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_Resumo

As doenças mitocondriais (DM) são doenças raras, cl ínica e geneticamente 

heterogéneas, de dif íci l diagnóstico, para as quais não existe uma terapia 

eficaz. O desenvolvimento da tecnologia de sequenciação de nova gera-

ção (NGS) revolucionou o diagnóstico molecular deste grupo de doenças, 

permitindo a identif icação de novos genes associados a estas patologias. 

Nesta nova era genética, através da uti l ização da tecnologia de NGS, estu-

damos um grupo de 450 doentes suspeitos de DM, sem etiologia molecu-

lar. A nossa estratégia combinada de NGS, englobou a sequenciação de 

um painel de 213 genes nucleares associados a DM e do DNA mitocondrial 

completo.

Neste estudo, identif icamos variantes causais em 134 (30%) doentes anali-

sados, 88 dos quais apresentaram variantes no DNA nuclear e 46 no DNA 

mitocondrial, tratando-se na maioria de doentes pediátricos (66%). Neste 

grupo de doentes, identif icamos 72 variantes patogénicas descritas na l ite-

ratura e 20 novas variantes provavelmente patogénicas, assim como 62 va-

riantes de signif icado indeterminado. 

Como laboratório nacional de referência para o estudo e investigação das 

DM, demonstramos o contr ibuto da tecnologia de NGS para esclarecer a 

et iologia molecular destes doentes, para expandir o espectro mutacional 

associado a estas patologias e oferecer um diagnóstico pré-natal e acon-

selhamento genético aos casais em risco.

_Abstract

Mitochondrial diseases (MD) are rare disorders, cl inical ly and genetical ly 

heterogeneous, making their diagnosis a challenge and with hither to no 

ef fective therapy options. The development of Next Generation Sequencing 

(NGS) technologies has revolutionized the understanding of many genes 

involved in the pathogenesis of MD. In this new genetic era, using a NGS 

approach, we studied a cohort of 450 Portuguese patients suspected 

of MD, and without a molecular etiology. Our combined NGS approach 

was f irst based on analysis of a custom-made targeted mitochondrial 

panel of 213 nuclear genes fol lowed by the whole mitochondrial genome.

In this study, we identi f ied disease re lated var iants in 134 (30%) analyzed 

patients, 88 with nuclear DNA and 46 with mitochondrial DNA var iants, 

being most of them pediatr ic patients (66%). The molecular analysis of this 

cohor t revealed 72 already descr ibed pathogenic and 20 novel probably 

pathogenic var iants, as wel l as 62 var iants of unknown signi f icance. 

As a national laboratory for the study and research of MD, we demonstrated 

the power of NGS to achieve a molecular etiology of these patients, to 

expand the mutational spectrum associated to MD and to propose a prenatal 

diagnosis as well as an accurate genetic counseling for af fected families.
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_Introdução

As mitocôndrias são organelos celulares que desempenham 

um papel crucial na fosforilação oxidativa, produzindo mais 

de 90% da energia celular sob a forma de ATP. Estes organe-

los possuem o seu próprio material genético, o genoma mito-

condrial (mtDNA), que é constituído por uma molécula circular 

de dupla hélice com 16.569 pares de bases. Este genoma é 

constituído por 37 genes que codificam 13 polipeptídeos, 22 

tRNAs e 2 rRNAs. No entanto, as restantes 1500 proteínas 

mitocondriais são codificadas por genes nucleares (nDNA), 

sendo inicialmente traduzidas no citoplasma e posteriormente 

importadas para a mitocôndria (1-3).

As doenças mitocondriais (DM) são uma causa prevalente de 

doenças hereditárias do metabolismo, afetando aproximada-

mente 1:5.000 indivíduos (4). Estas doenças apresentam uma 

elevada heterogeneidade genética, uma vez que podem resul-

tar de variantes patogénicas ao nível do nDNA e do mtDNA, 

podendo por este motivo estar associadas a diversos padrões 

de hereditariedade (5). As taxas de morbilidade e mortalidade 

entre os indivíduos afetados variam significativamente devido 

à ação concertada entre os dois genomas, sendo geralmente 

mais elevadas nos casos de rápida progressão e início pediá-

trico (6).

Os tecidos mais afetados são os que apresentam elevada 

dependência energética, como o cérebro, o músculo e o co-

ração, pelo que clinicamente os doentes normalmente ma-

nifestam um envolvimento multissistémico, embora cer tos 

doentes tenham apenas o comprometimento de um único 

sistema, frequentemente o sistema neurológico (7,8).

Na era pré-molecular, o diagnóstico de uma DM dependia tra-

dicionalmente de técnicas invasivas, como a biópsia muscular, 

para a determinação da atividade enzimática dos complexos 

da cadeia respiratória mitocondrial (CRM).

A era molecular da medicina mitocondrial iniciou-se em 1988 

com a descoberta da primeira variante patogénica no mtDNA 
(9). Atualmente, a tecnologia de sequenciação de nova gera-

ção (NGS) tem a capacidade de gerar uma enorme quantida-

de de dados num curto espaço de tempo e a um custo mais 

acessível, tornando este método ideal para a análise de gran-

des grupos de doentes (10,11). Assim, esta tecnologia não 

só permite identif icar variantes patogénicas descritas na lite-

ratura, novas variantes provavelmente patogénicas, variantes 

de signif icado indeterminado (VUS), mas também variantes 

em genes ainda não associados a DM (10). Até à data foram 

descritas variantes causais associadas a DM em mais de 400 

genes, quer mitocondriais, quer nucleares (12).

A aplicação desta tecnologia está a simplificar o diagnóstico 

das DM e a permitir oferecer um diagnóstico pré-natal e acon-

selhamento genético às famílias afetadas (13,14).

_Objetivo

Identif icar a etiologia genética de 450 doentes com suspeita 

clínica e/ou bioquímica de doenças mitocondriais utilizando a 

tecnologia de sequenciação de nova geração para confirma-

ção do diagnóstico.

_Doentes e métodos

Este trabalho complementou um estudo anter ior de 146 

doentes (15) e aval iou as caracter ísticas fenotípicas e o es-

pectro genético de 450 doentes com DM em Por tugal.

O DNA genómico foi ex traído a par tir de sangue per i fér ico 

no Bio Robot EZ1 (QIAGEN).

O NGS foi realizado no sequenciador MiSeq (I l lumina). 

Para capturar os genes nucleares, foi uti l izado um painel 

personalizado com 213 genes associados a DM, de acordo 

com a metodologia SureSelect XT HS (Agilent Technologies). 

Para o mtDNA, fez-se a sequenciação do mtDNA completo, 

uti l izando a metodologia Nextera XT (I l lumina).

Os ficheiros FASTQ gerados foram alinhados com o genoma 

de referência usando, para o nDNA, o software Surecall 

(Agilent Technologies) e a deteção e anotação das variantes 

foi realizada pelos softwares SureCall e wANNOVAR 

(https://wannovar.wglab.org/ ), respetivamente. Relativamente  
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ao mtDNA, os f icheiros FASTQ gerados foram alinhados com 

o genoma de referência usando o sof tware SeqMan NGen 

(DNAStar) a deteção e anotação das variantes foi realizada 

com os sof twares SeqMan Pro e SeqMan NGen (DNAStar), 

respetivamente.

As var iantes foram f i l tradas tendo em consideração os se-

guintes cr i tér ios: i ) o t ipo de mutação, i i ) previsões in s i l ico, 

i i i ) a sua presença em bases de dados, iv) a f requência po-

pulacional e v) heteroplasmia maior que 5% (para var iantes 

no mtDNA).

As variantes já classif icadas como patogénicas ou com pre-

visões in si l ico sugestivas de patogenicidade, foram confir-

madas por sequenciação tradicional de Sanger, util izado o 

protocolo BigDye Terminator Cycle Sequencing Version 3.1 

(Applied Biosystems) e os resultados da sequenciação foram 

analisados util izando o sequenciador ABI 3130XL (Applied 

Biosystems). Quando disponíveis amostras de outros mem-

bros da família, foram realizados estudos de co-segregação.

_Resultados

Este estudo envolveu doentes provenientes de sete hospitais 

nacionais, localizados no norte, centro e sul de Portugal. A 

idade de início da doença foi muito variável, dos 4 dias aos 

78 anos de vida. Os sintomas neurológicos foram os mais 

frequentes (42,8%), seguidos dos musculares (12,9%), of tal-

mológicos (11,9%), cardíacos (11,2%) e auditivos (4,6%). 

O grupo pediátr ico foi o mais representado neste estudo, 

com 58% dos doentes estudados (262/450), sendo os res-

tantes 42% (188/450) constituídos por adultos. Um total de 

29 (6%) doentes faleceram, sendo 23 cr ianças e 6 adultos, 

permitindo a investigação post mor tem um diagnóstico mo-

lecular de 62% destes casos.

Este estudo permitiu identif icar uma causa molecular em 

30% dos doentes estudados (134/450), dos quais 66% apre-

sentaram variantes no genoma nuclear e 34% no genoma 

mitocondrial.

Neste grupo de doentes identif icamos 72 variantes patogéni-

cas descritas na literatura, 20 novas variantes provavelmen-

te patogénicas e 62 VUS, segundo os critérios do American 

College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) (16), al-

gumas já previamente descritas pela Unidade de Rastreio 

Neonatal, Metabolismo e Genética do Instituto Nacional de 

Saúde Doutor Ricardo Jorge (URN-INSA). (15,17).

Genoma Nuclear

Variantes patogénicas e provavelmente patogénicas

Dos 450 doentes, 51 (11%) dos casos apresentavam variantes 

patogénicas no nDNA, das quais 58 já descritas na literatura 

e 14 novas variantes provavelmente patogénicas (gráfico 1). 

O número de var iantes identi f icadas em cada gene var iou 

entre 1% e 3%, no entanto, os genes EARS2 e VARS2 apre-

sentaram o maior número de var iantes, 9% e 7% respetiva-

mente.

Variantes de significado indeterminado

Neste trabalho foram identif icadas 54 VUS no nDNA em 

37/450 (8%) doentes. Entre estas, 30 foram previamente des-

critas na literatura pela URN-INSA (15,17), sendo as restantes 

24 novas variantes (gráfico 2).
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Gráfico 1: Distribuição das variantes patogénicas / provavelmente patogénicas no nDNA por genes afetados 

e de acordo com seus grupos funcionais.

Gráfico 2: Distribuição das variantes de significado indeterminado no nDNA por genes afetados 

e de acordo com seus grupos funcionais.
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Genoma Mitocondrial

Variantes patogénicas e provavelmente patogénicas

A sequenciação do genoma mitocondrial revelou variantes 

patogénicas e provavelmente patogénicas bem como gran-

des deleções, em 38 dos 450 doentes (9%). Entre as varian-

tes identif icadas, 16 já tinham sido descritas na l i teratura, 

11 das quais como patogénicas e cinco como provavelmen-

te patogénicas, sendo duas novas variantes. Adicionalmen-

te foram também identif icadas quatro deleções simples de 

grandes dimensões e de diferentes tamanhos. 

Os genes que codif icam os tRNAs representam o maior 

grupo de genes com variantes identi f icadas, par ticularmen-

te o MT-TL1 devido à presença da mutação m.3243A>G de-

tetada em 11 doentes. As var iantes local izadas nos genes 

que codif icam subunidades da OXPHOS estão equitativa-

mente distr ibuídas entre eles (gráfico 3 ). A grande maior ia 

das var iantes foi detetada em heteroplasmia com percenta-

gens que variaram entre os 5% e 95%.
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Gráfico 3: Distribuição das variantes patogénicas / provavelmente patogénicas no mtDNA por genes afetados 

e de acordo com seus grupos funcionais.
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Variantes de significado indeterminado

A sequenciação completa do mtDNA revelou oito VUS em 

oito indiv íduos distintos (8/450) distr ibuídas aleator iamente 

por alguns genes estruturais da OXPHOS e pelos genes 

MT-TG e MT-RNR2 (gráfico 4). Todas as var iantes foram 

identi f icadas em heteroplasmia exceto a var iante local izada 

no gene MT-CO3.

_Discussão

Até 2016, a sequenciação tradicional de Sanger foi util iza-

da para rastrear as variantes mais comuns do mtDNA bem 

como um grupo específ ico de genes nucleares associados a 

apresentações clínicas específ icas e/ou défices enzimáticos 

dos complexos da CRM. Com os avanços tecnológicos, a 

abordagem molecular util izada no laboratório da URN-INSA 

passou a incluir a tecnologia de NGS para a sequenciação 

de um painel de 213 genes nucleares associados a DM e 

do genoma mitocondrial completo. Inicialmente aplicamos 

esta estratégia a um grupo de 146 doentes com suspeita 

de DM, mas que não dispunham do diagnóstico molecular 

confirmatório, como referido na nossa publicação anterior 
(15,17). Posteriormente, alargamos esta abordagem a mais 

304 doentes suspeitos de DM, o que possibil itou um estudo 

mais abrangente de 450 doentes. Esta investigação permi-

tiu-nos obter um diagnóstico molecular em 134/450 doentes 

(30%), 88 no nDNA e 46 no mtDNA, identif icando um total de 

154 variantes: 126 (82%) no genoma nuclear e 28 (18%) no 

genoma mitocondrial. Salientamos que, 72 eram variantes 

patogénicas descritas na literatura, 20 eram novas variantes 

e 62 eram VUS. As variantes no nDNA e mtDNA foram identi-

f icadas maioritariamente em crianças e em adultos, respeti-

vamente, o que está de acordo com a literatura (18,19). 
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Gráfico 4: Distribuição das variantes de significado indeterminado no mtDNA por genes afetados 

e de acordo com seus grupos funcionais.
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Neste estudo um dos fatores que inf luenciou a menor per-

centagem de doentes com var iantes no mtDNA foi a idade, 

uma vez que 58% dos doentes estudados eram cr ianças, 

nas quais uma var iante causal no nDNA é mais provável.

Com base nestes resultados propomos um algor i tmo para 

as DM apresentado na f igura 1.

Atualmente, o sangue é a amostra de pr imeira l inha para 

efetuar o painel de genes nucleares e a sequenciação do 

genoma mitocondria l completo. Apesar do tecido muscular 

ser r ico em mitocôndrias, a anál ise da biópsia muscular, 

por se tratar de um procedimento invasivo, deve apenas 

ser considerada quando a apresentação cl ín ica sugere a 

presença de uma grande deleção ou depleção do mtDNA. 

Pode ainda recorrer-se à biópsia muscular numa fase mais 

avançada da investigação para conf irmar a patogenicidade 

de uma VUS, tornando-se assim relevante efetuar o estudo 

bioquímico da CRM. O tecido muscular é igualmente im-

por tante para determinar o nível de heteroplasmia quando 

a percentagem de mtDNA mutado detetada no sangue é 

baixa, podendo não ser representativa do l imiar de expres-

são da var iante em estudo (20).

Salientamos ainda que deverão ser efetuados estudos de 

segregação famil iar para confirmar as variantes patogénicas 

e/ou VUS, assim como, estudos funcionais em zebraf ish, 

para determinar a patogenicidade das VUS identif icadas.

O alargamento deste trabalho a um maior grupo de doentes 

permitiu aumentar a percentagem de diagnóstico def initivo 

de DM de 25% para 30%. No entanto, os 316 doentes (70%) 

que permaneceram sem caracterização molecular deverão 

continuar a ser investigados através da análise do exoma-

clínico/total. 
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Figura 1: Algoritmo de diagnóstico para suspeita de doença mitocondrial.
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_Conclusões

O presente estudo realça o espectro genético das doenças 

mitocondriais (DM) na era da sequenciação de nova geração 

(NGS), permitindo um avanço signif icativo na caracterização 

molecular destes doentes de dif ícil diagnóstico.

Os resultados do centro de referência para o estudo e investi-

gação das DM do Instituto Nacional de Saúde Doutor Ricardo 

Jorge, permitiram esclarecer a etiologia molecular de 30% dos 

doentes estudados, alargar o espectro mutacional associado 

a estas patologias e oferecer em alguns casos um diagnóstico 

pré-natal e aconselhamento genético aos casais em risco.
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