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_Resumo

As citopatias mitocondriais constituem um importante grupo de doencas
metabolicas de expressao clinica heterogénea, para as quais nao existe
uma terapia eficaz. A maioria destas doengas é causada por uma disfun-
¢ao ao nivel da fosforilagdo oxidativa (OXPHOS), originando consequen-
temente uma deficiente producao de energia. O correto funcionamento
da OXPHOS resulta de uma interagdo coordenada entre o genoma nu-
clear e mitocondrial. Assim, as doengas mitocondriais podem ser cau-
sadas por defeitos moleculares no genoma mitocondrial, no nuclear, ou
em ambos, originando as doengas da comunicagao intergenémica, que
resultam na perda ou na instabilidade do DNA mitocondrial (mtDNA), e
podem causar quer delegoes multiplas, quer deplecao do genoma mito-
condrial. A sindrome da deple¢ao do mtDNA constitui um grupo de doen-
cas raras, autossémicas recessivas, que se manifestam maioritariamente
apds o nascimento, causando a morte de muitos doentes durante a infan-
cia ou inicio da adolescéncia devido a uma redugao acentuada do nimero
de cépias do mtDNA. Trata-se de uma sindrome fenotipicamente hetero-
génea, apresentando-se sob trés apresentacdes clinicas: hepatocerebral,
miopatica e encefalomiopética. A caracterizagdo molecular destes doen-
tes é importante ndo sé para permitir a realizagao de aconselhamento ge-
nético e diagnostico pré-natal adequados, mas também para melhorar a
compreensao da fisiopatologia da doenca e as opgoes terapéuticas.

_Abstract

Mitochondrial dysfunction accounts for an important and heterogeneous
group of inherited metabolic disorders with hitherto no effective therapeu-
tic options. Most of the known mitochondrial disorders are caused primarily
by a dysfunctional oxidative phosphorylation and consequently a deficient
energy production. This system depends on the coordinated expression
of both nuclear and mitochondrial genomes. Thus, mitochondrial diseases
can be caused by genetic defects in either the mitochondrial or the nuclear
genome, or in the cross-talk between both. This impaired cross-talk gives
rise to so-called nuclear-mitochondrial intergenomic communication disor-
ders, which result in loss or instability of the mitochondrial genome and, in
turn, impaired maintenance of qualitative and quantitative mtDNA integrity.
The mitochondrial DNA depletion syndrome (MDS) is a clinically heteroge-
neous group of disorders with an autosomal recessive pattern of transmis-
sion that have onset in infancy or early childhood and are characterized
by a reduced number of copies of mtDNA in affected tissues and organs.
The MDS can be divided into three clinical presentations: hepatocerebral,
myopathic and encephalomyopathic. Identifying the causative genes is
important not only to allow adequate antenatal options, family planning
and prenatal diagnosis, but also to improve understanding of the disease
pathophysiology and, therefore, improve therapeutic options.

_Introdugéo

Nos ultimos 30 anos, um largo espectro de doengas multissis-
témicas associadas a disfungdes da mitocondria, globalmente
designadas de citopatias mitocondriais apresentam uma inci-
déncia de 1/5000 individuos e podem afetar qualquer 6rgao
ou tecido do organismo (1:2). Estas doengas s&o uma causa
comum de mortalidade e/ou morbilidade crénica, néo estando
disponivel, salvo raras excecdes, nenhuma terapia eficaz. As
doengas mitocondriais podem ser causadas por defeitos mo-
leculares no genoma mitocondrial, no nuclear, ou em ambos,
originando doengas da comunicacdo intergendémica. Estas
doengas resultam da perda ou instabilidade do DNA mitocon-
drial (mMtDNA), e podem ser devidas quer a delecdes multiplas,
quer a deplecdo do genoma mitocondrial, tendo sido descri-
tos nos ultimos anos um vasto ndmero de genes associados a
estas patologias (3).

A sindrome da deplegao do mtDNA (MDS) caracteriza-se por
uma reducao acentuada do nimero de cépias do mtDNA em
relagdo as do DNA nuclear (nDNA), associada muitas vezes
a um défice mdltiplo dos complexos enzimaticos da cadeia
respiratoria mitocondrial (CRM). Este grupo de doengas raras
e devastadoras manifesta-se ap6s o nascimento, causan-
do a morte prematura de muitos doentes durante a infancia
ou inicio da adolescéncia (4). Esta sindrome é transmitida de
modo autossémico recessivo e pode apresentar-se sob trés
formas: hepatocerebral, miopatica e encefalomiopatica (5:6).
O seu mecanismo fisiopatoldgico encontra-se resumido na
figura 1 e estéd fundamentalmente relacionado com a manu-
tencao dos niveis livres de nucle6tidos mitocondriais, que
assume um papel crucial na replicagdo e integridade do
mtDNA. As enzimas envolvidas neste processo constituem a
maior fonte de precursores de mtDNA nos tecidos de baixo
poder de renovacao, tais como figado, cérebro e musculo.
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Figura 1: [ Representagdo esquemética da mitocéndria e dos genes envolvidos na sindrome da deplegdo do DNA mitocondrial.
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Na mitocondria podem-se identificar genes envolvidos na replicagdo do mtDNA (POLG e C70orf2 - Twinkle), genes que afetam o metabolismo da
pool de nucleétidos mitocondrial (DGUOK, TK2, MPV17 e RRM2B), e genes envolvidos no ciclo dos acidos tricarboxilicos (SUCLA2 e SUCLGT) e que
consequentemente afetam a fosforilagdo oxidativa. Imagem de Nogueira et al, 2014 (4).

Assim, alteragdes nos genes DGUOK, TK2, MPV17, RRM2B,
POLG, C10orf2, SUCLA2 e SUCLGT podem causar uma re-
ducéo acentuada do numero de copias do mtDNA nos tecidos

afetados, confirmando o diagndstico clinico desta sindrome (7).

_Objetivo

Efetuar breve descrigao das principais apresentacoes clinicas
desta sindrome, assim como das abordagens de diagnostico
e respetivas consideracdes terapéuticas.

_Sindrome da depleg¢do do mtDNA: manifestagdes clinicas

i) Forma hepatocerebral: A forma hepatocerebral é a apresen-
tagdo mais comum de MDS (). O aparecimento ocorre na
infancia e os sintomas iniciais incluem vomitos persistentes,
atraso de crescimento, hipotonia e hipoglicemia. As mitocén-
drias hepaticas apresentam normalmente, uma deficiéncia
combinada dos complexos da CRM codificados pelo mtDNA,
A faléncia multiorganica ocorre normalmente no primeiro ano
de vida. Uma apresentacdo peculiar da forma hepatocerebral

¢ a sindrome de Alpers-Huttenlocher, de aparecimento pre-
coce e fatal, caracterizado por faléncia hepatica, convulsdes,
evoluindo para epilepsia parcial continua e deterioragao neu-
rolégica global. A disfungéo hepatica é normalmente progres-
siva e evolui de esteatose microvesicular com proliferagdo dos
ductos biliares para cirrose e faléncia hepatica crénica. O uso
de valproato de sddio como terapia para a epilepsia pode pre-
cipitar a faléncia hepatica aguda. Os genes DGUOK e MPV17
S&0 0s que apresentam maior nimero de mutagoes descritas
associadas a forma hepatocerebral. No entanto mutagdes nos
genes POLG, C10orf2, TK2 e SUCLGT podem também estar
associadas a esta forma de apresentacéo clinica (6:8-12),

ii) Forma miopdtica: Na forma miopéatica de MDS, o apare-
cimento de sintomas ocorre no primeiro ano de vida, com
dificuldades alimentares, atraso de crescimento, hipotonia
e fraqueza muscular. A creatina cinase esta frequentemente
aumentada, sendo um marcador importante para o diagnésti-
€0, uma vez que nao é muito comum em doentes com outras
miopatias mitocondriais (12). Os doentes morrem maioritaria-
mente nos primeiros anos de vida devido a insuficiéncia pul-
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monar e infegdes, mas existem casos que sobreviveram até a
adolescéncia (14). Estas manifestagées clinicas e bioguimicas
s&o acompanhadas de sinais morfoldgicos tipicos de miopatia
mitocondrial tal como a presenca de fibras citocromo ¢ oxida-
se negativas. A proliferagdo de mitocdndrias sob a forma de
fibras, ragged red fibers, nao é uma caracteristica primaria
consistente mas, no entanto, pode aparecer mais tarde no
decurso da doenca. Defeitos bioguimicos em todos os com-
plexos da CRM codificados pelo mtDNA estdo normalmente
presentes nas mitocondrias do tecido muscular.

Mutagdes nos genes TK2, POLG, RRM2B e DGUOK encon-
tram-se associadas a esta forma, sendo o gene TK2 o que apre-
senta maior nimero de mutagdes descritas (6:810,13),

iii) Forma encefalomiopdtica: Na forma encefalomiopatia o
aparecimento dos sintomas ocorre na infancia, e manifestam-se
através de hipotonia muscular, atraso psicomotor grave, deterio-
racao neurologica progressiva, surdez, perda de movimentos
voluntarios, oftalmoplegia externa, convulsdes generalizadas e
variavel disfuncao tubular renal. Verifica-se um aumento do lac-
tato sanguineo e, na ressonancia magnética cerebral, podem-se
observar lesdes nos ganglios basais sugestivas de sindrome de
Leigh (3). Mutagdes nos genes RRM2B, SUCLA2 e SUCLG1
estdo associadas a esta forma clinica (6:12,1),

_Sindrome da deple¢do do mtDNA: abordagens de
diagnéstico

O estudo das doencgas mitocondriais foi implementado em
Portugal pelo nosso grupo no ano de 1993 e até a data foram
investigados mais de 2500 doentes bioquimica, enzimética
e/ou clinicamente suspeitos de Citopatia Mitocondrial. Cerca
de 50 destes doentes apresentaram deplecdo do mtDNA, dos
quais 50% revelaram mutagOes nos genes nucleares associa-
dos a MDS.

A anélise por southern-blot ou por PCR quantitativo em
tempo real sdo dois dos métodos que detetam simultanea-
mente a deplecdo do mtDNA. Independentemente da tec-
nologia aplicada utiliza-se um gene nuclear de referéncia
especifico para a analise (RNA78S) sendo muito importante o
uso de controlos da mesma idade e do mesmo tecido, dada a
natureza dindmica da qualidade e quantidade do mtDNA (16),

-

foriisic

Considera-se como valor limiar para o diagnéstico de deple-
cao do mtDNA uma redugao do numero de copias de mtDNA
superior a 65% em relacdo aos individuos controlo, podendo
esta redugao atingir 0os 80-90%, nos casos mais graves.

Os dados bioquimicos, tais como défices combinados dos
complexos enzimaticos da CRM, aumento do lactato e piru-
vato, quer no plasma, no liquido cefalorraquidiano ou na
urina, alteragado do perfil de 4cidos orgénicos, aumento da
alanina no perfil dos aminoacidos plasmaticos, assim como
os dados de ressonancia/tomografia cerebral sao indicado-
res importantes para o diagnostico destas patologias.

_Sindrome da deple¢do do mtDNA: consideragdes
terapéuticas

As citopatias mitocondriais nao tém de momento qualquer te-
rapia eficaz disponivel (17), & excecdo dos défices primarios
de ubiquinona. (Q10) que sdo muito raros. O tratamento efe-
tuado é meramente paliativo usando-se vitaminas, cofatores
e substratos respiratorios que se revelaram pouco eficazes.
No entanto, verifica-se que ha uma estratégia diferente para
cada caso. Por exemplo, o transplante hepatico pode ser be-
néfico para doentes com hepatopatia causada por mutacoes
nos genes DGUOK, MPV17 e POLG desde que nao tenham
desenvolvido sintomas neurolégicos (18).

_Consideragdes finais

A sindrome da deplecao do mtDNA tem surgido cada vez mais
como uma das principais causas de um amplo espetro de pa-
tologias multissistémicas de inicio maioritariamente apds o
nascimento. A caraterizagcdo molecular destes doentes é im-
portante ndo sé para permitir a realizacao de aconselhamento
genético e diagnostico pré-natal adequados, nos casos em
que forem identificados mutagdes no nDNA, mas também
para melhorar a compreensao da fisiopatologia da doenca.

Os avancos recentes na tecnologia de sequenciagdo de nova
geracdo irdo permitir esclarecer a etiologia molecular de doen-
tes suspeitos de patologia mitocondrial, possibilitando a identi-
ficacdo de mutacOes causais em novos genes, por vezes nao
diretamente relacionados com patologias mitocondriais (19-21),
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