemente encontradas na bidpsia muscular foram a
variabilidade do tamanho das fibras, as inclusdes lipidicas e um aumento das fibras tipo
I, que sdo na generalidade alteragdes inespecificas.

Uma proliferagio mitocondrial anormal constitui um marcador de disfungéo
mitocondrial que pode ser revelado pela presenga de RRFs, como sucedeu em 56% dos 96
doentes que efectuaram bidpsia de misculo ou por uma forte actividade da SDH como se
verificou em 11% desses mesmos doentes. Esta alta incidéncia quando comparada com
outras casuisticas (Munnich et al, 1996), deve-se ao numero significativo de doentes
pré-seleccionados com base neste pardmetro e ao facto dos doentes estudados
abrangerem todos os grupos etérios.

Estas alteragdes foram sempre encaradas com prudéncia, uma vez que 0 mesmo
aspecto em quantidade reduzida pode corresponder a reorganizagdes da estrutura das
fibras, secundarias a outras patologias de etiologia bem definida (DiMauro et a/, 1992).

Quanto mais precocemente aparecerem as RRFs mais reservado serd o

prognéstico, dado que estas fibras sdo de instalagdo lenta e progressiva. Se numa
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crianga forem detectadas RRFs ¢ o reflexo de alteragdes mitocondriais muito graves,
ressalvando-se, o caso do SL que nunca apresenta RRFs na anélise histoquimica. Nio
foi possivel, em 16 casos pedidtricos, associar um resultado miopatolégico anormal a
um défice enzimatico dos complexos da CRM.

O exame ultraestrutural, embora actualmente tenha um interesse limitado para
efeito de diagnostico, foi contudo realizado em 32 bidpsias musculares, revelando

anomalias mitocondriais em 14 doentes.

3.4 Heterogeneidade bioquimica

O estudo bioquimico ¢ uma das abordagens de primeira linha na avaliagdo de
qualquer individuo com suspeita de doenga mitocondrial. Uma disfungfio da CRM
devida & acumulagdo dos equivalentes reduzidos (NADH e FADH), traduzir-se-4 numa
diminui¢éo da sintese de ATP e numa modificagdo profunda dos equilibrios de oxido-
redugdo citoplasmatico e mitocondrial, levando a numerosas perturbagdes metabdlicas
na célula. Conforme as necessidades energéticas do tecido, um défice da OXPHOS

pode ter consequéncias varidveis.

Varia¢des no lactato, aminoacidos e dcidos orgéinicos

Embora durante muitos anos a acidose lactica tenha sido associada aos défices
da CRM, ndo estd invariavelmente presente nestas situagBes (Petty et al, 1986). A
determinagdo de lactato é importante nas criangas,, mas de interesse reduzido nos
adultos, em particular nas PEO, mesmo quando existem outros sintomas associados.

Ao analisarmos os resultados dos 43 doentes em que foi investigado o lactato
plasmético constatdmos hiperlactacidemia em 38 (88%). Contudo, em pelo menos 10
destes doentes, o lactato tinha sido normal em determinagles anteriores. Foram
excluidas as hiperlactacidemias secundarias e foi dada especial atengdo a colheita de
sangue venoso para evitar estase venosa. Na realidade, a hiperlactacidemia pode ser
intermitente, sendo por vezes necessarias determinagdes seriadas em tempos diferentes
da evolugdo da doenga para documentar a sua elevagdo (Munnich ef al, 1991). Em
alguns casos, nomeadamente aqueles em que a expressio clinica ¢ fundamentalmente
do SNC, o lactacto plasmatico pode ser normal, mas elevado no LCR (Saudubray et al,

1992), como aconteceu nos nossos doentes com NARP ou MILS. Tivemos ainda em




Discussfio global e perspectivas

consideragdo que o nivel de lactato no LCR se mantém elevado durante 48 horas apés
convulsdes generalizadas (Calabrese et al, 1991) e que persiste até 10 dias apds uma
hemorragia subaracnéideia (Sambrook et al, 1973).

Deste estudo, podemos inferir que a concentragdo de lactato no sangue ou no
LCR ¢ mais informativa que a relagfo lactato/piruvato e que este pardmetro bioquimico
aparenta ser um bom método de selecgfo para estas patologias.

Recorreu-se a prova de sobrecarga de glicose, que foi, na maioria dos casos
preferencial em relagdo a prova de esforgo fisico, apesar de ambas serem nédo invasivas
e muito informativas, devido, ao facto de ndo necessitar da participagdo activa do

doente e ser aplicdvel a lactentes e a criangas da primeira infancia.

A quantificagdo dos aminoacidos e dos 4cidos orgénicos pode também fornecer
informagfo importante, embora resultados normais nfo excluam o diagnéstico de
doenga mitocondrial. Na maioria dos doentes com hiperlactacidemia houve um aumento
simultineo da alanina no perfil cromatografico dos aminoécidos plasmaticos. O estudo
dos 4cidos orginicos urinarios de 12 doentes revelou a presenga de lactato e de
metabolitos intermedidrios do ciclo de Krebs nomeadamente fumarato, malato e

succinato.

Uma observagdo importante relaciona-se com o facto de dois dos doentes com a
mutagdo T8993G apresentarem ao diagndstico uma hipocitrulinemia grave no perfil
cromatografico dos aminodcidos, corroborando a recente publicagdio de Rabier ef al,
1998, em que é equacionada esta mutagdo como uma nova situagdio em que a
hipocitrulinemia se pode verificar. Normalmente uma hipocitrulinemia grave (<10
umol/L) é uma das caracteristicas bioquimicas importantes para o diagndstico de
algumas doengas metabélicas, nomeadamente das doengas mitocondriais do ciclo da
ureia e do défice em pirrolina-5-carboxilato sintetase (Rabier et Kamoun, 1995), tendo
sido também associada com o sindrome de Pearson (Ribes ef al, 1993). Segundo Rabier
et al, 1998 a hipocitrulinemia esta presente em 90% dos NARP e entre 0-20% para os

outros défices da cadeia respiratoria.

Uma explicagiio provavel para este facto ¢ que, a inser¢do de uma arginina na

sequéncia hidrofébica da ATPase 6 interfere com o canal H+ formado pelas
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subunidades 6 ¢ 8 da ATPase, provocando uma deficiente produgdo de ATP (Tatuch et

al, 1991) necessdria a sintese da citrulina.

Actividade enzimatica

Nas citopatias mitocondriais a creatina fosfocinase (CK) esta dentro dos valores
de referéncia, mas apresenta valores muito elevados quando ha uma deplegdo do
mtDNA, o que leva a confusdo com algumas doengas neuromusculares.

Um aumento da citrato sintetase estdi muitas vezes associada a défices
musculares da CRM (DiMauro et al, 1983) e é devida a uma proliferagio reaccional das
mitocondrias (Zeviani et al, 1991). Todas as actividades enziméaticas dos complexos
estudados da CRM foram referidas a da citrato sintetase. Esta enzima controlo faz parte
integrante do ciclo de Krebs e normalmente nfo esté deficitaria, pois o seu défice seria
incompativel com a vida, dada a sua importancia crucial no metabolismo intermediario
(De Vivo et al, 1996).

Apesar das enzimas da CRM poderem ser avaliadas em multiplos tecidos, cada
laboratério tem as suas preferéncias e maior experiéncia em relago a determinado tipo
de células. Concretamente neste estudo, o misculo é a amostra investigada
preferencialmente, devido ao seu alto metabolismo energético e ao facto de se encontrar
quase invariavelmente afectado nas doengas mitocondriais multissistémicas. A
vantagem da utilizagdo de misculo fresco é permitir o isolamento de mitocondrias
intactas funcionantes que podem ser utilizadas nos estudos polarograficos (Munnich er
al, 1996). Segundo alguns autores (DiMauro ef al, 1999), estas avaliagdes ndo sdo
essenciais para o diagndstico e s6 raramente sdo efectuadas. As amostras de musculo
congelado tém varias vantagens nomeadamente na conservagdo e transporte,
especialmente no caso dos doentes residirem a grandes distancias do laboratorio de
referéncia destes estudos.

Uma actividade enzimética dos diferentes complexos varia conforme o tecido,
sendo mais elevada no miocardio. Contudo, a organizagdo da CRM ¢ semelhante em
todos os tecidos e as relagdes entre as actividades dos vérios complexos (razdes de
actividade) mantém-se constantes independentemente dos tecidos estudados (Chrétien
et al, 1994).

Uma actividade normal da CRM ndo permite excluir uma citopatia mitocondrial

mesmo que o tecido testado seja aquele que exprime a doenga. E possivel estarmos em
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presenga duma mutagdio que afecta as propriedades cinéticas de uma enzima, de uma
heterogeneidade tecidular ou de um mosaicismo celular (heteroplasmia).

Os défices encontrados podem atingir de um modo individual ou em simultineo
diferentes complexos da CRM, nfo tendo o fenétipo clinico qualquer relagdo com o
défice envolvido. No entanto, a andlise enzimética efectuada nos doentes é importante
para definir o fenotipo bioquimico e permitir orientar o estudo molecular. Assim, um
défice multiplo parcial dos complexos da CRM (codificados pelo mtDNA)
normalmente significa um defeito da sintese das proteinas mitocondriais que estfio
muitas vezes associadas a mutagdes nos tRNAs codificados pelo mtDNA.

A semelhanca de outros estudos, o presente trabalho revelou elevada prevaléncia
do défice do complexo IV, quer isolado quer combinado, tendo sido detectado em 66
doentes com diferentes apresentagdes clinicas, fundamentalmente miopatias, mas também
cardiomiopatias (Sengers et al, 1984) e hepatopatia isolada (Parrot-Roulard et al, 1991) ou
combinada com encefalopatia (Merante ef al, 1993). Esta alta percentagem de anomalias
do complexo IV deriva provavelmente da crucial importancia funcional deste complexo,
de que resulta uma maior probabilidade dos doentes com este défice terem expresséo
sintomadtica.

Outros estudos (Robinson et al, 1998; Loeffen et al, 2000) referem o défice do
complexo I como um dos mais frequente dos défices da CRM.

Os doentes com défices combinados revelaram tendéncia para uma apresentacéo
mais grave do que os doentes com défice isolado do complexo I.

Neste trabalho, os défices isolados do complexo III foram identificados
exclusivamente em doentes adultos, corroborando os dados de outros estudos (Reichmann
et al, 1986; Slipetz et al, 1991; Andreu et al, 1998). No entanto, recentemente foi
publicado um estudo em criangas com doengas neurolégicas ndo especificas que revelou
uma alta incidéncia do défice do complexo III (Marin-Garcia ef al, 1999).

Do ponto de vista laboratorial, comprovaram-se também variagdes 16gicas com a
idade do doente, j4 referidas anteriormente, mas que gostariamos de salientar; apesar dos
défices mais graves da CRM serem mais frequentes nos jovens (porque acarretam uma
maior gravidade clinica), as RRFs s3o mais frequentemente encontradas & medida que a
idade dos doentes avanga (porque sfio uma consequéncia da disfuncfio respiratéria). Por
conseguinte, a positividade do diagnéstico miopatolégico e bioquimico varia inversamente

com a idade.
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E interessante referir que no presente estudo foram identificados dois doentes
com défice isolado do complexo II, apesar de na literatura s6 estejam publicados cerca
de uma dezena de casos (Bourgeron ef al, 1995; Rivner et al, 1989; Rustin ef al, 1993;
Reichman et Angelini, 1994; Birch-Machin er al, 1995) Trata-se de doentes que
apresentam um quadro clinico de miopatia ou encefalopatia semelhante aquele por nés

encontrado.

3.5 Heterogeneidade molecular

Os défices da CRM podem ser resultantes de alteragdes quer do mtDNA quer do
nDNA, mas presentemente o diagndstico estabelece-se fundamentalmente por analise
do mtDNA.

A caracterizagdo molecular dos doentes suspeitos de défice da CRM ¢é um dos
pilares em que assenta este tipo de diagnéstico. A presenca de delegdes do mtDNA
valida muitas vezes os critérios clinicos. As dele¢des podem resultar de uma alteragdo
do mtDNA secundariamente a formagéo de radicais de O, altamente reactivos na CRM.
Esta hipotese ¢ sustentada pelo facto do mtDNA mutado ser mais abundante nos tecidos
mais dependentes do metabolismo oxidativo (Suomalainen et al, 1992).

As particularidades e os problemas dos testes do mtDNA dependem fortemente
das caracteristicas proprias desta molécula, tais como: a multiplicidade de copias,
vulnerabilidade 4 mutagdo e a transmissdo materna. E de ressalvar que so a presenga de
mtDNA mutado num individuo ndo significa que este seja doente, como podemos
comprovar com os estudos familiares realizados.

A nivel celular, o principal factor responsével pela expressdo do defeito genético
¢ a percentagem de mtDNA mutado; a grande variagio desta quantidade pode ser
responsavel pelos multiplos fendtipos associados @ mesma mutagio patogénica.

Nos défices da CRM, o mtDNA estd presente em heteroplasmia, embora, certas
altera¢des presentes em homoplasmia possam também ser patogénicas, como a muta¢do
no nt-11778. Estudos in vitro demonstraram que altos niveis de mtDNA mutado (em
geral superiores a 85%) sdo necessarios para que a célula expresse uma deficiéncia da
CRM (Attardi et al, 1995). Contudo, o limiar de expressdo é relativo, porque é
determinado ndo s6 pelas necessidades metabolicas do tecido em questdo, mas também

em qualquer momento por necessidades acrescidas por diversos factores.




Discussio global e perspectivas

A casuistica deste estudo ¢ constituida por uma populagdo pediatrica e por uma
populagdo adulta, sendo por conseguinte uma amostra representativa dos défices da
CRM na populagdo em geral (Anexo I1I). No conjunto, foram detectadas 50 mutagdes
no mtDNA (Anexo VI). Na Figura 3-1 estdo representadas na molécula do mtDNA, as
mutagdes pontuais e as delegdes simples identificadas neste estudo. E de salientar que a
maioria destas alteragdes moleculares (68%) foi detectada na populagdo adulta. Assim,
podemos inferir que a taxa de positividade de mutagdes nas criangas ¢ baixa (32%),

contribuindo s6 num pequeno niimero de casos para o diagnostico.

A2.7Tkb

AS.1kb

mtDNA Humano
16,569 pb

A2.4 kb

A8344G T
T8993G/C

Figura 3-1 Mapa da morbilidade do mtDNA humano de acordo com o presente estudo.
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Rearranjos de grandes dimensdes (dele¢des/duplicagdes)

Os rearranjos de grandes dimensdes incluem as dele¢bes simples, as delecgdes
multiplas e as duplicagdes. Normalmente, nos doentes ocorre unicamente um tipo de
delegdo com ou sem a respectiva duplicagdo. O musculo foi o tecido de eleigfo para a
pesquisa de dele¢des, devido a sua baixa percentagem nos restantes tecidos (Zeviani ef
al, 1990).

Neste estudo, foram identificados 27 doentes com delegdes simples
heteroplasmicas no mtDNA ligadas a diferentes fendtipos e idades de diagnostico, que
variaram entre os 7 € os 69 anos. Esta quantidade justifica-se pelo facto da presente
série integrar muitos doentes com PEO, RRFs e fibras COX negativas, o que esta de
acordo com os resultados encontrados por outros autores que investigaram este fen6tipo
(Tomé et Fardeau, 1986; Hirano ef DiMauro, 1996).

A maioria das dele¢des foram encontradas na populagdo adulta, sendo a idade
média dos doentes com delegdes de 31 anos. O mecanismo pelo qual as dele¢des do
mtDNA aumentam com a idade pode ser o da recombinagio homologa entre as moléculas,
um defeito na replicagdo do mtDNA (Schon et a/, 1989; Shoffner e al, 1989) ou ainda
devido a maior rapidez de replicagéio destas moléculas, em virtude de serem mais pequenas
quando comparadas com a molécula ndo "deletada" (Larsson et a/, 1990). Neste estudo,
ndo foi possivel demonstrar esta premissa, dado que nenhum dos doentes investigados
repetiu a bidpsia muscular em diferentes estadios da doenga.

As delegdes foram mapeadas e quantificadas pela analise de Southern-blot, PCR
e sequenciagdo, apresenta dimensdes compreendidas entre 8,0 ¢ 16,0 Kb do mtDNA, o
que estd de acordo com a grande parte das publicagdes. A maioria das delegdes
removem pelo menos trés tRNAs e dois genes estruturais (ND4 e ND5). No nosso
estudo, a denominada “delegdo comum™ de 4977pb esteve presente em 59% dos
doentes investigados demonstrando ser a dele¢do mais frequente do mtDNA.

Em conformidade com outros autores (Kiyomoto et al, 1997), ndo foi possivel
estabelecer uma correlagdo entre a gravidade clinica, os dados miopatologicos, o
tamanho, a localizagdo e a quantidade de delegéo.

N&o encontramos evidéncia de duplicagdo neste estudo. As duplicagdes tinham
sido descritas pela primeira vez em dois doentes com KSS (Poulton et al, 1989%).
Entretanto, Manfredi ef a/, em 1995 demonstraram que as duplicagdes podem ser

patogénicas isoladamente.
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Em seis dos restantes casos de PEO foram identificadas dele¢des multiplas.
Estas delegdes do mtDNA foram inicialmente encontradas em doentes com PEO
autossémica dominante (Zeviani et al, 1989) e mais tarde noutros quadros clinicos
associados a uma alteragdo intergendmica nuclear-mitocondrial (Zeviani et al, 1997).
Até ao momento, j& foram identificados quatro loci cromossomicos distintos, mas s6 um
gene foi caracterizado (Nishino et al, 1999). O espectro das manifestagdes clinicas e
alteragdes moleculares especificas ainda nfio estd completamente clarificado, o que
sugere que outros factores desconhecidos influenciam o fenétipo da doenga. Nos seis
doentes identificados neste estudo com MAmtDNA, a miopatia ocular foi o principal
sintoma, associado na maioria dos casos com uma fraqueza muscular proximal grave, o
que permite inferir que a PEO € o sintoma preferencial associado as MAmtDNA.

Outras situagdes estdo associadas também a MAmtDNA: como as miosites de
corpos de inclusdo esporadicas (Oldfors ef al, 1993; Santorelli e al, 1996) que séo cerca
de 30% das miopatias inflamatérias (como no caso do D58 que apresentou uma
miopatia e que a histologia demonstrou ser uma miosite de corpos de inclusdo); a PEO
associada a fraqueza muscular (como nos casos dos D89 e D49); a PEO familiar com
cardiomiopatia hipertréfica (como o caso D85) em que a histéria familiar sugere uma
hereditariedade autossomica recessiva (Bohlega et al, 1996) e outros casos isolados com
sintomatologia diversa (Ohno ef a/, 1991).

As MAmtDNA podem aparecer em diferentes idades como foi comprovado com
0s nossos casos (8-46 anos; média 35 anos). As diferengas encontradas no envolvimento
miopatolégico e na percentagem dos genes mutados ainda ndo estdo esclarecidas, mas
podem estar relacionadas com genes diferentes e cinéticas distintas de fixagdo da
dele¢do ou ainda com o efeito da idade (Zeviani ef al, 1995).

Recentemente, foram identificadas muta¢8es no gene timidina fosforilase (TP)
em casos com “"AmtDNA envolvendo doentes com MNGIE. Este é um sindrome
distinto que se transmite de modo autossémico recessivo (Hirano et al, 1994). A partir
do caso index D32, foi efectuado o estudo familiar e identificado outro doente. Ao
compararmos a familia de MNGIE identificada neste estudo com as 21 familias
estudadas por Nishino et al, 1999 observamos que todos os doentes apresentam um

fenétipo semelhante, variando a idade de apresentag@o e a evolugdo clinica.
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Este sindrome pode também estar associado a uma deplegio do mtDNA
muscular (Papadimitriou ez al, 1998) devido as alteragdes do metabolismo nucleosideo
que leva a uma deficiente replicagdo do mtDNA.

Em colaboragio com o Prof. Hirano foi efectuado o estudo enzimatico da TP do
nosso doente, em leucécitos, que revelou um défice total da enzima e consequentemente
um aumento da timidina de cerca de 50 vezes. Paralelamente com este estudo, foi
efectuada a investigagdo molecular do gene que codifica aquela enzima (composta por
10 exdes), localizado no cromossoma 22q13.32-qter, onde foi identificada a mutagfo
T1464C no exdo 4 que origina uma alteragdo S160P. Este doente foi integrado numa
casuistica mundial de 34 doentes com este fendtipo, todos com mutagdes identificadas
no gene TP em homozigotia, como no nosso caso, ou em heterozigotia composta.

A idade de inicio da sintomatologia destes doentes ¢ muito variada, abrangendo
diferentes faixas etdrias desde o lactente & idade adulta. O sintoma mais frequente e
debilitante € a dismotilidade gastrointestinal, devido & disfungio neuromuscular que
afecta todo o sistema entérico desde a orofaringe até ao intestino delgado (Li ef al,
1992). A maior parte desenvolve sintomas durante a adolescéncia ou juventude, vindo a
falecer precocemente na idade adulta. O nosso doente faleceu recentemente aos 34 anos,
com uma idade semelhante & média das idades de sobrevida (média 37,6 - intervalo 26-
50) referidas no estudo do Prof. Hirano. Outro estudo que reporta a revisdo de 33 casos
(Debouverie et al, 1997) refere que 13 desses doentes faleceram com idades
compreendidas entre 0s 3 e os 51 anos (média-26,5 anos) apresentando cerca de 50%
dos doentes dele¢des multiplas no mtDNA.

O papel patogénico das delegdes multiplas deve ser encarado com precaugdo,
especialmente nos doentes mais idosos, como o caso D53, dado que esta alteragéo
molecular pode também ser uma consequéncia do processo de envelhecimento
(Johnston ef al, 1995).

Depleciio

A deplegio ¢ um défice quantitativo do mtDNA a nivel celular. A etiologia da
deplecdo ainda ndo ¢ conhecida embora tenha sido equacionado um défice do factor de
transcri¢do mitocondrial humano (h-mtTFA) (Poulton ef al, 1994).

As doengas hepaticas na infancia, devidas a défices da CRM séo relativamente

raras, embora em alguns casos tenha sido identificada uma deplegdo do mtDNA
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(Moraes et al, 1991; Mazziotta et al, 1992; Maaswinkel-Mooy et al, 1995). Algumas
destas situagdes manifestaram-se e tiveram evolugdo fatal no periodo neonatal (Bakker
et al, 1996). Assim, na expressdo fenotipica dos sindromes de deplegdo do mtDNA, hd a
considerar varias categorias (Moraes ef al, 1993): (i) de revelagdo precoce com faléncia
hepética, (ii) de revelagdo precoce em que hd um envolvimento multitecidular
(incluindo miopatia) e em que o figado estd pouco afectado (caso do doente encontrado
neste estudo); (iii) de revelagdo tardia em que a principal manifestagdo da doenga ¢ a
miopatia e (iiii) outras (Vu et al, 1998).

Estes fenétipos, conforme a gravidade do quadro clinico, tém associados

diferentes percentagens de deple¢fio do mtDNA.

Mutagdes pontuais

As doengas mitocondriais de transmissdo materna estdo associadas
fundamentalmente a mutagdes pontuais do mtDNA. O inverso nem sempre se verifica,
pois uma mutagéo pontual pode ser identificada num tnico tecido (musculo) € néo ser
detectavel no sangue, o que significa que a linha germinativa mitocondrial nio estd
afectada pela mutagfo (Tiranti et al, 1999). Contrariamente as dele¢des simples de
grandes dimensdes, as muta¢des pontuais ndo se acumulam com a idade (Pallotti et al,
1996).

As mutagdes do mtDNA podem estar localizadas ao nivel dos genes dos tRNAs,
das proteinas estruturais ou dos rRNAs. A grande maioria das mutagdes patogénicas séo
heteropldsmicas, provavelmente porque em homoplasmia resultariam numa
inviabilidade do odcito ou na morte do embrifio. No entanto, os doentes que apresentam
formas graves da doenga sfo em geral quase homopldsmicas para essa populagdo do
mtDNA mutado.

A mutagdo pontual mais comum € a transigdo A—G na posi¢do 3243 do
tRNA UUR) Desde entdio, esta mutagio ja foi encontrada em 80% dos doentes com
MELAS (Goto et al, 1990) descritos na literatura e em 17% de casos com outros
fen6tipos clinicos. H4 mais de 100 casos de MELAS publicados e cerca de 80 a 90 %
estdo associados a mutagfo A3243G (Hirano et al, 1994).

MELAS tem sido associado a pelo menos mais oito mutagdes pontuais
diferentes, quatro das quais localizadas no gene tRNA™"VUN: a A3252G, a A3260G, a
T3271C, a T3291C; uma no gene tRNA®®, a A5814G; uma no gene COXIII, a
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T9957C; uma no tRNAY™ a G1642A e uma no gene ND5, a G13513A. No presente
estudo ndo encontrdmos nenhuma destas mutagdes raras, apesar de trés casos com
fendtipo de MELAS ainda ndo estarem caracterizados.

Tal como se verifica com o MELAS também o MERRF é uma entidade
heterogénea sob o ponto de vista molecular. As mutagSes que lhe estdio associadas
incluem para além da mutagdo tipica A8344G (Shoffner er al, 1990), a T8356C
(Silvestri et al, 1992) e a G8363A (Ozawa et al, 1997) todas envolvendo o tRNA"*,

Neste estudo, a transigdo A—>G no nucleétido 8344 foi pesquisada na totalidade
dos doentes, tendo sido encontrada em dois casos. Esta pesquisa alargada justifica-se,
uma vez que varios fen6tipos clinicos como por exemplo a PEO, o SL (Hammans ef al,
1993; Santorelli ez al, 1998) e lipomas multiplos familiares (Silvestri et al, 1993;
Calabresi et al, 1994) jé foram associados a esta mutagdo pontual.

Para além das mutagSes ja referidas e mais frequentes que afectam os tRNAs
leucina e lisina, tém sido descritas outras mutagdes envolvendo os restantes tRNAs
mitocondriais e que contribuem para a extrema heterogeneidade molecular caracteristica

das citopatias mitocondriais.

A LHON caracteriza-se por uma perda de visdo aguda ou subaguda devido a
uma atrofia dptica grave com inicio entre os 18 e os 30 anos e que predomina no sexo
masculino (Harding ef al, 1994). Na literatura estfio referidas mais de 18 mutagdes do
mtDNA, primérias e secundérias, associadas a este fen6tipo e localizadas nos genes
estruturais, sendo a maioria genes codificantes de subunidades do complexo 1. Destas,
foram seleccionadas as quatro mais frequentes (G11778A; G3460A; T14484C e
G15257A) e pesquisadas em todos os casos com atrofia éptica. A mutagio G11778A, a
primeira mutagdo do mtDNA a ser descrita (Wallace ef al, 1988) ¢ a mais frequente
entre as mutagdes primérias do mtDNA, oscilando entre 35-90% dos doentes com
LHON dependendo do grupo étnico (Brown ef Wallace, 1994) e foi encontrada em trés
casos neste estudo. Para tentar avaliar a frequéncia desta mutagfio nesta populagdo,
estamos a realizar um estudo de casos de LHON em parceria com varios hospitais.

A penetrancia da LHON ¢ variavel e a etiologia da doenga permanece por
esclarecer, equacionando-se a hipétese de mutagdes nucleares e factores ambientais
terem um papel importante na sua expresséo.

As mutagdes pontuais foram mais prevalentes na populagéio pediétrica, do que as

delegdes. Dada a hereditariedade materna associada a estas mutagdes foram
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investigadas as linhas maternas da maioria das familias, & excepgdo de duas que eram
portadoras da mutagdo no nt-11778 (LHON), que ndo desejaram ser investigadas e das
familias portadoras da muta¢io A8344G por inexisténcia de familiares vivos da linha
materna.

Os nossos resultados demonstraram que as mutagdes A3243G e T8993G/C
devem ser pesquisadas sempre que seja equacionada a hipétese de diagnéstico de
citopatia mitocondrial, dado o nimero de doentes encontrados e de familiares

portadores destas mutagdes, quer sintomaticos quer assintomaticos.

A variabilidade da sequéncia intra-individual (heteroplasmia) tem sido um
critério de patogenicidade, de novas mutagdes do mtDNA, dado que a quase totalidade
das mutagdes em homoplasmia sfio neutras e estdio, na grande maioria localizadas na
regido controlo nfo codificante (D-loop). Dos 27 polimorfismos identificados neste
estudo e confirmados segundo a reanélise da sequéncia da molécula do mtDNA
(Andrews et al, 1999) s6 quatro foram detectados nesta regido altamente polimoérfica,
por ndo ter sido uma zona muito investigada, dado o seu reduzido interesse sob o ponto
de vista de patogenicidade. Efectivamente, varios estudos tém demonstrado que
pequenas inser¢des ou dele¢des aparecem com alta frequéncia nas regides ndo
codificantes e podem acumular-se com a idade (Jazin et al, 1996; Michikawa et al,
1999).

Numerosas muta¢des do mtDNA tém sido associadas com o sindrome MELAS.
Para algumas delas a relagfio causal com o fenétipo ja foi confirmada, enquanto outras
ainda sfo consideradas provisorias (MITOMAP, 1999). Entre as mutagdes do grupo
"provisério" esta incluida a mutagfo T3308C no NADH desidrogenase subunidade 1
(ND1) descrita num individuo espanhol afectado de MELAS com necrose bilateral do
estriado (Campos et al, 1997). Esta mutagfio, heteroplasmica, substitui a metionina 1
altamente conservada por treonina e ndo foi detectada por Campos et a/ em 130
controlos normais nem nos doentes com défice da CRM. Contudo, o significado
patolégico da mutagdio T3308C foi questionado no decurso deste trabalho ao
estudarmos 37 doentes com fenétipo clinico de encefalopatias mitocondriais € 150
controlos normais da populagdo portuguesa. Neste estudo, a mutagdo T3308C foi
observada em dois doentes e em quatro controlos normais, estando presente em

homoplasmia.
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Para definir o papel putativo desta mutagio foi efectuada nos seis casos uma
andlise mais aprofundada do mtDNA, sendo sequenciados os vérios genes dos tRNAs e
as respectivas regides vizinhas. Os resultados revelaram que mais seis mutagSes a
T1738C, a T5655C, a G7521A, a A10398C, a A14769G e a delegdo do dinucleétido na
posi¢do 514-515 estavam presentes nestes casos. Posteriormente, a titulo colaborativo,
idéntica associagdio foi por nés investigada e encontrada no doente publicado por
Campos et al, 1997.

Os resultados sugeriram que estes individuos deviam pertencer a0 mesmo
haplogrupo do mtDNA. Para identificar este haplotipo nos individuos com a mutagio
T3308C, foi sequenciada a regido de controlo do mtDNA (HVRI - high variation
region) entre as posigdes 16090-16375. Esta andlise revelou que ambos os individuos,
portugueses e espanhdis, pertenciam ao mesmo haplogrupo L1b da Africa Ocidental
(Watson ef al, 1997; Rando et al, 1998). Por comparagdo com os haplogrupos Lla, L1c
e L2¢ concluiu-se que a mutagiio T3308C define exclusivamente o haplogrupo L1b do
mtDNA (Rocha et al, 1999).

Em algumas populagdes, ¢ comum a eliminagio da Met no coddo AUA na
posigdo 1 da subunidade ND1, o que sugere que a manutengdo deste coddo ndo ¢ critico
na nossa espécie. Isto deve-se provavelmente, ao facto do terceiro coddo (AUQG) da
subunidade NDI, também codificar uma metionina e¢ a subunidade ND1 embora
truncada em dois amino4cidos, se manter ainda aparentemente funcional.

Deste estudo, concluiu-se que a mutagdo T3308C é uma variagdo neutra

(polimorfismo), pois nio causa qualquer efeito no fenétipo.
3.6 Terapia e progndstico

Presentemente ndo existe terapéutica eficaz para os défices da cadeia
respiratéria. Os tratamentos foram efectuados em doentes sintomaticos e ndo alteraram
a evolugdo da doenga. Nestes doentes, deve-se evitar o tratamento das convulsdes com o
valproato de sédio, dado que afecta a fungfio respiratéria mitocondrial (Lam et al,
1997). A carnitina estd a ser ensaiada na maioria dos doentes, mas sem resultados

clinicos até ao momento. Presentemente, estio em curso ensaios terapéuticos com

riboflavina, tiamina, biotina e Q10 (ubiquinona) em alguns doentes da neuropediatria do
HMP.
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Num doente com SL que apresentava hiperlactacidemias graves, foi
administrado o dicloroacetato de sodio (Takanashi et al, 1997), para estimular a
actividade da piruvato desidrogenase e diminuir o efeito téxico do lactato com redugio
do niimero de crises convulsivas.

Ao fazer-se uma revisdo da literatura verifica-se que varios ensaios tém sido
levados a cabo com andlogos da Qg de cadeia curta, a idebenona (Ikejiri et al, 1996)
que é um anti-oxidante e protege a mitocondria da ac¢fio dos radicais livres. Estudos
preliminares em cinco criangas com ataxia de Friedreich, aos quais foi administrada
idebenona (5mg/Kg/d oral), sugerem uma melhoria da ataxia cerebelosa e da forga
muscular (Rustin ef al, 1998). Uma vez que a frataxina participa na utilizagiio do ferro
para construir os complexos da CRM, a sua deficiéncia leva o ferro a acumular-se,
provocando formagdo de radicais livres e consequente destrui¢io dos complexos da
CRM.

A administragdo de creatina monohidratada estd a ser ensaiada por alguns
centros, em grupos de doentes com citopatias mitocondriais com a finalidade de tentar

aumentar a forga muscular.
3.7 Aconselhamento genético e diagnéstico pré-natal

O reconhecimento e o diagndstico atempado das doengas provocadas pelos
défices da CRM sdo importantes para se poder fazer um aconselhamento genético a
estas familias. Apesar de alguns anos terem passado apds os primeiros diagndsticos, o
aconselhamento genético destas patologias nem sempre € facil, especialmente quando se
desconhece a mutagfo causal.

A expressdio bioquimica das CM ¢ aleatoria nos fibroblastos como noutros
tecidos, especialmente nos casos onde a patologia pode estar associada a um rearranjo
do mtDNA. Esta caracteristica explica a falta de fiabilidade do diagnéstico pré-natal.
Alguns grupos (Ruitenbeek et al, 1994; 1996) tém oferecido um diagnéstico pré-natal
nas familias portadoras da mutagiio T8993G devido & alta percentagem de mtDNA
mutado presente.

O défice em COX, o defeito mais comum na nossa casuistica, provoca uma
variedade de doengas neuromusculares e nio neuromusculares na infincia e no adulto

que podem ser devidas a alteragdes no DNA nuclear ou mitocondrial. Isto faz com que
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o aconselhamento genético dos défices da COX seja particularmente complicado. As
subunidades da COX codificadas pelo mtDNA tém sido investigadas por véarios grupos
(Parfait er al, 2000), mas os resultados sdo negativos na sua globalidade.
Provavelmente, as mutagdes causais estdo ao nivel dos genes nucleares que codificam
as restantes subunidades da COX ou das proteinas envolvidas no assembling do
complexo, 0 que dd um risco de 25% de recorréncia.

O diagnéstico pré-natal destas patologias tem um interesse particular nas formas
de apresentagdo neonatal e do lactente (Harper ef al, 1993) que cursam com uma
evolugdo clinica grave e sem opgdes terapéuticas. A disponibilidade de um diagnoéstico
pré-natal nas familias dos propositos estudados é ainda problematica, como o

comprovam as escassas referéncias literarias relativas ao assunto.

3.8 Perspectivas

Como perspectivas de trabalho futuro, todos os esforgos devem ser colocados na
caracterizagdo molecular completa dos doentes ja diagnosticados. Paralelamente,
prosseguiremos com o diagnéstico e caracterizagio de novos casos no Laboratério de
Citopatias Mitocondriais da Unidade de Biologia Clinica do Instituto de Genética
Jacinto de Magalhdes. Este laboratério nasceu com este projecto e pretendemos

continuar a prestar um bom servigo assistencial e a crescer com base na investigagdo.

Abordagem dos casos “negativos”
Em todos os casos com défice da CRM em que ainda néo foi identificada nenhuma
mutagdo, procederemos a anélise por SSCPs e sequenciagio do mtDNA total numa

tentativa de encontrar a mutagfo causal.

Outros genes putativos (nucleares)

Actualmente, alguns grupos tém focalizado a sua atengéio na andlise mutacional
dos genes nucleares codificantes de algumas subunidades altamente conservadas
durante a evolugio e comega a emergir o espectro mutacional dos genes nucleares que
codificam as subunidades da CRM. A primeira mutagio (R544W) foi identificada no
gene da subunidade succinato desidrogenase na flavoproteina (Fp) do complexo II

(Bourgeron ef al, 1995). Outras quatro foram sendo encontradas em doentes com défice
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do complexo I nomeadamente uma duplicagdo de Spb no gene NDUFS4 (Van den
Heuvel et al, 1998); as mutagdes "missense” V122M no gene NDUFS7 (Triepels et al,
1999), P79L e R102H no gene NDUFS8 (Loeffen et al, 1998) e R59X, T423M no gene
NDUFV1 (Schuelke et al, 1999).

Em 1998, Tiranti et al, descreveram varias muta¢des na subunidade SURF-1,
gene de assembling da COX e adicionalmente, Papadopoulou ef al, 1999, identificaram
mutagdes no gene SCO2 em trés doentes com cardioencefalomiopatia fatal.

A investigagdo de mutagSes nucleares nos genes da CRM ¢ uma area que
investiremos num futuro préximo, tendo sido ja efectuados contactos com a equipa
holandesa que se tem debrugado na investigagdo mutacional do complexo I da CRM,
No entanto, devido a complexidade destes longos e onerosos estudos, esta investiga¢do
s6 deve ser avangada apdés uma exclus@io das mutagdes mais comuns do mtDNA e em
casos criteriosamente pré-seleccionados.

Desde ja, parece-nos importante prosseguir com o estudo familiar dos casos D34
e D37 pela sua singularidade. Efectivamente, o défice enzimatico isolado do complexo
IIT encontrado nestes dois casos, para além da sua raridade, estd presente em idéntica
percentagem noutro irmo destes probandos. Esta familia € pois uma familia de eleigéo
para incluir num projecto de colaboragéo de identificagdo de genes nucleares candidatos

para as subunidades do complexo III.

Outras patologias

As doengas do metabolismo energético cardiaco, como os défices da B-oxidagdo
e os défices da cadeia respiratoria mitocondrial, devem ser equacionadas na
investigacdo das cardiomiopatias "idiopaticas" quer dilatadas quer hipertréficas. As
muta¢des mais frequentes associadas a este fen6tipo tém sido pesquisadas nos doentes
clinicamente pré-seleccionados mas uma abordagem molecular mais alargada poder4 vir
a por em evidéncia novas mutagoes.

E de realcar que hd uma acumulagdo de mutagdes adquiridas no mtDNA com o
avanco da idade, devido as alteragdes oxidativas cumulativas (Cortopassi et Arnheim,
1990; Corral-Debrinski et al, 1992) e nas doengas degenerativas, Parkinson, Alzheimer
e esclerose amiotrofica lateral, provavelmente devido & produgdo de radicais livres
(Shapira et al, 1999). E evidente o deficiente metabolismo energético e o “stress

oxidativo” no cérebro destes doentes. O estudo destas patologias podera vir a ser uma
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linha de investigagfio nesta Unidade, se dispusermos dos meios humanos e técnicos

necessarios.
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Resumo

As doengas mitocondriais constituem um grupo heterogéneo de doengas que se
caracterizam por alteragdes da estrutura mitocondrial e deficiéncia da fosforilagéo
oxidativa (OXPHOS). Nos tltimos anos foram identificadas no DNA mitocondrial
(mtDNA) numerosas mutagdes associadas a sindromes clinicos, a maioria dos quais
envolvendo o musculo esquelético e o cérebro. Contudo, como as mitocondrias sdo
organelos ubiquitarios, os défices da OXPHOS podem afectar qualquer 6rgio ou tecido
do organismo, o que conduz ao conceito alargado de citopatias mitocondriais (CM).

De inicio, o diagndstico das CM era feito com base nos dados clinicos e na
identificagdo de anomalias nas bi6psias musculares. Mais tarde, estudos bioquimicos
sistematicos permitiram a caracterizagdo de défices isolados ou combinados dos
complexos da cadeia respiratoria mitocondrial. Rapidamente se constatou, no entanto,
que nem os dados morfolégicos nem os bioquimicos isoladamente permitiam uma
classificagdo sistematica das CM. Os progressos na genética molecular vieram dar um
melhor conhecimento das suas bases genéticas, disponibilizando novos meios de
diagndstico e formas de classificagdo.

O objectivo do nosso trabalho foi iniciar os estudos bioquimicos da actividade
da OXPHOS em Portugal e disponibilizar a investigagio molecular do mtDNA nas CM.

A primeira parte do trabalho consistiu numa abordagem multidisciplinar de 435
doentes portugueses com apresentagdo clinica ou dados laboratoriais sugestivos de
patologia mitocondrial. Destes doentes, 102 (com idades compreendidas entre 1,5 meses
¢ 74 anos) tinham evidéncia clinica, morfolégica e/ou bioquimica de CM.

Na segunda parte do estudo é abordada a estratégia utilizada na investigagdo
molecular. Em 50 dos 102 doentes foi possivel caracterizar as mutagdes responsaveis,
abrangendo 11 alteragdes patogénicas diferentes. O espectro mutacional do mtDNA
revelou deleges simples de grandes dimensdes em 27 casos, deplegdo do mtDNA num,
dele¢des miltiplas em seis e mutagdes pontuais em 16 casos: mutagdo A3243G em seis,
A8344G em dois, T8993G/C em cinco e G11778A em trés. Este estudo permitiu ainda a
identificagdo de 27 polimorfismos em diferentes genes do mtDNA, dos quais 8 ndo

estavam descritos.
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A heterogeneidade clinica, patologica, bioquimica e molecular encontrada nos
nossos doentes, veio sublinhar o problema da variabilidade da expressdo fenotipica
associada a cada mutagfo do mtDNA.

Com este estudo concluimos que: i) a apresentagdo clinica do grupo das
encefalopatias é varidvel e nfio corresponde & de nenhum grupo sindromético
previamente descrito; ii) nfo € possivel predizer o défice enzimatico nem a alteragfio
genética do mtDNA com base exclusivamente na apresentagéo clinica; iii) os estudos
enzimdticos confirmam o diagnéstico em doentes que apresentam estudos
miopatologicos normais; iv) as mutagdes patogénicas do mtDNA sfo comuns e causam
morbilidade crénica significativa; v) os estudos genéticos sfo tteis para distinguir os
casos esporadicos dos de transmissfio materna, o que permite a realizagio de um
aconselhamento genético adequado.

Este estudo, o primeiro efectuado em doentes portugueses, confirma os dados
ja publicados enfatizando a utilidade da caracterizagdo molecular num diagndstico de
certeza e levando a um melhor conhecimento destas doengas, ndo tdo raras como
inicialmente se supunha.

De futuro, iremos proceder & sequenciagdo completa do mtDNA em todos os
doentes em que ndo foi ainda possivel efectuar uma caracterizagdo molecular e também
alguns estudos do genoma nuclear nos casos com deficiéncia da OXPHOS em que o
estudo do mtDNA n#o revelou muta¢des. Além disso, o desenvolvimento de modelos
celulares relativamente simples tornard possivel detectar quais as necessidades
metabdlicas exactas das células com disfungdo da OXPHOS e testar diferentes
condi¢des de cultura ou de tratamento tanto em células mutadas como nas normais.
Estes estudos poderfio fornecer informagdes importantes sobre estas doengas,
frequentemente fatais. Permitirfio ainda desenvolver estratégias para a destrui¢do ou

inibi¢do da replica¢do de determinados tipos de DNA.
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Summary

Mitochondrial diseases are a heterogeneous group of metabolic disorders
characterized by abnormalities of the mitochondrial ultrastruture and impaired oxidative
phosphorylation (OXPHOS). In the past years, the study of mitochondrial DNA
(mtDNA) showed in a number of cases specific mutations associated with clinical
syndromes mostly affecting skeletal muscle and brain. However, since mitochondria are
ubiquitous, OXPHOS defects might affect any organ or tissue in the body. This leads to
a broader concept of mitochondrial cytopathies (MC).

Initially, the diagnosis was based on clinical features and on the presence of
abnormalities in the muscle biopsy specimens. Later, systematic biochemical studies led
to the identification of single or multiple defects in the mitochondrial respiratory chain
complexes. It soon became evident that neither morphological nor biochemical data
alone could provide a systematic classification of MC. Advances in molecular genetics
have increased our understanding of the genetic bases of these diseases, providing new
tools for classification and diagnosis.

The aim of this work was to analyse OXPHOS activity in Portuguese patients
and set up the molecular study for mtDNA abnormalities.

The first part of the project aimed at a multidisciplinary approach in 435
Portuguese patients who had clinical presentations or laboratory features suggestive of
mtDNA-associated disorders. Among these patients, 102 (48 women and 54 men, age
range 1.5 mo-74 yrs) showed clinical, morphological and/or biochemical evidence of
MC. The group of patients proved to be representative of this type of pathology because
it was composed by 49 children and 53 adults with a wide range of clinical and
biochemical phenotypes.

The second part of the work dealt with the strategy of the molecular
investigation. Out of 102 patients with MC, we characterized the disease causing
mutations in 50 individuals with 11 different pathogenic changes. The mutational
spectrum of the population under study revealed single large-scale mtDNA deletions in
27 patients, depletion in one and multiple deletions in 6 patients. MtDNA point
mutations were found in 16 patients: the A3243G mutation in six, the A8344G in two,
the T8993G/C in five, and G11778A in three. This study also allowed the detection of
26 polymorphisms in different genes of mtDNA, 8 of which are new.
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As a whole, the clinical, pathological, biochemical and molecular heterogeneity
in our patients underline the problem of the variability of the phenotypic expression
associated with mtDNA mutations. We conclude that: i) the clinical presentation is quite
variable and does not correspond to any former syndrome classification; ii) results from
enzymatic and genetic analyses are not predictable on the sole basis of clinical
presentation; iii) enzyme studies may confirm the diagnosis in the patients despite
normal pathological studies; iv) pathogenetic mtDNA mutations are common and cause
significant chronic morbidity; v) genetics studies are useful to differentiate sporadic
from maternal-inherited cases, allowing a better genetic counselling.

This study, the first in Portuguese patients, confirms published data and
emphasises the usefulness of genetic testing to reach a correct diagnosis. In future years,
our research will go a step further in patients without molecular characterization. We
will sequence the entire mtDNA. Further research for genetic defects in the nuclear
genome will be also undertaken in OXPHOS-deficient patients negative for mtDNA
mutations. The development of relatively simple cellular models will make possible to
address the exact metabolic requirements for cells with OXPHOS impairment and to
test different growth conditions or treatments in both mutated and wild type genomes.
Such studies may provide useful insights as for the pathogenesis of these disorders, and
will allow to devise possible strategies to impair or inhibit one type of DNA in its

replication.
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Résumé

Les maladies mitochondriales sont un groupe hétérogéne de maladies
métaboliques caractérisées par des anomalies ultrastructurelles des mitochondries et de
la phosphorylation oxidative (OXPHOS). Récemment, 1’étude de I’ADN mitochondrial
(ADNmt) a permis I’identification d’un nombre considérable de mutations spécifiques
associées a des syndromes cliniques avec atteinte préférentielle du cerveau et du muscle
strié. Etant donné que les mitochondries sont ubiquitaires, les défauts OXPHOS
peuvent, cependant, affecter n’importe quel organe ou tissu, ce qui élargi le concept de
cytopathie mitocondriale (CM).

Le diagnostic était au départ basé sur les manifestations cliniques et la présence
d’anomalies de la biopsie musculaire. L’étude biochimique a permis plus tard
I’identification de défauts uniques ou multiples des complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale. Aucun de ces défauts ne peut cependant aboutir a une classification des
CM. Le progres de la génétique moléculaire a donné une contribution majeure pour la
compréhension des bases génétiques de ces maladies.

L’objectif de notre travail a été I’analyse biochimique et moléculaire de 102
malades portugais (dgés de 1,5 mois & 74 ans) avec évidence morphologique et/ou
biochimique de CM, couvrant un grand spectre de phénotypes cliniques et
biochimiques.

Nous avons caractéris¢ les mutations responsables (11 altérations
pathogéniques différentes) chez 50 malades, un grand nombre de délections du ADNmt
chez 27 malades, des délections multiples chez 6 malades et un cas de déplétion. Des
mutations ponctuelles du ADNmt ont été identifiées chez 16 malades. Cette étude a
aussi permis la détection de 26 polymorphismes en génes différents du ADNmt, dont 8
nouveaux.

A I’hétérogénéité pathologique, biochimique et moléculaire correspond la
variabilité phénotypique associée aux mutations du ADNmt. Nous concluons que: i) la
présentation clinique est trés variable et ne correspond 4 aucune classification
syndromatique antérieure; ii) les résultats de I’analyse enzymatique et génétique ne sont
pas prévisibles d’aprés la présentation clinique; iii) 1’étude enzymatique confirme le
diagnostic malgré une étude pathologique normale; iv) les mutations pathologiques du

ADNmt sont fréquentes et responsables par une morbidité chronique significative; v)
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I’étude génétique est utile pour le diagnostic différentiel entre les cas sporadiques et
ceux hérités par voie maternelle, permettant un conseil génétique plus précis.

Cette étude, effectuée pour la premiére fois au Portugal, confirme les résultats
de travaux antérieurs et la contribution de I’analyse moléculaire & un diagnostic précis.
Notre intention est de 1I’étendre dans I’avenir au génome nucléaire chez les malades
avec déficit de ’OXPHOS dont I’étude de ’ADNmt n’a pas mis en évidence des
mutations. Le développement de modéles cellulaires relativement simples permettra
aussi d’évaluer les nécessités métaboliques exactes des cellules avec des déficits de la
chaine respiratoire mitochondriale et de tester différentes conditions de culture ou de
traitement des cellules normales et mutées. Ces études pourront donner des
renseignements importants sur ces maladies et permettront d’établir les stratégies visant

la destruction ou I’inhibition spécifiques de la réplication de différents types d’ADN.
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Abreviaturas
A - Adenina
Ac. - Anticorpo
Alt. - Alteragdes
ADP - Adenosina -5 -difosfato
ATP - Adenosina -5’-trifosfato
C - Citosina
CM - Citopatia mitocondrial
CoA - Coenzima A
CoQ - Coenzima Q
COX - Citocromo ¢ oxidase
COX (-) - Fibras citocromo c¢ oxidase negativas
CRM - Cadeia respiratéria mitocondrial
CK - Creatina fosfoquinase
CS - Citrato sintetase
Dx - Doente n°
Da - Daltons
MAmtDNA - Delegdes multiplas
DCRM - Disfungdes da cadeia respiratoria mitocondrial
Cit - Citocromo

ddATP - 27,3 -dideoxiadenosina-5"-trifosfato
ddCTP - 2',3"-dideoxicitidina-5"-trifosfato
ddGTP - 2',3’-dideoxiguanosina-5"-trifosfato
ddNTPs - Dideoxinucleosideos-5'-trifosfato
ddTTP - 2’,3 -dideoxitimidina-5"-trifosfato

déf. - Défice/deficiéncia

del - Delecgio

dNTPs - Deoxinucleosideos-5"-trifosfato

ECG - Ecocardiograma, electrocardiograma

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético

EEG - Electroencefalograma

EMG - Electromiograma

G - Guanina

HMP - Hospital Maria Pia

HGSA - Hospital Geral de Santo Anténio

Kb - Kilobases

KSS - Sindrome de Kearns-Sayre (Kearns-Sayre CMdrome)
LCR - Liquido cefalorraquidiano

L/P - Razdo lactato/piruvato

M - Marcador de peso molecular conhecido

M.E. - Microscopia electrénica

MELAS - Sindrome caracterizada por encefalopatia mitocondrial, com acidose lactica

e acidentes vasculares (Mitochondrial encephalopathy lactic acidosis and
stroke-like episodes)

MERRF - Sindrome caracterizada por epilepsia mioclénica com fibras rotas e
vermelhas (Myoclonus epilepsy with ragged red fibers)

Met - Metionina

min. - Minutos

mtDNA - DNA mitocondrial

mRNA - RNA mensageiro

NAD - Dinucleotideo de adenina e a-nicotinamida

NADH - Forma reduzida do dinucleotideo de adenina e a-nicotinamida
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NDNA - DNA nuclear

nt - Nucleétido

OXPHOS - Fosforilagdo oxidativa

pb - Pares de bases

PC - Piruvato carboxilase

PCR - Reacgéio em cadeia da polimerase

PDH - Piruvato desidrogenase

PEO - Oftalmoplegia externa progressiva

Pi - Fésforo inorgénico

PM - Peso molecular

Primers - Cadeias oligonucleotidicas de iniciagdo
Qm - Ubiquinona

QI - Coeficiente intelectual

RFLP - Polimorfismo nas dimensdes dos fragmentos de restrigdo
RMN - Ressondncia magnética nuclear

rpm - Rotagdes por minuto

RRF - Fibra rota e vermelha (ragged-red fiber)
rRNA - RNA ribossémico

] - Segundos

SDH - Succinato desidrogenase

SL - Sindrome de Leigh

SN - Sistema nervoso

SNC - Sistema nervoso central

SSCA - Andlise conformacional do DNA em cadeias simples
T - Timina

TAC - Tomografia axial computorizada

TAE - Tampdo tris-acetato-EDTA

TP - Timidina fosforilase

tRNA - RNA de transferéncia

U - Unidades
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Anexo I — Técnicas enzimaticas para estudo da CRM.

Anexos

Todos os métodos descritos podem ser utilizados quer em amostras de adultos
quer de criangas. As actividades dos complexos da CRM sio medidas por
espectrofotometria em condigdes de velocidade maxima (Vmax) e a pH dptimo das

reacgdes.

O equipamento utilizado nestas determinagdes foi um espectrofotometro
Shimazu de duplo feixe - UV-160A com um CPS 240A; tendo sido utilizadas cuvetes
semi-micro descartdveis. Os reagentes sdo das marcas Sigma e Merck ¢ a preparagdo
laboratorial de algumas solugdes € extempordnea de modo a evitar cinéticas

degradativas e inquinagdes.

Preparaciio da amostra

Cerca de 30mg de musculo esquelético congelado sdo triturados num
homogeneizador de vidro em banho de gelo com tampéo fosfato (KH,PO4/K,HPO,)
0,IM pH 7,4 na proporgéo de 1/15 (p/v) e centrifugado 10minutos a 10.000 rpm. Na
fracgdo enriquecida de mitocondrias foram determinadas as actividades de cinco

actividades enzimaticas relativas aos quatro complexos da CRM.

Os complexos podem ser inibidos por certas substincias como a rotenona, o
amobarbital, a piericidina A (complexo I), o malonato (complexo II) a antimicina A

(complexo III) ou o cianeto (complexo IV) em locais especificos da cadeia respiratoria.

A) Determinagiio da citrato sintetase (CS)
A citrato sintetase (CS) ¢ a primeira actividade a ser determinada no estudo
enzimatico da CRM. Em fungfio desta actividade sdo ajustados as quantidades de

amostra que se irdo utilizar no estudo dos diferentes complexos.

I - Principio do método utilizado
Cs
Acetil CoA + Oxaloacetato —p Citrato + CoA-SH

DTNB* + 2 CoA-SH — 2 TNB + CoASSCoA

* DTNB - 4cido 5,5-ditio-bis [ 2-nitro-benzbico]; TNB - acido 5-tio-bis [ 2-nitro-benzdico]
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II - Método
‘Reagentes | Volume utilizado (L) Concentragdo final
“Tampdo Tris-HCLpH 8 100 75mM )
DTNB 100 0,ImM
AcetilCoA 8,5 mM 50 0,42mM
Homogeneizado de misculo 10-20 -
Triton X 100 1% 100 1 %o
H,O q.b.p. 950

Estabiliza¢do da absorvanciaa 30°C e a 412 nm

Oxaloacetato 10 mM 100 0,5 mM

Leitura das absorvancias a 412 nm durante 15 ciclos de 20 segundos .

III - Calculo da actividade

As actividades enzimaticas estdo expressas em nanomoles de substracto
transformado por minuto e por mg de proteinas nas condi¢des de reac¢fo escolhidas de
forma a obter uma cinética que ¢ linear em fungéo do tempo.

A actividade especifica exprime-se referida as proteinas nfo colagénicas (NCP).

U= nmoles. min™. mg” NCP =AA/At x Vt/Va x 1/axd x 1/NCP

AA/At - variagfo da absorvancia por minuto

Vt - volume total da reacgéo

Va - volume da amostra

D  -trajecto do feixe dptico em metros

ac - absorvancia/concentragdoxd =m?.mole’!

B) Estudo do Complexo I; (determinagiio da NADH:ubiquinona oxidoreductase, EC 1.6.5.3)

I - Principio do método utilizado
Redugdo da coenzima Q (decilubiquinona) pelo NADH ; determinagdo em
paralelo do complexo I sem e com rotenona. A diferenga dos AA/min corresponde a

quantidade de complexo I, sensivel a rotenona.

NADH — CoQ — citc - 0,
(2H', 2¢) Trotenona  Tantimicina Teianeto
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II - Método a 30°C e 340nm

Reagentes ' R | Volume utilizado (uL) | Concentragio:
Tampdo fosfato 100mM pH 7,5 350 35mM

MgCl, 100mM 50 S5mM
Albumina bovina sérica (BSA) 5% 50 0,25%

NaCN 30mM 60 1,8mM
Antimicina 0,1% 2 0,0002%
Decilubiquinona* 25mM 4 0,ImM

H,O q.b.p. 950

Homogeneizado do misculo 50

Estabilizagdo da absorvéncia a 30° C e a 340 nm
NADH 4,5 mM 50 0,225 mM
Rotenona 10mM 6 0,06mM

Leitura das absorvéncias a 340nm.durantel0 ciclos de 60 segundos.

* 2,3-dimetoxi-5-metil-6-decil-1,4-benzoiquinona (C 19H3004)

III - Célculo da actividade
A actividade especifica de NADH ubiquinona oxidoreductase (sensivel a
rotenona) exprime-se referida as proteinas ndo colagénicas (NCP). A inibigdo pela

rotenona varia entre 50 e 80% conforme o0s casos.

U= nmoles. min". mg" NCP =AA/At x Vt/Va x 1/a;xd x 1/NCP

C) Estudo do Complexo-I1; (determinaciio da succinato:ubiquinona oxidoreductase, EC 1.3.5.1)

I - Principio do método utilizado

Redugdo de um andlogo da coenzima Q, a decilubiquinona, pelos equivalentes
reduzidos do succinato transferidos pelo complexo II, e redugdo subsequentedo 2,6-
diclorofenolindofenol (DCIP) pelos electrdes cedidos pela decilubiquinona reduzida

determinando a redugdo do DCIP a 600 nm, Gltimo aceitador de electrdes da série.

succinato »FAD ..—»S1..—582..-»83..—» heme b..—> decilubiquinona —-DCIP
(2H', 2¢) complexo II (2¢)
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II - Método a 30°C e 600mM

i : | Volume utilizado (L) ‘Concentragéo final
Tampéo fosfato100mM pH 7,5 350 35mM
BSA 5% 50 2,5g/LL
NaCN 30mM 8 0,24mM
Rotenona 2mM 2 0,004mM
Antimicina 0,1% 2 0,001g/L
DCIP* 0,92mM 84 0,077mM
H20 q.b.p.990
Succinato 320mM 31 10mM
Homogeneizado do musculo q.b.p. 950

Estabiliza¢do da absorvéncia a 30° C e a 600 nm
Decilubiquinona 25mM 3 0,075mM

Leitura das absorvincias a 600nm durante 10 ciclos de 30 segundos.

Malonato de sédio 10 10mM

*DCIP - 2,6-diclorofenolindofenol

IIT - Calculos da actividade

U= nmoles. min™". mg" NCP =AA/At x Vt/Va x 1/a;xd x 1/NCP

D) Estudo do Complexo II +III ; (determinacéio da succinato:citocromo c oxidoreductase,

EC1.3.5.1)

I - Principio do método utilizado

Ha redugfio da CoQ pelos 2H", 2¢” do succinato ; seguidamente a reducgdo do

cit ¢ pelos 2¢” do CoQH; ; faz-se a determinago da reducgdo do cit ¢ a 550 nm.

succinato —

CoQ — citc

(2H', 2e) complexoll  complexo III
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II - Método a 30°C e 550mM

Anexos

Reagentes e | Volume utilizado (uL) | Concentragéo fin
Tampﬁo de fosfato 100mM pH 7,5 550

Citocromo ¢ ImM 100 0,ImM

NaCN 30mM 30 09mM
Homogeneizado de musculo 20

H,O q.b.p. 1000

Estabilizagdo da absorvancia a 30° C e a 550 nm

Succinato Na 100 3mM

Leitura das absorvancias a 550mM durante 6 ciclos de 60 segundos.

III - Calculos da actividade

U= nmoles. min™. mg” NCP =AA/At x Vt/Va x 1/a;xd x 1/NCP

E) Estudo do Complexo III; (determinagiio da ubiquinol:citocromo ¢ oxidoreductase, EC
1.10.2.2)

I - Principio do método utilizado
Os electrdes sdo transferidos do CoQH, (reduzido extemporaneamente) para o
cit ¢; faz-se a determinagfo do cit ¢ reduzido a 550 nm e verificagéo da especificidade

desta determinagéo pela inibigdo do complexo III com antimicina.

I I11 IV
NADH — CoQH, — citc —» O,
enddgeno T (2H',2¢) T

rotenona CN"

(inibidor) (inibidor)
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II - Método a 30°C e 550nm

B o 'Yglume.utili'za;do (uL) Cot:’i:enti‘agaofmal
Tampdo fosfato 100mM pH 7,5 350 35mM
MgCl; 100mM 50 5mM
BSA 5% 50 0,25mM
NaCN 30mM 60 1,8mM
Citocromo ¢ ImM 125 0,125mM
Rotenona 10mM 5 0,05mM
H,O q.b.p. 993
Homogeneizado de musculo 4

Estabiliza¢do da absorvancia a 30°C e a 550 nm
Decilubiquinona (reduzida) 20mM 3 0,06mM

Leitura das absorvancias a 550nm durante 10 ciclos de 30 segundos.

Antimicina 0,1% 3 0,0003%

III - Célculos da actividade

U= nmoles. min™. mg" NCP =AA/At x Vt/Va x 1/a.xd x 1/NCP

F) Estudo do Complexo IV; (determinagiio da ferrocitocromo c: oxigénio oxidoredutase ou

citocromo ¢ oxidase, EC 1.9.3.1)

I - Principio do método utilizado

O citocromo ¢ reduzido extemporaneamente, € reoxidado pelo oxigénio

dissolvido; determinagéo do cit ¢ reduzido a 550 nm.

0,

citocromo ¢ reduzido — citocromo ¢ oxidado

citocromo ¢ oxidase
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II - Método a 38°C e 550nm

Reagentes Ll | Volume utilizado (uL) | Concentragfo final
Tampdo fosfato 100mM pH 7 100

Citocromo reduzido (NaBH,) 1% 100 1%

H20 q.b.p.1000

Estabiliza¢do da absorvancia a 38°C e a 550 nm

Homogeneizado de misculo 40

Leitura das absorvancias a 550nm durante18 ciclos de 30 segundos.

|
| III - Célculos da actividade
U= nmoles. min™. mg" NCP =AA/At x Vt/Va x 1/a.xd x 1/NCP
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Anexo II- Sintomas e sinais constantes da informacio clinica registada.

Hipotonia / "floppy baby"
Encefalopatia
Miopatia
Neuropatia
Atraso de desenvolvimento psicomotor (ADPM)
Atraso mental (AM)
Convulsdes
Atraso estato-ponderal (EP)
Acidente vascular cerebral (AVC)
. Surdez /baixa audi¢io

2 % R R W e

R
—_ O

. Atrofia Optica / retinite pigmentar

—
[

. 8. extrapiramidal / distonia / Parkins6nico

[u—
W

. S. piramidal / hiperreflexia

—
N

. Ptose / Miopatia ocular / oftalmoparésia / oftalmoplegia externa progressiva (PEO)
. Ataxia

. Nistagmus

. Cataratas

. Atrofia cerebelosa

— e e e
o 0 0 N W

. Espasticidade

[3e]
(=]

. Paraparésia
. Caimbras

[ o8]
—

. Microcefalia

NN
W N

. Hiporreflexia

(o]
=

. Hipertricose

o]
v

. Intolerdncia ao exercicio / fatigabilidade / astenia

[
[=2)

. Epilepsia

[ye]
3

. Estrabismo

()
[==]

. S. Cerebeloso

[yo]
o

. Dismorfias / facies estranho

W
(=]

. Diplopia

W
—

. Diabetes mellitus tipo II

(98]
(3]

. Rabdomidlise / Mioglobinuria

(%]
(98]

. Miocardiopatia / alteragdo cardiaca

(#%)
-8

. Baixa estatura

(%]
wn

. Insuficiéncia pancreética
. Vomitos
. Pés botos

W W W
0 3 O

. Movimentos involuntarios

w
O

. Mioclonias
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40.
41.
42,
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49,
50.
51.
52,
53.
54.
a8,
56.
57.
58.
3.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
12
73.
74.
e
76.
71
78.
79.
30.

Hipoglicemia

Prematuridade

Mie com paragem cardiovascular no parto
Dificuldade de suc¢ido

Fraqueza muscular

Coma

Discinésia

TAC com alteragdes

Atraso de crescimento intra-uterino
MELAS

Sindrome Leigh / NARP

MERRF

Sindrome West

D. mitocondrial / C. mitocondrial
Contracturas apés-exercicio
Miosite

Sindrome de dificuldade respiratéria / ventilagdo mecanica

Atrofia do corpo caloso / agnesia
Cegueira / baixa acuidade visual

Miastenia

Quistos renais / glomeronefrite / Insuficiéncia renal crénica

Leucodistrofia

Distrofia muscular

Tremor

Disfagia

Disfonia

Calcificagdes dos ginglios da base
Alteragdes dermatologicas
Cifoescoliose

Anemia

Alteragdes de comportamento
Anorexia

Autista

Hemiplegia

Mialgias

Diarreia / Gastroenterite

S. Polimalformativo

RMN com alteragdes
Atingimento hepatico
Hemiparésia
Trombocitopenia / trombofilia
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81. D. Degenerativa
82. Artrogripose
83. Polipneia
84. KSS
85. LHON
Associacio de sintomas e sinais
(ATR) Atraso - Coma
Alteragdo do comportamento - Autismo
Microcefalia - Dificuldade de sucgéo
Atraso do desenvolvimento psicomotor - Doenga degenerativa
Atraso mental
(CRM) Citopatia mitocondrial
(PEO) PEO - LHON
Diplopia - KSS
Estrabismo -  MELAS
Ptose / oftalmoplegia - Leigh
PEO -  MERRF
(ATX) Ataxia (INT) Intolerincia ao exercicio
Sindrome cerebeloso / Atrofia cerebelosa - Caimbras
Ataxia - Astenia
Nistagmus - Mialgias / poliartralgias
- Intolerancia ao exercicio
(SPI) S. piramidal - Fatigabilidade
Sindrome piramidal - Contracturas apds esforgo
Espasticidade . .
Hiperreflexia (MIO) Miopatia
- Miopatia
(EPI) Epilepsia - Miosite
Sindrome West - Sindrome de dificuldade respiratéria
Mioclonias - Polipneia
Convulsdes - Miastenia
Epilepsia - Distrofia muscular
. - Disfagia
(BES) Baixa estatura - Paraparésia
Alraso estaturo-ponderal - Mioglobintria / Rabdomiélise
Baixa estatura

Atraso de crescimento / [U

(EXT) Extrapiramidal

Discinésia

Tremor

Sindrome extrapiramidal / distonia
Movimentos involuntarios

(ENC) Encefalopatia
Encefalopatia

(MAL) Sindrome Malformativo
- Atrofia do corpo caloso / agnesia
- Dismorfias / facies estranho
- Sindrome polimalformativo
- Pés botos
- Artrogripose

(SUR) Surdez
Surdez
Baixa audigdo
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. - Atrofia optica
(STR) “Stroke-like” - Retinite pigmentar
- Strokes / AVC - Cataratas
. Hemfpleglf?. - Cegueira / baixa acuidade visual
- Hemiparesia
. (HEM) Alteragdes hematologicas
(NEU) Neuropatia _ - Trombocitopenia / trombofilia
- Neuropatia / polineuropatia - Anemia
- Hiporreflexia

(END) Alteracdes endocrinas
Insuficiéncia pancredtica

(IMA) Imagiologia anormal

- Calcificagdo dos glanglios da base - Hipoglicemia
- Leucodistrofia - Diabetes mellitus
- TAC com alteragdes - Hipertricose .
- RMN com alteragdes |
(GAS) Alteracdes gastro intestinais
(OUT) Outros - Diarreia / gastroenterite
- Prematundadc? - "Vémitos
- Paragem cardiaca S —
(BXY) Baixa visdo
Associacio de sinais e sintomas
(E) Encefalopatia =ATR + ATX + SPI + EPI + EXT + ENC + STR + IMA

(M) Miopatia = MIO + INT
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Anexo III - Dados clinicos, miopatolégicos e bioquimicos de 102
doentes com citopatia mitocondrial.

Anexos

T R TR TR 1 I COX [P RF | " Estudo |
ﬁ?g:::e : . lciniea. Lactato [ SDH _c‘_?)x [P algm ;»..hﬁﬂagm i
1/F | Neu | Pe0 | BES 2.9 P N |- - P I+ IV
"~ 2/F | ENC | END | wis 45 N N |[N| glicogénic | - I+ 11+ 111+
o v
3/M | peo " N N |- | f atrofiadas | P n
" 4/F | PEO VIS N - P | f. atrofiadas | P H+1v

| ; 6/M | END | MO | ouv |cArR|BES |[GAS| 28 - P |N - P 14141V
_6/M | mi0 MAL 3,0 P N [P | glicogénio N N
7IM | EnC N P [N P v
‘8/M | ouv | wis ENC | BES 3,1 N N | N |aglom. mitoc| N N+1V
" 9/F | Mo ENC 4,3 P P | N | got. lipidicas| N v
; glicogénio
L 10/M | PEO MAL - P N |- N I+
11/M | ENC 35 - - - | f. atrofiadas - 1+
12/M | ENC 18,4 N N [N N v
13/M | cm | MELAS : P P [N N H+1V
‘14/F | ReN | ENc | PEO |ouv N N P |P P 1+I+V
15/F | APM 35 N N [N 4 I
16/F | PEO N N N | glicogénio P HI+1V
A7/F | Mo | wis | BES |maL|ENc|ouv| 3,9 P P |N P v
18/M | HIP END ENC | MAL N N |N N 1+1+1V
19/F | mo | PEO N P [N P N+1V
20/F | Mmio | PEO N P |N P v
21/M | PEO MIO N P [N P N
22/F | Mo | ENC N P |N P 1+1V
23/M | PEO MIO N P | N| f atrofiadas | P 1+I+HV
24/M | ENC N P |N P N+
25/M | ENC VIS ouv P P |N N v
"26/F | Peo N P [N P N
27/M | PeO N P |N P v
28/M | mio N P |N P n+1v
29/M | mi0 GAS CAR | BES 6,2 P N |N P 1+I+IV
30/F | PEO N P |N P N+IV
31/M | Kkss P P |P N 41V
32/F | PO | MO N P |N P i
33/M | NARP 39 y o | s “ n.d.
34/M | enc | NEU N . « | N I
3BIM | vis | ENc 3,0 N N [N N N+1v
36/F | PEO P N _|N P n
37/M | ENC N N |N N n
38/F | PEO BES END P N N P N
39/F | kss 32 N P |P P N
"40/F | kss - P [N P n.d.
41/M | cArR P N |S P NI+
(42/F | PO | wis MIO S N |S P v
43/F | kss P N |Ss P 1]]
| 44 /M | LHON - - - - n.d.
45/F | PEO N P |N P +1V
46/M | cM | MERRF N N / |N N v
47/M | ENC N P |P]| glicogénio | P n
48IM | HIP 7.8 N N |N N v
49/F | PEO | MmIO v v Fs P N
50/M | PEO | MIO N N |[N]| f atrofiadas [ N 1\
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H |'COX |IP| Outras |
ENC VIS ouv 54 P P N N I+
PEOQ MIO ENC N N N P N
PEQ N P [N P v
CM LHON - - - - n.d.
ENC 11.4 P N N N H+v
HIP ENC Leigh 3.1 N N |N N N
ENC VIS 3,6 N P N P v
MIO N P N | corpos inclus| P N
HEP ENC GAS | END | MIO 17,7 N - N | megamitoc N 11+IV
60/F | ENC VIS MIO fhi s - - N I+1+11+1V
PEO P P |N P 1\
KSS N N [N P N
MIO P P |N N 1\
MIo ENC NEU N N |N N 1+1V
CM KSS - N N P N
PEO P N |N P N
CAR MIO VIS N N | N | glicogénio N v
e lipidos
MIO ENC VIS 2,6 P N N P 1+11+V
VIS MIO ENC | MAL | BES 3,8 N P N P H+1V
70/M | HP | END dheasle 7.8 z Sl i 1+V
VIS MIO HEM 29 N N |N N v
MAL HEP END 39 - - - - v
CM Leigh 4.5 N N N P 1+1VvV
MIO CAR 3,0 N N N N v
ENC VIS N N N N v
ENC HEP 5.1 N N S | megamito N 1+IV
CM KSS 3.1 P P - P N
CM | MNGIE N - - - P N
ENC - - - - N 1+1V
80/F | mo | 5 P P N N 1+1V
MIO N N N N 1+[1+1V
MIO 4.2 N N N P 1+ H+ T+
CAR HIP ENC 35 N N [N N +v
PEO BES - P P |N P 1
PEO Famil. - N N S N N
CM Leigh 3.3 N N N N N
NARP - - - - nd.
ENC HEM - N P N P N
PEO MIO - - - - P N
90/F | CM | Leigh 3.1 N N [N N \'
CM | MERRF ( 34 N N |N lipidos N I\
ENC MIO N N P P 1\
PEO P P |N P I+
MIO N P |N P |
KSS P P N P 1+11+H1+1V
PEO N N |P P N
ENC 4,2 N N |N N 1]
ENC CAR HEP | HIP 5.3 N N N N v
MIO CAR 4.3 N N | N |atrof. neurog| N I\
100/F | END | ENC BES 2.8 P N |N P nd.
ouv ENC VIS | BES | MIO P N N P n.d.
CM | LHON - - - - n.d.

Abreviaturas: n.d.—ndo determinado; N-negativo; P-presenga; COX (-)-fibras COX negativas; IP -
Inclusdes paracristalinas
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Anexo IV - Resultados da determinacio das actividades enzimaticas

dos complexos da CRM.
| 45A 214,0 1,2 20,1 25,3 9,2 Défice I; IV
J 15M 226,9 1,2 54 6,7 1,6 Défice I; II; III; IV
i | 41A 200,0 14,5 15,0 16,5 18,3 Défice IlI
= | 69A 124,9 12,9 18,0 15,9 71 Défice Ill; IV
10A 306,0 1,4 17,7 15,2 34 Défice I; 1II; IV
11A 140,7 15,4 24,5 25,8 22,8 Normal
44A 116,0 13,0 22,0 37,0 8,0 Défice IV
12A 229,9 11,1 17,0 13,8 5,9 Défice III; IV
47A 91,7 7.6 15,7 35,3 4,5 Défice IV
7A 263,6 13,0 11,2 10,9 3,3 Défice Ill; IV
10M 78,5 18,7 9,0 49,2 6,1 Defice II; IV
5A 128,5 17.4 12,3 40,2 55 Défice IV
12A 186,7 25,2 12,1 8,8 9,2 Défice Ill; IV
4A 120,7 6,3 14,0 13,5 4,4 Défice I; lIl; IV
1A 1259 10,9 8,6 49,4 10,1 Défice Il
33A 259,8 9,3 18,6 13,6 4,6 Défice III; IV
33A 119,7 14,9 11,2 67,7 8,2 Défice IV
7A 130,0 4,6 5.6 43,6 14,3 Défice I; ||
34A 167,7 17,5 19,4 25,2 58 Défice IV
73A 137,9 18,9 14,7 252 58 Défice IV
59A 143,7 16,0 11,0 40,0 16,0 Normal
5A 279,7 54 24,0 254 3,9 Défice I; IV
33A 272,4 3,0 36,5 12,6 5,7 Défice I; lll; IV
8A 108,6 14,4 18,2 16,9 9,0 Défice IlI; IV
46A 205,8 1,2 13,0 23,4 8,2 Défice IV
61A 358,2 14,9 29,7 24,1 9,1 Normal
29A 136,5 10,2 14,5 27,3 5,9 Défice IV
39A 177.8 16,7 18,8 11,7 8,3 Défice IlI; IV
6A 301,0 2,9 16,4 9,2 2,9 Défice I; lIl; IV
37A 188,0 10,6 14,4 18,0 7.5 Défice IlI; IV
17A 197,4 30,4 34,6 12,0 58 Défice Ill; IV
43A 97,9 242 46,8 15,5 19,0 Défice Il
15A 5 - - < = nd.
30A 191,3 20,2 26,3 12,7 12,3 Défice Il
7A 120,2 12,9 13,7 11,7 4,6 Défice IlI; IV
35A 112,5 19,3 25,3 19,4 15,2 Normal
35A 96,3 14,8 26,9 13,3 16,8 Défice Il
52A 130,9 14,6 35,6 41,6 15,7 Normal
17A 169,8 24,0 259 450 18,8 Normal
24A - 5 - - s n.d.
20A 1494 18,3 14,9 18,3 71 Défice Ill; IV
24A 103,6 17,6 23,7 25,9 9,6 Défice IV
12A 137,7 9,1 19,8 26,0 16,9 Normal
32A - - - - - n.d.
69A 98,5 23,0 20,5 16,1 7.7 Défice IlI; IV
15A 129.4 18,1 24,1 46,2 5,8 Défice IV
68A 89,4 17,7 14,5 16,9 17,2 Défice Il
2M 69,2 14,1 29,0 91,8 31 Défice IV
46A 150,2 15,9 20,3 25,3 17,9 Normal
5A 136,5 10,2 14,5 27,3 59 Défice IV
4M 67.8 8,9 3,9 28,7 21 Défice II; IV
59* 114.4 27.4 19.2 36.8 9.8 Normal
714 114,7 14,4 17,9 255 9,8 Défice IV
" = = - - - n.d.
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Défice lIl; IV
1A 108,9 33,7 14,6 32,2 14,9 Normal
43A 68,1 254 14,5 37,5 8,8 Défice IV
45A 96,5 12,8 17,2 27,9 16,5 Normal
3A 196,2 11,2 6,5 27,7 4,8 Défice II; IV
M 290,2 4,6 7.4 12,0 3,8 Défice I; II; IlI; IV
1A 749 18,3 18,7 25,2 2,8 Défice IV
68A 193,2 10,4 219 231 16,6 Normal
38A 156,4 20,4 18,9 33,7 7.7 Défice IV
BA 87,0 55 17,2 455 6,0 Défice I; IV
24A 112,4 16,2 21,4 46,5 18,5 Normal
18A 121,3 12,7 28,1 21,4 11,0 Normal
16A 84,0 22,9 19,1 65,4 7,5 Défice IV
11A 257,5 18,2 50 11,4 4,7 Défice II; IlI; IV
TA 1771 5,9 9,6 154 6,6 Défice I; I1; 1II; IV
1,5A 341,3 2,3 13,4 20,8 43 Défice I; IV
19A 248,0 16,5 17,8 35,9 7,5 Défice IV
13A 138,3 12,4 222 453 5,6 Defice IV
10A 146,5 1,3 13,6 343 2,5 Défice I; IV
7A 133,2 7.3 40,7 35,8 1,9 Défice IV
12A 255,7 10,5 23,8 20,6 7.7 Défice IV
1A 120,4 6,6 251 35,6 50 Défice IV
13A 177,5 18,8 14,6 23,9 16,1 Normal
8A 160,5 16,6 19,0 243 18,6 Normal
8A 261,5 55 12,3 211 23 Défice I; IV
23A 84,4 4,0 13,6 M7 8,2 Défice | ; IV
24A 113,2 3,8 35 47,6 7.4 Défice I; II; IV
2A 476,3 31 44 19,6 0,8 Défice I; I1; II; IV
5A 241,0 6,5 8,7 26,7 31 Défice II;IV
26A 141,0 50 241 259 13,2 Défice |
8A 215,3 22,2 176 49,6 10,1 Normal
5A 93,4 13,0 25,0 442 20,9 Normal
15A - - - - - n.d.
19A 107,7 18,4 20,8 26,1 16,5 Normal
46A 92,3 18,5 23,0 49,6 27,9 Normal
3A 112,5 13,5 12,9 36,8 7,6 Defice IV
15A 1425 7,3 13,4 24,0 38 Défice IV
55A 109,3 14,6 19,9 48,7 81 Défice IV
32A 476,7 31 16,5 18,3 5,2 Défice I; IV
41A 108,7 51 18,8 26,5 15,3 Défice |
21A 181,7 43 8,4 10,4 5,7 Défice I; II; 1I; IV
47A 120,5 15,7 14,9 46,0 16,9 Normal
5A 130,2 17,4 8.5 296 143 Défice ||
4A 2179 19,7 19,0 36,7 9,5 Défice IV
11A 94,5 12,3 11,5 33,2 4,6 Défice IV
23A - - - - - n.d.
25A - - - - - nd.
17A a - - - - n.d.
VR n=50* 850-180, 7,0-21,0 12,0-35,0 22,2-622 11,56-345

CS (citrato sintetase), enzima da matriz mitocondrial; NADHCR (rotenona sensivel) - NADH-CoQ redutase; SDH - succinato
desidrogenase; CCR — citocromo ¢ redutase; COX - citocromo oxidase; (*) unidades nmol/min/mg proteinas néo colagénicas; VR: valores

de referéncia.




{———' Anexos

Anexo V — Primers do mtDNA utilizados neste estudo na pesquisa de
mutag¢des menos fequentes

~ Primer  Posigio 5’ Sequéncia do primer (5—3’) :
Bal 321F 311 CCCCCGCTTCTGGCCACAGCAC | ‘
Nlalll 694B 704 ATGCTTGCATGTGTAATCTTAC
1009 F 1009 CACAAAATAGACTACGAAAGTGGC
Apa 1462F 1460 CAGGGCCCTGAAGCGCGTACAC ;
1575B 1575 ACTTACCATGTTACGACTGG
Hha 1768B 1776 CTATTGCGCCAGGTTTCAATTTC
Stu 2172F 2164 CCCATAGTAGGCCTAAAAGCAGCC
Rsa 3123F 3116 CCTCCCTGTACCAAAGGAC
3173F 3157 TAAGATGGCAGAGCCCG
Suppe F 3230 GTTAAGATGGCAGCGCCCGGTAAGCG
3260 B 3282 GAGGAATTGAACCTCTGTAAAGGAATAAGTT
3250 F 3148 GGTTTGTTAAGATGGCAGAGGCCGG
3291F 3264 TTAAAACTTTACAGTCAGAGGTTCCGATTC
MELAS 3295 B 3295 GAGGAATTGAACCTCTGACTCTAA
3303 F 3277 GTCAGAGGTTCAATTCCTCTTGTT
Rsa 3337B 3353 GCGATTAGAATGGGTACAATG
3341B 3341 GGTACAATGAGGAGTAGGAGGTTGGCACTG
3423B 3348 CACGTTGGGGCCTTTGCGTA
Mae 4198F 4185 CCTACCACTCACCCTAGCATTAC
Fokl 4237B 4349 GTTCGATTCTCATAGTCCTAG
Haell 4529B 4544 GTGCGAGCTTAGCGCTGTGATG
Hpal 5685F 5685 CACTTAGTTAACAGCTAAGCACCC
Hha 5971B 5982 CAGCTCATGCGCCGAATAATAGG
Xba 7440F 7433 CATAAAATCTAGACAAAAAAGGAAGGAATCGAAC
Bel 7657B 7669 GAGGGCGTGATCATGAAAGGTG
Bst 7973F 7955 CCCCCATTATTCCTAGAACCAGGCG
Apa 8249F 8239 CTTTGAAATAGGGCCCGTATTTACC
Xba 8289F 8273 CCCCTCTACCCCCTCTAGAGCCCACTGTAAAGC
Ban 8344B 8372 GGGGCATTTCACTGTAAAGAGGTGTGGG
MERRF 8356B 8380 ATTTAGTTGGGGCATTTCACTTTA
Stu 8571B 8582 GCGGGTAGGCCTAGGATTGTGG
8829F 8829 CCTAGCCATGGCCATCCCCGTATG
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imer  Posicio 5’ Sequéncia do primer (5°—3’)

9203B

Apa 9265B
Asu 9910F
COX3 9950B
Xba 10256B
Xba 10256F
Hae 10364F
Spe 10526B
Hind 11680F
Hpa 12123F
Hinc 12406B
Eco 12640B
Stu 13705B
FokI 13750B
SAU 14.4F
EcoRI 14538B
Dde 14608F
Taq 14803B
Taq 14967B
LHON 15257 F
LHON 15257B
Mbo 15591B
Rsa 15812F
Kpn 16048B

8896

9203

9298

9902

9950

10269
10240
10354
10542
11668
12106
12413
12653
13720
13750
14463
14538
14601
14810
14967
15155
15304
15600
15803
16060

GCCCTAGCCCACTTCTTAC
GTGTTGTCGTGCAGGTAGAGGCTTCCT
GGGTGAGAGGGCCCCTGTTAGG
CTTTGGCTTCGAAGCCGCCGCC
AACCACATCTACAAAATGCC
GGGCAATTTCTAGATCAAATAATAAGAAGG
CCTTCTTATTATTTGATCTAGAAATTGCCC
CCCTAAGTCTGGCCTATGAGTGAC
GTGAGCGATATACTAGTATTCCTAG
CCAAACCCCCTGAAGCTTCACCGGCGCAG
CAACCCCGACATCATTACCGGGT
GGGTTAACGAGGGTGGTAAGG
CACAGTGAGAATTCTATGATGGACC
GGCTTCCGGCTGCCAGGCCTTTAATGGGG
GTTGTTAGTAATGAGAAATTCTGCG
TAGTATATCCAAAGACAACGA
TTTGGGGGAGGTTATATGGG
GAGAAGGCTTAGAAGAAAACCCCAC
GGAGGTCGATGAATGAGTGG
TTTACGTCTCGAGTGATGTGGGCG
CAAATATCATTCTGAGGGTCGACAG
GGGCAAGATGAAGTGAAAGG
GGGACGGATCGGAGAATTGTGTAGGCG
GTAGCATCCGTACTATACTTCAC
CTTGGGTGGTACCCAAATCTGCTTCCCC
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Anexo VI - Resultados moleculares globais

Dados clinicos, morfologicos e enzimaticos de 50 doentes deste estudo em que foram
identificadas muta¢des do mtDNA.

207

Doente |Idade & biépsia Fen6tipo Miopatologia| Défice | Tamanho | Percent
- (anos)/sexo Clinico |Enzimético| da delegdio | de delegdo nc
- ; ' daCRM | (Kb) |
D1 45/F PEO/Neuropatia | RRF (++) [elV
D19 34/F PEO/Miopatia RRF (++) v
D4 69/F PEO RRF (+) IlelV
- D23 33/M PEO/Miopatia RRF (+++) | LIllelV
- D3l 17/M KSS incompleto SDH (+) MlelV
D27 29/ M PEO RRF (+) v
‘D30 37/F PEO RRF (++) IlelV
D32 43/F PEO/Miopatia | RRF () T
D24 8/M S. Leigh-like RRF(+) | MlelV
D43 12/F KSS RRF (+) Normal
D39 17/F PEO/Encefalopatia| RRF (+++) | Normal
- D61 31/M PEO RRF (++) v
D68 7/M Atingimento RRF (+++) [ IllelV
multissistémico
D42 24/F PEO/Miopatia | RRF(+) | IllelV 4.9 61
" D9% 47/F PEO RRF (+) | Normal 4.9 24
D80 23/F Miopatia SDH(+) | LllelV 49 26
D84 26/F PEO RRF (++) I 2,4 91
D% 41/M Miopatia RRE (+++) I 4.9 59
D95 21/M KSS RRF (+) LILIIe 5,6 92
v
D45 69/F PEO RRF (+) lelV 4,9 60
D93 32/M PEO RRF (++) Normal 4,9 75
D62 | 68/M KSS RRF () | Normal 49 55
D16 33/F PEO/disfagia/ | RRF (++) | IllelV 4.9 98
paresia facial
oculo-faringea
D77 13/F KSS RRF (++) Normal 4,9 81
- D65 24 /F PEO RRF (++) Normal 7,6 28
- D40 24 /M KSS n.d. n.d. 4,9 16 (sangue)
- D66 18/F PEO RRF (++) IlelV 5,1 87
(cont.)
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[ PEO familiar

Inclusdes
paracristalinas

Normal

Dele¢@es multiplas

45 /F Miopatia Miosite - corpos Normal Deleg¢ées multiplas
de inclusdo
46 /F PEO / fadiga RRFs Normal Delegdes miltiplas
facil e dores
musculares
32/F MNGIE RRFs Normal Delegdes multiplas
46/ F PEO / fraqueza FRS Normal Delegdes multiplas
muscular
71/ M PEO RRFs v Delegdes multiplas
1/F Encefalopatia, Alteragdes L IL 10, TV Deplegéo
cataratas inespecificas

MELAS

RRFs

LI,V

A3243G

6/M Cardiomiopatia RRFs LIIL IV A3243G
52/F PEO-DM RRFs Normal A3243G
10/M S. de Leigh RRFs LIV A3243G
20 /F MELAS RRFs n. d. A3243G
28/F MELAS RRFs n. d. A3243G
32/M Miopatia RRFs I, IV A8344G
11/F MERRF Alteracgdes v A8344G
inespecificas

3/F SL Normal v T8993G
1/M SL Normal Normal T8993G
5/F SL Normal Normal T8993G
15/M NARP Normal Normal T8993C
15/F NARP Normal Normal T8993C
17/M LHON - - G11778A
32/M LHON - - G11778A
25/M LHON - - G11778A

Abreviaturas:PEO-DM-PEQO diabettes melittus; n.d.- ndo determinado; F-feminino; M-

masculino;
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Resumo

As doengas mitocondriais constituem um grupo heterogéneo de doengas que se
caracterizam por alteragdes da estrutura mitocondrial e deficiéncia da fosforilagéo
oxidativa (OXPHOS). Nos ultimos anos foram identificadas no DNA mitocondrial
(mtDNA) numerosas mutagdes associadas a sindromes clinicos, a maioria dos quais
envolvendo o musculo esquelético e o cérebro. Contudo, como as mitocOndrias sédo
organelos ubiquitarios, os défices da OXPHOS podem afectar qualquer 6rgdo ou tecido
do organismo, o que conduz ao conceito alargado de citopatias mitocondriais (CM).

De inicio, o diagndstico das CM era feito com base nos dados clinicos e na
identificagdo de anomalias nas bidpsias musculares. Mais tarde, estudos bioquimicos
sistematicos permitiram a caracterizagdo de défices isolados ou combinados dos
complexos da cadeia respiratéria mitocondrial. Rapidamente se constatou, no entanto,
que nem os dados morfolégicos nem os bioquimicos isoladamente permitiam uma
classificagdo sistematica das CM. Os progressos na genética molecular vieram dar um
melhor conhecimento das suas bases genéticas, disponibilizando novos meios de
diagnostico e formas de classificagdo.

O objectivo do nosso trabalho foi iniciar os estudos bioquimicos da actividade
da OXPHOS em Portugal e disponibilizar a investigagdo molecular do mtDNA nas CM.

A primeira parte do trabalho consistiu numa abordagem multidisciplinar de 435
doentes portugueses com apresentagdo clinica ou dados laboratoriais sugestivos de
patologia mitocondrial. Destes doentes, 102 (com idades compreendidas entre 1,5 meses
e 74 anos) tinham evidéncia clinica, morfolégica e/ou bioquimica de CM.

Na segunda parte do estudo ¢ abordada a estratégia utilizada na investigagio
molecular. Em 50 dos 102 doentes foi possivel caracterizar as mutagdes responsaveis,
abrangendo 11 alteragdes patogénicas diferentes. O espectro mutacional do mtDNA
revelou delegdes simples de grandes dimensdes em 27 casos, deple¢do do mtDNA num,
delegdes miltiplas em seis e mutagdes pontuais em 16 casos: mutagio A3243G em seis,
A8344G em dois, T8993G/C em cinco e G11778A em trés. Este estudo permitiu ainda a
identificagdo de 27 polimorfismos em diferentes genes do mtDNA, dos quais 8 ndo

estavam descritos.
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A heterogeneidade clinica, patolégica, bioquimica e molecular encontrada nos
nossos doentes, veio sublinhar o problema da variabilidade da expressdo fenotipica
associada a cada mutagdo do mtDNA.

Com este estudo concluimos que: i) a apresentagdo clinica do grupo das
encefalopatias € varidvel e ndo corresponde 4 de nenhum grupo sindromético
previamente descrito; ii) ndio é possivel predizer o défice enzimatico nem a alteragio
genética do mtDNA com base exclusivamente na apresentagfio clinica; iii) os estudos
enzimaticos confirmam o diagndstico em doentes que apresentam estudos
miopatolégicos normais; iv) as mutagdes patogénicas do mtDNA sdo comuns e causam
morbilidade crénica significativa; v) os estudos genéticos sdo teis para distinguir os
casos esporadicos dos de transmissdo materna, o que permite a realizagio de um
aconselhamento genético adequado.

Este estudo, o primeiro efectuado em doentes portugueses, confirma os dados
Ja publicados enfatizando a utilidade da caracterizagio molecular num diagnéstico de
certeza e levando a um melhor conhecimento destas doencgas, nfo tio raras como
inicialmente se supunha.

De futuro, iremos proceder & sequenciagdo completa do mtDNA em todos os
doentes em que ndo foi ainda possivel efectuar uma caracterizagiio molecular e também
alguns estudos do genoma nuclear nos casos com deficiéncia da OXPHOS em que o
estudo do mtDNA n#o revelou mutagdes. Além disso, o desenvolvimento de modelos
celulares relativamente simples tornard possivel detectar quais as necessidades
metabdlicas exactas das células com disfungio da OXPHOS e testar diferentes
condi¢des de cultura ou de tratamento tanto em células mutadas como nas normais.
Estes estudos poderdo fornecer informagSes importantes sobre estas doengas,
frequentemente fatais. Permitirio ainda desenvolver estratégias para a destrui¢io ou

inibi¢do da replicagfo de determinados tipos de DNA.



Summary

Mitochondrial diseases are a heterogeneous group of metabolic disorders
characterized by abnormalities of the mitochondrial ultrastruture and impaired oxidative
phosphorylation (OXPHOS). In the past years, the study of mitochondrial DNA
(mtDNA) showed in a number of cases specific mutations associated with clinical
syndromes mostly affecting skeletal muscle and brain. However, since mitochondria are
ubiquitous, OXPHOS defects might affect any organ or tissue in the body. This leads to
a broader concept of mitochondrial cytopathies (MC).

Initially, the diagnosis was based on clinical features and on the presence of
abnormalities in the muscle biopsy specimens. Later, systematic biochemical studies led
to the identification of single or multiple defects in the mitochondrial respiratory chain
complexes. It soon became evident that neither morphological nor biochemical data
alone could provide a systematic classification of MC. Advances in molecular genetics
have increased our understanding of the genetic bases of these diseases, providing new
tools for classification and diagnosis.

The aim of this work was to analyse OXPHOS activity in Portuguese patients
and set up the molecular study for mtDNA abnormalities.

The first part of the project aimed at a multidisciplinary approach in 435
Portuguese patients who had clinical presentations or laboratory features suggestive of
mtDNA-associated disorders. Among these patients, 102 (48 women and 54 men, age
range 1.5 mo-74 yrs) showed clinical, morphological and/or biochemical evidence of
MC. The group of patients proved to be representative of this type of pathology because
it was composed by 49 children and 53 adults with a wide range of clinical and
biochemical phenotypes.

The second part of the work dealt with the strategy of the molecular
investigation. Out of 102 patients with MC, we characterized the disease causing
mutations in 50 individuals with 11 different pathogenic changes. The mutational
spectrum of the population under study revealed single large-scale mtDNA deletions in
27 patients, depletion in one and multiple deletions in 6 patients. MtDNA point
mutations were found in 16 patients: the A3243G mutation in six, the A8344G in two,
the T8993G/C in five, and G11778A in three. This study also allowed the detection of
26 polymorphisms in different genes of mtDNA, 8 of which are new.




As a whole, the clinical, pathological, biochemical and molecular heterogeneity
in our patients underline the problem of the variability of the phenotypic expression
associated with mtDNA mutations. We conclude that: i) the clinical presentation is quite
variable and does not correspond to any former syndrome classification; ii) results from
enzymatic and genetic analyses are not predictable on the sole basis of clinical
presentation; iii) enzyme studies may confirm the diagnosis in the patients despite
normal pathological studies; iv) pathogenetic mtDNA mutations are common and cause
significant chronic morbidity; v) genetics studies are useful to differentiate sporadic
from maternal-inherited cases, allowing a better genetic counselling.

This study, the first in Portuguese patients, confirms published data and
emphasises the usefulness of genetic testing to reach a correct diagnosis. In future years,
our research will go a step further in patients without molecular characterization. We
will sequence the entire mtDNA. Further research for genetic defects in the nuclear
genome will be also undertaken in OXPHOS-deficient patients negative for mtDNA
mutations. The development of relatively simple cellular models will make possible to
address the exact metabolic requirements for cells with OXPHOS impairment and to
test different growth conditions or treatments in both mutated and wild type genomes.
Such studies may provide useful insights as for the pathogenesis of these disorders, and
will allow to devise possible strategies to impair or inhibit one type of DNA in its

replication.



Résumé

Les maladies mitochondriales sont un groupe hétérogéne de maladies
métaboliques caractérisées par des anomalies ultrastructurelles des mitochondries et de
la phosphorylation oxidative (OXPHOS). Récemment, 1’étude de I’ADN mitochondrial
(ADNmt) a permis I’identification d’un nombre considérable de mutations spécifiques
associées a des syndromes cliniques avec atteinte préférentielle du cerveau et du muscle
strié. Etant donné que les mitochondries sont ubiquitaires, les défauts OXPHOS
peuvent, cependant, affecter n’importe quel organe ou tissu, ce qui élargi le concept de
cytopathie mitocondriale (CM).

Le diagnostic était au départ basé sur les manifestations cliniques et la présence
d’anomalies de la biopsie musculaire. L’étude biochimique a permis plus tard
I’identification de défauts uniques ou multiples des complexes de la chaine respiratoire
mitochondriale. Aucun de ces défauts ne peut cependant aboutir a une classification des
CM. Le progres de la génétique moléculaire a donné une contribution majeure pour la
compréhension des bases génétiques de ces maladies.

L’objectif de notre travail a été ’analyse biochimique et moléculaire de 102
malades portugais (dgés de 1,5 mois & 74 ans) avec évidence morphologique et/ou
biochimique de CM, couvrant un grand spectre de phénotypes cliniques et
biochimiques.

Nous avons caractéris¢é les mutations responsables (11 altérations
pathogéniques différentes) chez 50 malades, un grand nombre de délections du ADNmt
chez 27 malades, des délections multiples chez 6 malades et un cas de déplétion. Des
mutations ponctuelles du ADNmt ont été identifiées chez 16 malades. Cette étude a
aussi permis la détection de 26 polymorphismes en génes différents du ADNmt, dont 8
nouveaux.

A D’hétérogénéité pathologique, biochimique et moléculaire correspond la
variabilité phénotypique associée aux mutations du ADNmt. Nous concluons que: i) la
présentation clinique est trés variable et ne correspond a aucune classification
syndromatique antérieure; ii) les résultats de I’analyse enzymatique et génétique ne sont
pas prévisibles d’aprés la présentation clinique; iii) I’étude enzymatique confirme le
diagnostic malgré une étude pathologique normale; iv) les mutations pathologiques du

ADNmt sont fréquentes et responsables par une morbidité chronique significative; v)




I’étude génétique est utile pour le diagnostic différentiel entre les cas sporadiques et
ceux hérités par voie maternelle, permettant un conseil génétique plus précis.

Cette étude, effectuée pour la premiére fois au Portugal, confirme les résultats
de travaux antérieurs et la contribution de I’analyse moléculaire 3 un diagnostic précis.
Notre intention est de I’étendre dans ’avenir au génome nucléaire chez les malades
avec déficit de 'OXPHOS dont I’étude de ’ADNmt n’a pas mis en évidence des
mutations. Le développement de modéles cellulaires relativement simples permettra
aussi d’évaluer les nécessités métaboliques exactes des cellules avec des déficits de la
chaine respiratoire mitochondriale et de tester différentes conditions de culture ou de
traitement des cellules normales et mutées. Ces études pourront donner des
renseignements importants sur ces maladies et permettront d’établir les stratégies visant

la destruction ou I’inhibition spécifiques de la réplication de différents types d’ADN,
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