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Investigacao molecular em 20 doentes
com citopatia mitocondrial

RESUMO

Nos ultimos 30 anos, um largo es-
pectro de doengas multissistémicas as-
sociadas a disfungbes da mitocondria,
designando-se globalmente de citopatias
mitocondriais, tém sido referenciadas,
com sintomatologia desde o periodo neo-
natal até a idade adulta. Estas disfungdes
podem afectar qualquer érgdo ou tecido
do organismo, embora os musculos es-
quelético e cardiaco, e o SNC sejam os
mais afectados, devido a sua elevada
dependéncia do metabolismo energético.
Ha mais de uma década que a investiga-
¢ao molecular em patologias humanas
relacionadas com disfungdes da mitocon-
dria, tem sido centralizada no DNA mi-
tocondrial (mtDNA) embora nos ultimos
anos, o foco da atengéo se tenha voltado
para a pesquisa de mutagdes no DNA nu-
clear (nDNA).

Objectivos: O principal objecti-
vo deste estudo foi investigar ao nivel
molecular (mtDNA e nDNA), individuos
clinica, histolégica e/ou bioquimicamen-
te reconhecidos com patologia mitocon-
drial.

Pacientes e Métodos: Foram es-
tudados 20 doentes provenientes de
hospitais de todo o pais com alteragdes
sugestivas de citopatia mitocondrial. Fo-
ram pesquisadas: i) alteragées mais fre-
quentes do mtDNA descritas na literatu-
ra, nomeadamente mutagdes pontuais e
delecgdes. ii) novas mutagdes nos genes
codificantes dos tRNAs mitocondriais e
genes estruturais do mtDNA codificantes
de subunidades da cadeia respiratoria
mitocondrial (CRM). iii) mutagdes nos
genes nucleares que codificam subuni-
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dades da CRM ou estejam envolvidos no
assembly das mesmas.

Resultados: Dez dos 20 doentes
investigados apresentaram mutagdes
pontuais patogénicas ja descritas na li-
teratura e delecgdes ao nivel do mtDNA.
Em quatro pacientes foram encontradas
cinco novas mutagdes nos genes dos
tRNAs. Trés pacientes apresentaram um
possivel défice da ubiquinona. Em dois
pacientes com sindrome de Leigh, fo-
ram encontrados duas novas mutagdes
no gene de assembly (SURF1) da Cito-
cromo ¢ oxidase (COX), e por ultimo no
paciente com défice do complexo Il da
CRM, estéo a ser efectuados estudos de
linkage ao nivel do cromossoma X.

Conclusodes: Neste estudo partiu-
se de varios fenotipos clinicos e bioqui-
micos, sugestivos de patologia mitocon-
drial, para a caracterizagdo dos genétipos
associados, de modo a estabelecer um
diagnéstico preciso destas patologias. A
caracterizagdo molecular dos 20 doen-
tes com citopatia mitocondrial propostos
para este estudo foi realizada com éxito
em 14/20 (70%) dos pacientes.

Palavras-Chave: Cadeia respirato-
ria mitocondrial, OXPHOS, tRNAs, mtD-
NA, nDNA.
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INTRODUGAO

A mitocdndria tem um papel funda-
mental na produgdo de energia e uma
alteragdo do metabolismo mitocondrial
pode consequentemente originar uma
doenga. A natureza ubiquitaria da mito-
cOndria, os dois tipos de controlo genético
(mitocondrial e nuclear) da cadeia respi-
ratéria mitocondrial (CRM) e os conceitos
caracteristicos da genética mitocondrial,

sdo os factores que contribuem para um
largo espectro de manifestagdes clinicas
associados a disfun¢des numa area res-
trita mas vital do metabolismo mitocon-
drial: a fosforilagao oxidativa (OXPHOS),
que representa a etapa final do metabo-
lismo oxidativo, onde a maior parte do
ATP celular é gerado™.

Os défices da OXPHOS podem
afectar qualquer 6rgdo ou tecido do or-
ganismo, sendo os musculos esquelético
e cardiaco e o SNC os mais afectados,
devido a sua elevada dependéncia do
metabolismo energético. Assim se com-
preende que as formas de apresentagao
mais frequentes incluam: o quadro mio-
patico, a encefalo(mio)patia e a oftalmo-
plegia externa progressiva (PEO)?. E a
associagdo de sintomas e sinais neuro-
l6gicos, ndo explicaveis em termos de
topografia de lesdes ou de atingimento
preferencial de sistemas especificos, que
pode evocar este diagnostico, ndo exis-
tindo, um quadro clinico especifico de
Citopatia Mitocondrial.

Um recente estudo epidemioldgico
demonstrou que aproximadamente 1 em
10.000 individuos na populagéo adulta e
infantil possuem doengas mitocondriais
ou correm o risco de as virem a desen-
volver, o que indica que estas doencgas
constituem o maior grupo de erros inatos
do metabolismo. Estes resultados reflec-
tem que estas doengas sdo uma causa
comum de morbilidade crénica, ndo es-
tando disponivel, at¢é ao momento, ne-
nhuma terapia eficaz®.

Wallace e colaboradores (1988),
descreveram pela primeira vez uma
mutagdo no DNA mitocondrial (mtDNA)
como causa de doencga, abrindo um
novo capitulo na Medicina, a Medicina
Mitocondrial. Desde ent&o, cerca de uma
centena de mutagdes pontuais patogéni-
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cas diferentes e de delecgbes foram iden-
tificadas®.

Estas mutagdes podem ser agrupa-
das em quatro grandes grupos: i) rearran-
jos de grandes dimensdes (delecgdes e
duplicagdes); ii) mutagdes pontuais nos
genes mitocondriais codificantes de pro-
teinas; iii) mutagdes pontuais nos genes
dos rRNAs; iv) mutagbes pontuais nos
genes dos tRNAs®).

Nos ultimos anos, o foco da atengédo
voltou-se para a pesquisa de mutacdes
no DNA nuclear (nDNA), em genes que
codificam subunidades estruturais da
CRM / OXPHQOS, genes necessarios ao
assembly das mesmas, ou envolvidos na
comunicagao intergenémica®.

Os genomas nuclear e mitocondrial
estéo separados, mas funcionam em co-
ordenagao aparentemente sob o controlo
do genoma nuclear. A replicagdo, trans-
cricdo e tradugdo do genoma mitocon-
drial dependem de factores codificados
pelo nDNA.

Algumas doengas tém sido asso-
ciadas a defeitos na comunicagéo inter-
gendmica, e podem ser caracterizadas
quer pela presenca de delec¢des multi-
plas do mtDNA, como é o caso da PEO
de transmissdo autossémica dominante
e recessiva e da encefalomiopatia neu-
rogastrointestinal mitocondrial (MNGIE),
quer por deplecgdo ao nivel da molécula
de mtDNA, que esté presente nos casos
de deplecgao infantil fatal de mtDNA®.

Nos ultimos cinco anos, foram en-
contradas varias mutagdes nos genes
nucleares que codificam inUmeras pro-
teinas envolvidas na biogénese mitocon-
drial e na OXPHOS. Cada vez mais, as
mutagdes no nDNA estéo a ser aponta-
das como causa de encefalomiopatias
mitocondriais, contribuindo, assim, para
a abertura de uma nova era “nuclear” na
genética mitocondrial humana®.

E de realgar que apenas uma di-
minuta percentagem das necessidades
proteicas mitocondriais € satisfeita pela
prépria mitocondria. Noventa e cinco por
cento das proteinas mitocondriais s&o co-
dificadas por genes nucleares, produzidas
como percursores nos polissomas citoplas-
maticos, importadas para a mitocondria e
ai processadas e agrupadas nos compar-
timentos mitocondriais adequados.
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Devido ao complexo controlo gené-
tico da mitocéndria, as proteinas codifi-
cadas pelos dois genomas tém que coe-
xistir estequeométricamente de modo a
formarem cinco complexos funcionais.
Assim, as alteragbes ao nivel das su-
bunidades codificadas pelos dois geno-
mas, quer o incorrecto enrolamento e/ou
assembly dessas subunidades provoca-
do por mutag¢des nos genes envolvidos,
podem causar doengas da OXPHOS®),

MATERIAL E METODOS

Os pacientes incluidos neste estudo
eram provenientes de hospitais de todo
0 pais e seleccionados com base: i) no
fenotipo clinico apresentado. ii) no défice
isolado ou combinado dos complexos da
CRM detectados no estudo bioquimico
da bidpsia muscular. iii) na observagéo
de RRFs (ragged-red fibers) ou de outras
alteragdes sugestivas de citopatia mito-
condrial detectadas no exame miopatol6-

Quadro | - Dados clinicos, morfolégicos e bioquimicos dos 20 pacientes deste estudo.

Idade de Actividade
Paciente | diagndstico Fenétipo clinico Histologia* enzimatica residual
(anos) dos complexos da
CRM*

1 5 Distrofia escapulo humeral; cifoescoliose; | Fibras atrofiadas; IV (26%)

parésia facial; tetraparésia; falta de forcas COX(-) + °

Ptose palpebral; RRFs +
2 44 Atrofia dos mUsculos proximais dos COX() ++ IV (20%)
membros superiores
3 56 D. mitocondrial RRFs +++ Normal
4 45 Hx familiar de atingimento neurologico Normal 111 (35%)
5 27 D. mitocondrial; AVCs S"If’ggclsarga IV(19%)
6 57 Miopatia metabdlica; Sobrecarga 1(21%); 11(19%);
Défice da CPT (secundario) lipidica IV(27%)
7 5 Miopatia RRFs + Normal
8 65 KSS Normal
9 2 Encefalopatia mloclonllca progressiva; So_br'egarga Normal
atraso mental; surdez lipidica
Hx epilepsia mioclénica e diabetes;
10 2 _ AV(_J |sqL{em|.co; baixa lestatl_Jrla;_ . RRFs + Normal
hipertricose; polineuropatia periférica;
hiperlactacidemia

Tetraparésia flacida com atrofia muscular; IV (35%)
1 3 MERRE RRFs +++
12 43 Atrofia 6ptica; LHON (?) -

1(32%); 111(39%);
13 66 PEO IV(25%)
14 35 Perda bilateral da vis&o s/ causa B
aparente; LHON (?)
15 39 MERRF; Hx familiar RRFs +++ Normal
16 65 Miopatia mitocondrial RRFs ++ Normal
17 25 LHON -
MNGIE;

18 7 Polineuropatia axonal Normal
19 2 Sindrome de Leigh -
20 7 Sindrome de Leigh -

Abreviaturas: (*) biopsia de musculo; (+) pouco frequente; (++) frequente; (+++) abundante; RRFs
(red ragged fibers); COX (-) (fibras citocromo c oxidase negativas); (--) ndo determinado; MNGIE
(encefalomiopatia neurogastrointestinal mitocondrial); KSS (Sindrome de Kearns-Sayre); ADPM
(atraso do desenvolvimento psicomotor); AVC (acidente vascular cerebral); CPT (carnitina palmi-
toil- transferase); MERRF (epilepsia mioclénica com fibras rotas e vermelhas); LHON (neuropatia
optica hereditaria de Leber).



gico da biopsia muscular, nomeadamen-
te, fibras COX negativas (-) ou inclusées
paracristalinas (Quadro ).

Alinvestigacao molecular do mtDNA
e do nDNA foi efectuada em DNAs dos
20 doentes previamente seleccionados,
através das técnicas de: 1) Polymerase
Chain Reaction - Restriction Fragment
Lenght Polymorphism (PCR - RFLP); 2)
sequenciagdo directa dos produtos da
PCR; 3) andlise de fragmentos; e 4) Sou-
thern-blot, para a detecgéo de rearranjos
(delecgdes, duplicagdes) e quantificagao
do mtDNA presente num determinado
tecido.

A extracgéo de DNA foi feita a partir
de sangue total, buffy coat ou leucocitos,
utilizando um kit comercial da Qiagen®, e
da frac¢édo insoluvel dos homogeneiza-
dos das bi6épsias musculares obtida apds
centrifugacéo, pelo método do fenol/clo-
roférmio e precipitagdo com isopropanol.

1. Todos os estudos de analise di-
recta do DNA efectuaram-se em produtos
de PCR. Os fragmentos amplificados fo-
ram digeridos pela respectiva enzima de
restricdo durante 2h a 37°C e submetidos
a electroforese horizontal em géis de po-
liacrilamida (T=12%, C=3%). O sistema
utilizado foi o Multiphor (Pharmacia) aco-
plado a um sistema de refrigeragdo. Apds
a separagdo electroforética, as bandas

Quadro Il - Mutagées pontuais do
mtDNA, j& descritas na literatura,
pesquisadas por PCR-RFLP.

correspondentes aos fragmentos de DNA
foram visualizadas por coloragdo com ni-
trato de prata. As mutagdes pesquisadas
por rotina estéo referidas no Quadro II.
Esta metodologia também foi utilizada na
analise filogenética de novas mutacdes
ao nivel do mtDNA, para determinar o
grau de conservagdo dos nucleétidos en-
volvidos de modo a estabelecer a possi-
vel patogenicidade.

Nos casos positivos procedeu-se a
marcacdo radioactiva dos amplificados
com *P através da adicdo de 10uCi de
[a®2P]-dATP e execugdo de apenas dois
ciclos adicionais no termociclador para
evitar a formacgéo de heteroduplexes. Os
produtos de amplificacdo foram digeri-
dos com a enzima de restricdo adequa-
da a mutagdo a quantificar e migraram
em gel vertical de poliacrilamida, a 12%
ou 8%, néo desnaturante. Obtiveram-se
autoradiografias por exposicdo do gel
a um filme fotografico (XAR-Kodak) a
temperatura ambiente durante uma noi-
te. A percentagem de mtDNA mutado
foi determinada por densitometria num
densitometro (GS-700 - BioRad) e os re-
sultados analisados pelo software Multi-
Analyst (BioRad).

2. A sequenciag¢do automatica
de alguns genes mitocondriais, de
assembly e nucleares, foi efectuada num

Quadro lll - Genes pesquisados por
sequenciagéo automatica.

Patologia Mutagao pontual Referéncia
9 no mtDNA bibliografica

MELAS A3243G - (tRNA-) 7]
T3271C - (tRNA™) [18]
MERRF AB344G - (tRNA) [19]
T8356C - (tRNA) [20]
T8993G - (ATPaseb) [21]
T8993C - (ATPaseb) [22]
Nhﬁfgl T8851C - (ATPase6) [23]
T9176C - (ATPaseb) [24]
T9176G - (ATPaseb) [25]
G3460A - (ND1) [26]
G11778A - (ND4) [27]

LHON
T14484C - (ND6) 28]
A14495G - (ND6) [29]

Genes
tRNAs (Phe,Val, Leu™®), lle,
Gln, Met, Trp, Ala, Asn, Cys, Tyr,
. . SerY™) Asp, Lys, Gly, Arg, His,
Mitocondriais Seréoy), LBLE)(CUN))I ‘ Glusj Th?, Pro).
Citb
cox |1, i, 1
SURF1
Assembly SCO2
(complexo IV) sco1
cox 10
Assembly
(complexo Ill) BCSIL
CyC1
UQCRB
Nucleares UQCRC1
(complexo Ill) UQCRC2
UQCRFS1
UQCRH
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ABI PRISM 310 (Applied Biosystems)
(Quadro ). A preparagdo da amostra
para sequenciagdo automatica inicia-se
pela realizagdo de uma PCR simétrica
e purificagdo do amplificado (remogé&o
de dNTPs e excesso de oligonucleoti-
deos) através de uma electroforese do
amplificado num gel de agarose a 2%
em 1xTAE com brometo de etidio. As
amostras purificadas foram submetidas
a sequenciagéo ciclica, utilizando-se
uma mistura comercial (Perkin-Elmer,
Applied Biosystems) que possui dNTPs,
ddNTPs marcados com 4 fluorocromos
distintos, tamp&o e uma DNA-polimera-
se. Os fragmentos sintetizados (produtos
da PCR assimétrica) foram purificados.
A preparagao final para injecgéo no ABI
PRISM envolveu a recuperacéo do pre-
cipitado com 30pl de uma mistura (TSR)
com caracteristicas desnaturantes e ele-
vada viscosidade (Perkin-Elmer, Applied
Biosystems).

3. A analise de fragmentos foi uti-
lizada neste trabalho na realizagdo de
estudos de linkage, numa familia com
défice do complexo Il da CRM. Foi uti-
lizado um kit de linkage para o cromos-
soma X (Linkage Mapping set version
2 - painel 28 - Applied Biosystems), o
qual possui 18 marcadores bastante po-
limorficos (CA-repeats), marcados com
fluorescéncia e distanciados de 10cM.
A separagéo e analise dos fragmentos
foi realizada num ABI PRISM 310
(Applied Biosystems) com o programa
Gene Scan 2.1.

4. Para o Southern-blot utilizou-se o
método de marcagdo por quimiofluores-
céncia. O DNA total muscular foi digeri-
do por endonucleases de restricdo. Os
fragmentos obtidos foram submetidos a
uma electroforese em gel de agarose a
0,8%. Posteriormente, o gel foi desnatu-
rado e neutralizado, fez-se a transferén-
cia durante a noite para uma membrana
de nylon (Zeta-probe BioRad), fixando-se
de seguida o DNA a membrana. Proce-
deu-se a hibridizagcdo durante a noite
com uma sonda de mtDNA total humano,
previamente desnaturada, marcada com
Fluoresceina-11-dUTP (FI-dUTP) (Gene
Images Random Prime Labelling Modu-
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le - Amersham Pharmacia Biotech). A
revelagdo da membrana foi feita com o
substrato estavel, dioxetano. Por ultimo a
membrana foi exposta a um filme fotogra-
fico durante cerca de 30 minutos e as de-
terminagdes densitométricas dos sinais
de hibridizacé@o nas autorradiografias fo-
ram efectuadas usando um densitdbmetro
(GS-700 - BioRad).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo fez-se a investigagao
molecular, ao nivel do mtDNA e nDNA,
em 20 doentes portugueses, sendo 12
do sexo masculino e 8 do sexo feminino,
com idades compreendidas entre os dois
€ 0s 66 anos. Partiu-se da analise de va-
rios fenétipos clinicos e bioquimicos, su-
gestivos de patologia mitocondrial, para

Quadro IV — Dados clinicos e moleculares dos doentes estudados.

Idade de fg R - L
Histéria %
Paciente | diagnostico | Sexo Fenétipo clinico ! . I Mutago_esl Locallzagdo ’
(anos) familiar | delecgoes | mtDNA  nDNA | mutado
1 5 M | Tetraparésia; falta de forgas | HM A12172G | tRNAfs e 100%
Pt Ipebral bilateral;
> 44 p | ose papebrarblatera TS775C | (RNACS e 100%
atrofia muscular
) ) C4375T | tRNASM e 100%
3 56 F D. mitocondrial
T14728C | tRNASY e 97%
4 45 M D. neurolégica X - | - CrX -
5* 27 M D. mitocondrial; AVCs | -~ | =~ | = e -
6* 57 F Miopatia metabdlica N I -
7 5 F Miopatia A57T11G | tRNAAY  eeem 100%
8 65 M KSS Acomum | (1) == -
9 29 F | Encefalomiopatia progressiva T8993G | ATPase6  ------ 86%
10 22 F AVCs HM A3243G | tRNA*"  eeee 90%
1 33 F Tetraparésia; MERRF HM A8344G | tRNAWS  —eemm 92%
G15257A | citb -
12 43 M Atrofia 6ptica; LHON (?) HM G13708A | ND5 - 100%
G15812A | Citb -
A
13 66 M PEO o @) —| -
mdltiplas
Perda bilateral da viséo;
35 M T14484C | ND6 - 100%
1 LHON (?) ’
15 39 M MERRF HM A8344G | tRNAY - 92%
16 65 F Miopatia mitocondrial Asimples | (3) - -
17 25 M LHON GM1M778A | ND4 - 100%
18 17 M MNGIE - - e -
19 2 F Sindrome de Leigh A745GN | - SURF1 -
20 7 M Sindrome de Leigh G551C/N | - SURF1 -

Abreviaturas: (F) feminino; (M) masculino; (%) % mtDNA mutado no misculo esquelético; (A) anos; (A )

deleccéo; (--) ndo identificado; (1) A 4997pb: ATPase8-ND5; (2) A 8025pb: tRNA*-cit b, A3901pb: ATPa-

se8-tRNA e A 4977 pb: ATPase8-ND5; (3) A 3977pb: ATPase8-ND5; (AVC) acidente vascular cerebral);
(KSS) sindrome de Kears-Sayre; (PEO) oftalmoplégia externa progressiva; (MERRF) epilepsia mioclénica
com fibras rotas e vermelhas; (LHON) neuropatia dptica hereditaria de Leber; (MNGIE) encefalomiopatia
neurogastrointestinal mitocondrial); (HM) hereditariedade materna; (X) hereditariedade ligada ao X; (CrX)
cromossoma X; (*) Défice da ubiquinona.
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a caracterizagdo dos genoétipos associa-
dos, de modo a estabelecer um diagnés-
tico preciso destas patologias. A caracte-
rizagdo molecular dos 20 doentes com ci-
topatia mitocondrial propostos para este
estudo foi realizada com éxito em 14/20
(70%) dos pacientes (Quadro V).

1. Mutacdes no mtDNA

Foi encontrada positividade, em 10
dos 20 pacientes estudados, quer para
mutagdes pontuais patogénicas ja des-
critas na literatura, quer para delecgbes
ao nivel da molécula de mtDNA. Num pa-
ciente com fenétipo de MELAS e RRFs
detectou-se a mutagéo pontual patogéni-
ca A3243G no tRNAuUUR) Noutros dois
com fenétipo de MERRF, o genétipo as-
sociado foi a mutagéo pontual patogénica
presente no tRNAYs, a A8344G. Em trés
pacientes com fenétipo de LHON, foram
encontradas trés mutagdes pontuais pato-
génicas diferentes, a G11778A, T14484C
e G15257A, presentes nos genes ND4,
ND6 e citocromo b, respectivamente. O
paciente portador da mutagdo G15257A,
possuia associadas mais duas mutagées
secundarias, a G13708A e a G15812A.
Uma outra mutagdo, T8993G, presente
no gene ATPase 6, estava presente num
paciente que n&o apresentava um fenoti-
po tipico de NARP, mas sim uma encefa-
lopatia mioclonica progressiva.

Trés pacientes possuiam delecgbes
ao nivel do mtDNA. Um deles com KSS,
era portador da delec¢do mais comum do
mtDNA, de 4977pb, que se estende des-
de o gene da ATPase 8 até ao gene ND5.
Os outros dois apresentavam delecgdes
multiplas de varios tamanhos: 3901pb,
3977pb, 4977pb e 8025pb, um deles com
miopatia mitocondrial e RRFs e outro
com fenétipo de PEO (Figura 1).

Em quatro pacientes foram encon-
tradas cinco novas mutagdes nos genes
dos tRNAs com relevancia patogénica
ainda a esclarecer (Figura 2). Os critérios
utilizados neste estudo para estabelecer
a possivel patogenicidade de mutagoes
ao nivel do mtDNA foram:, i) heteroplas-
mia, ii) auséncia de positividade, para a
respectiva mutagéo pontual, em 100 con-
trolos normais, iii) conservagao filogené-
tica do nucleétido afectado, iv) défice
de um ou varios complexos da CRM,



11.6 Kb—>

165K0—> i

M 126 Kb

Figura 1. i) — Seccgéo de autorradiografias representativa de delec¢gdes no mtDNA de
diferentes tamanhos. (A) controlo negativo; (B) delec¢do de 4977pb; (C) delecgéo de

3977 pb.

Figura 1. ii) — Secgdo de autorradiografias representativa de delecgdes mdltiplas no
mtDNA. (A) P13 - caso positivo; (B) controlo negativo.

v) alteragdes na histologia e vi) fenétipo
clinico sugestivo de doenga mitocondrial.
A patogenicidade das mutagbes homo-
plasmicas pode ser nula, se for observa-
da a presenga da mesma mutagéo ho-
moplasmica em familiares saudaveis da
linha materna.

Apenas uma das novas mutagdes
encontrada no tRNASY (T14728C), ocor-
reu em heteroplasmia (97% de mtDNA
mutado). Todas as outras eram homo-
plasmicas, embora tivesse sido en-
contrada positividade em duas destas
mutagdes homoplasmicas (A12172G e
T5775C, presentes nos tRNAs His e Cys,
respectivamente), em dois irmdos com
fenotipo semelhante ao dos pacientes

que as expressavam. Apos pesquisa das
cinco novas mutagdes, em 100 controlos
normais, ndo foi detectada positividade
em qualquer das mutagdes.

Os nucledtidos afectados apresen-
tavam elevado grau de conservagéo (90-
100%), apenas em trés das cinco muta-
¢des encontradas (A12172G, C4375T e
T14728C, presentes nos tRNAs His, GIn
e Glu, respectivamente), nas restante
duas (A5711G e T5775C) mutagdes ndo
foi possivel averiguar o grau de conser-
vacdo dos nucleotidos afectados. So6 dois
dos quatro pacientes portadores das mu-
tacdes (A12172G e T5775C, dos tRNAs
His e Cys, respectivamente) apresen-
tavam défice do complexo IV da CRM,
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possuindo os restantes uma actividade
normal dos complexos da CRM.

Nos estudos histologicos, foi detec-
tada a presenca de RRFs em trés pacien-
tes, e fibras COX negativas nos pacien-
tes que revelaram défice do complexo IV
da CRM.

Os fenodtipos clinicos de todos os
pacientes eram sugestivos de patologia
mitocondrial, e variavam desde a miopa-
tia, ptose palpebral bilateral, atrofia dos
musculos proximais dos membros supe-
riores, a tetraparésia e falta de forgas.

2. Mutagées no nDNA

A maioria dos pacientes estuda-
dos, apresentavam défices isolados da
COX. Como, até ao momento, sé foram
descritas mutagbes nas quatro protei-
nas envolvidas no correcto assembly da
COX: SURF1, SCO2, SCO1 e COX10,
ndo tendo sido ainda descritas quaisquer
mutagoes nas subunidades da COX codi-
ficadas pelo nDNA, procedeu-se em pri-
meiro lugar a investigagdo de possiveis
alteragdes nas proteinas envolvidas na
assembly da COX.

Os dois doentes incluidos neste
estudo com apresentacéo clinica compa-
tivel com sindrome de Leigh (SL), revela-
ram-se heterozigéticos para duas muta-
¢Oes presentes no gene do assembly da
COX, SURF1. Estas mutagbes, G551C
e A745G encontravam-se nos exdes 6 e
7, respectivamente. A primeira mutagéo
origina a substituicdo de um residuo de
arginina por um de treonina, enquanto
que na segunda ocorre a substituicdo de
um residuo de asparagina por um de aci-
do aspartico. Embora as duas mutagées
sejam sugestivas de causar a patologia,
devido a sua localizagao exodnica, ainda
néo foi encontrada a segunda mutagéo
responsavel por este fenétipo. O défice
da COX, é o défice bioquimico mais fre-
quentemente associado ao SL, contudo
nao foi possivel a determinagédo da
actividade dos complexos enzimaticos da
CRM, nestes dois pacientes, devido ao
facto de ndo dispormos de biépsia mus-
cular para efectuar este estudo.

3. Défice da ubiquinona ou CoQ,;
O diagndstico de défice da ubiqui-

nona ou CoQ,, foi efectuado em dois

artigos originais | 281



NASCER E CRESCER

revista do hospital de criangas maria pia
ano 2005, vol XIV, n.° 4

Braco aceitador

Brago aceitador

i) A ii) G
GT TA
T A AT
. TA GC
| ¢ |nt14728 c 6 AT
1 TA TG
A TG TG
G G
G¢C T A 6T T A
R Foend srae o TE
loo, loop
Dloop a gl:g Ta i e i Dloop g 2;2? Tr i
T G G
A 0. . ¥ loop j T 8 iy T loop '
A varidave ] | varidve
T A nt5711| ¢ |<— TA
G ¢ T A
G T AT
T A GC
T T [ A
T A T A
T T [ G T g ¥
Anticoddo Anticodao
tRNAS" tRNA"
v) Brago aceitador
G
TA
AT
GC
GC
AT
TG
G A L
G  TACTC T
G e T¥ C
TAg AT GGG
Dloop A TGTG G T ¢ C loop
GC AC L T
G G Joo,
e @ T P
/  6¢C  varidvel
o AT
K Gc
nt437s| a | AT
| I AT
T A
T G
TG
Anticodao
tRNAS"
iii) Brago aceitador iV) Brago aceitador
T T
AT - ) GT
Gc G | nt5775 TG
cG | AG
TG A AG
cG AG
cG TG
Gc A Ac ACc
G A CGTCC A Ty C T cGTCC A T¥C
GC AGC AR AGAGG
D loop r AGTG A = Tc loop Dloop ¢ T1TT6 c Pre loop
LTCAT 6] AAAC Yy
a _ a° loop G A C 100D
T A variavel TA variavel
TG cG
Gc AT
AT GC
'I'ATA TAT.Q—)‘ G (nt12172
T A T A
G A GG
Anticodao Anticodao
tRNAcyls tRNAHis

Figura 2. i) - Estrutura em folha de trevo do tRNA® (localizado na cadeia leve do mtDNA, pelo que possui uma sequéncia complementar a sequéncia de Cambridge
do mtDNA). Representagdo da nova mutagéo (T14728C) detectada neste estudo. Abreviaturas: nt — nucledtido. ii) - Estrutura em folha de trevo do tRNA*" (locali-
zado na cadeia leve do mtDNA, pelo que possui uma sequéncia complementar a sequéncia de Cambridge do mtDNA). Representagdo da nova mutagao (A5711G)
detectada neste estudo. iii) - Estrutura em folha de trevo do tRNA®* (localizado na cadeia leve do mtDNA, pelo que possui uma sequéncia complementar a sequén-
cia de Cambridge do mtDNA). Representacéo da nova mutacao (T5775C) detectada neste estudo. iv) - Estrutura em folha de trevo do tRNA". Representagdo da
nova mutagdo (A12172G) detectada neste estudo. v) - Estrutura em folha de trevo do tRNA®" (localizado na cadeia leve do mtDNA, pelo que possui uma sequéncia

complementar a sequéncia de Cambridge do mtDNA). Representacéo da nova mutagdo (C4375T) detectada neste estudo.
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pacientes (P2 e P6) que reagiram com
sucesso a terapéutica com ubiquinona,
encontrando-se em curso os ensaios te-
rapéuticos no terceiro paciente (P5). Esta
deficiéncia, a nivel muscular, reflecte-se
numa baixa actividade do complexo II+lll
da CRM, o que foi comprovado nestes
trés pacientes. Fenotipicamente todos
eles apresentavam uma forma miopatica
caracteristica destes défices, e no estu-
do miopatolégico, dois deles revelaram a
presenga de acumulagdes lipidicas, ten-
do sido detectadas, apenas num deles,
RRFs.

Nao foi possivel caracterizar mole-
cularmente estes pacientes, devido ao
gene envolvido nesta doenga ainda n&o
ter sido identificado. Por este motivo, o
método mais indicado para a confirma-
¢ao bioquimica deste diagnostico, sera a
quantificagao da CoQ,, por HPLC, o que
esta actualmente em curso.

4. Estudos familiares

Qualquer tipo de hereditariedade
pode estar associada as citopatias mito-
condriais, mas a hereditariedade materna
€ particular do genoma mitocondrial e &
um dado muito importante na investiga-
¢ao destas patologias, sendo por vezes
dificil de comprovar devido a grande he-
terogeneidade fenotipica destes doentes,
em particular dos oligossintomaticos.

Houve suspeita de uma hereditarie-
dade materna em 25% dos doentes pre-
sentes neste estudo, mas so6 foi possivel
o estudo em nove individuos, familiares
de cinco pacientes com mutagdes pontu-
ais no mtDNA.

Num dos pacientes com a muta-
¢80 A8344G ao nivel do tRNAYs e no
que apresentava a mutacdo G15257A
no gene mitocondrial do citocromo b, fo-
ram estudadas a méae e o irmdo, tendo
sido positivos para ambas as mutacdes,
0 que confirma a transmissdo materna.
No outro paciente também com a mu-
tacdo A8344G no tRNAYs, assim como
noutros dois, com novas muta¢des nos
genes dos mt tRNAs de relevancia pato-
génica ainda desconhecida (A121721G e
T5775C, presentes nos tRNAs His e Cys,
respectivamente), apenas os irmaos fo-
ram estudados, revelando-se todos eles
positivos para as mutagdes pesquisadas,

sugerindo também uma possivel heredi-
tariedade materna.

Por ultimo numa familia de trés ir-
mé&os do sexo masculino com défice do
Clll da CRM, semelhante em termos de
actividade residual, outro tipo de heredi-
tariedade parece estar associada. Apos
exclusédo de positividade nos genes nu-
cleares e de assembly deste complexo, e
por ndo haver consanguinidade entre os
progenitores, a hipétese de se tratar de
uma doenga autossémica recessiva nao
foi totalmente posta de parte, mas o facto
de ndo haver nenhum individuo do sexo
feminino afectado e dos irméos afectados
apresentarem alteragdes psiquiatricas,
pareceu indicativo de se tratar de uma he-
reditariedade ligada ao cromossoma X.

Procedeu-se por este motivo ao
estudo de linkage ao nivel do cromosso-
ma X, com o objectivo de se encontrar o
gene envolvido na patologia.

Até ao momento, a analise automa-
tica de fragmentos resultante da amplifi-
cacgao de 18 marcadores do cromossoma
X, foi informativa para os marcadores
DXS987 e DXS1226. O estudo revelou
que a mée e a irma do caso index séo
portadoras dos alelos 214 e 295 dos
locus DXS987 e DXS1226, respecti-
vamente, enquanto que os trés irm&os
afectados sdo hemizigéticos para estes
dois alelos. Embora as portadoras dos
alelos mutantes nao revelem a patologia,
transmitem-na aos seus descendentes,
sendo os individuos do sexo masculino
severamente afectados. Isto torna pos-
sivel prever que estaremos perante uma
doenga autossémica recessiva ligada ao
cromossoma X.

Estudos mais aprofundados te-
rdo de ser realizados no futuro, de modo
a descobrir qual o gene envolvido nesta
patologia, o que traria grandes avangos
quer ao nivel da investigagdo clinica
(uma vez que os défices dos complexos
enzimaticos da CRM ligados ao cromos-
soma X sdo extremamente raros), quer
ao nivel do diagnéstico, podendo este ser
oferecido as familias afectadas.

CONCLUSAO
As citopatias mitocondriais consti-
tuem um grupo de doengas com um largo
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espectro de sintomas e sinais, devidas
ao anormal funcionamento metabdlico da
mitocdndria, em larga escala atribuidos a
alteragdes do mtDNA.

A diversidade na expressao fenoti-
pica associada as mutagdes no mtDNA,
néo se encontra presente nas patologias
mitocondriais de hereditariedade mende-
liana, pois estas causam fenotipos clini-
cos distintos, tais como: SL ou cardioen-
cefalomiopatia fatal infantil.

Mutacdes pontuais e delecgdes
ao nivel do mtDNA sado encontradas em
aproximadamente 1/3 das citopatias mi-
tocondriais, quer em adultos, quer em
criangas, devendo por este motivo, ser
feito em primeiro lugar, um estudo a este
nivel. Pelo contrario, mutagdes no nDNA,
sdo a principal causa de deficiéncias da
CRM em recém-nascidos e em criangas.

A descoberta de genes nucleares
relacionados com doengas mitocon-
driais, pode explicar a raridade (10%)
de mutagdes do mtDNA encontradas na
populacdo infantil, e a possibilidade de
um diagndstico molecular preciso, nestas
idades.

i) Estratégias terapéuticas

Actualmente ndo existe umaterapia
eficaz para as doengas mitocondriais(?,
a excepgao do défice da ubiquinona, que
€ a unica doenga mitocondrial tratavel,
uma vez que este défice primario res-
ponde a terapéutica com CoQ,, com re-
gresséo dos sintomas. Isto deve-se quer
a falta de animais modelo, quer a hete-
rogeneidade destas doengas. Contudo,
inimeras medidas, tais como melhorias
na alimentacédo, implantagdo de pace-
makers, correcgdes cirurgicas de ptose,
tratamento de convulsées, correcgdo da
acidose lactica, etc, foram tomadas com
vista a melhorar a qualidade de vida des-
tes doentes".

Aterapia metabolica é a mais utiliza-
da, tendo sido a creatina um dos ultimos
compostos indicados para o tratamen-
to destas doengas, pois funciona como
substrato na sintese de fosfocreatina,
0 componente energético armazenado
mais abundante no musculo, cérebro e
coragdo. Esta substancia, é eficaz em
algumas, mas ndo em todas as doencas
mitocondriais. Tem como finalidade o au-
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mento da forca muscular, e esta isenta de
efeitos secundarios('?.

ACoQ,; ou ubiquinona tem sido admi-
nistrada em doentes com grande hetero-
geneidade fenotipica, podendo actuar
como i) transportador de electrées para
o complexo lll, a partir dos complexos | e
Il assim como da B-oxidagdo dos acidos
gordos e dos aminoacidos ramificados
via FADH,, ii) estabilizador membranar e
iii) antioxidante®.

A idebenona, € um analogo da
CoQ,, de cadeia curta, tem fungéo antio-
xidante e protege a mitocondria da acg¢éo
dos radicais livres. Tem sido eficaz no
tratamento da ataxia de Friedreich, uma
vez que a frataxina participa na utilizacéo
do ferro para construir os complexos da
CRM, levando a sua deficiéncia a acu-
mulacdo de ferro, e consequentemente
a formacéo de radicais livres, que resul-
taria numa destruigdo dos complexos da
CRM14),

A terapia vitaminica apesar de na
maioria dos casos, ndo ser muito eficaz,
é também bastante utilizada, nomea-
damente as vitaminas do complexo B
(Tiamina - vitamina B1, Riboflavina - vi-
tamina B2 e Niacinamida - vitamina B3)
e as do complexo E. Trata-se de uma
terapia muito econémica, sendo as vi-
taminas do complexo B, componentes
essenciais para a fungédo de inumeras
enzimas relacionadas com a produgao
de energia, enquanto que as do com-
plexo E funcionam como antioxidantes,
evitando que os radicais livres danifi-
quem os lipidos membranares, como
por exemplo os da membrana mitocon-
drial interna"®.

ii) Aconselhamento genético e
diagnoéstico pré-natal

O diagnéstico pré-natal destas pato-
logias raramente é efectuado(®, se en-
volve mutagbes no genoma mitocondrial,
porque a percentagem de mtDNA mutado
nos amniécitos pode nédo ser idéntica a
dos outros tecidos fetais, pode variar ao
longo da gravidez e pode ainda aumentar
ap6s o nascimento, devido a segrega-
¢ao mitotica. Esta caracteristica explica
a falta de fiabilidade deste diagnéstico
e a importancia de um aconselhamento
genético a estas familias.
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Contudo, quando a mutagéo causal
é conhecida e esta localizada ao nivel
dos genes nucleares que codificam su-
bunidades da CRM, pode oferecer-se um
diagnéstico pré-natal ao casal de risco.
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MOLECULAR INVESTIGATION IN 20
PATIENTS WITH MITOCHONDRIAL
CYTOPATHIES

ABSTRAT

Dysfunction of the mitochondrial
respiratory chain has been recognized as
a cause of a large, and diverse group of
multisystemic disorders for over 30 years.
Respiratory chain diseases may develop
at any time from the neonatal period to
late adult life. Although tissues with a high
demand for oxidative phosphorylation
such as brain and skeletal muscle are fre-
quently affected, virtually any tissue can
be involved. Because of that, multisys-
temic mitochondrial diseases are often
referred to as mitochondrial encepha-
lomyopathies, or in a larger concept, as
mitochondrial cytopathies.

For more than a decade, the search
for pathogenic mutations in human dise-
ases due to respiratory chain dysfunction
has been focused on the mitochondrial
genome (MtDNA). In the past few years,
the focus of attention has shifted to the
search for mutations within the nuclear
DNA (nDNA).

Objectives: The scope of this pro-
ject was to study at a molecular level
patients who had clinical presentations
or laboratory features suggestive of mito-
chondrial cytopathies.

Patients and Methods: We studied
20 patients from all the country with mito-
chondrial dysfunctions. We investigated: i)
the most frequent mutations in the mtDNA
already described in the literature, pontual
mutations and deletions. ii) mutations in

mt-tRNAs genes and in structural mtDNA
genes. iii) mutations in nuclear genes that
encode structural subunits of respiratory
chain and that are needed for the assem-
bly of these subunits.

Results: Ten of these 20 patients
revealed pathogenic mtDNA point muta-
tions (in tRNA and structural genes), lar-
ge-scale and multiple mtDNA deletions,
already described in the literature. Other
four showed five new mutations in the
tRNA genes, whose pathogenesis is still
unknown. Ubiquinone deficiency was
suspected in three of these 20 patients,
confirmed by therapeutical tests in two
of them. In two patients with Leigh syn-
drome two new mutations were detected
in the COX assembly gene (SURF1).
Linkage analysis around the X chromo-
some has been performed in a patient’s
family who presented a deficiency of
complex Il of the respiratory chain, ai-
ming to identify the pathological involved
gene.

Conclusions: In this study we star-
ted from different clinic and biochemic
phenotypes suggestive of mitochondrial
disease, to characterize the associated
genotypes, with the aim to establish the
molecular cause of these disorders. The
molecular characterization of the 20 pa-
tients with mitochondrial cytopathies in-
cluded in this study was done with suc-
cess in 14/20 (70%) of them.

Key-words: mitochondrial respi-
ratory chain, OXPHOS, tRNAs, mtDNA,
nDNA.
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