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_Resumo

As citopatias mitocondriais (CM) séo causadas por disfungdes ao nivel do sis-
tema da fosforilagdo oxidativa originando, consequentemente, uma deficien-
te producao de energia. No seu conjunto representam um grupo de doengas
genética e fenotipicamente heterogéneas com uma incidéncia estimada de
1:5000 nados-vivos. Estas doencas raras podem surgir em qualquer idade,
sendo mais frequentes em criangas, e podem ser causadas por defeitos ge-
néticos no genoma mitocondrial, no genoma nuclear ou na interagéo entre os
dois genomas. As vias metabdlicas envolvidas na comunicacdo mito-nuclear
sao complexas e, segundo a literatura, o proteoma mitocondrial possui cerca
de 1500 proteinas com um nimero de genes candidatos equivalentes.

O estudo destas patologias em Portugal foi implementado em 1993 pela Uni-
dade de Rastreio Neonatal Metabolismo e Genética (URN), e, até a data, foram
investigados mais de 4000 doentes. O objetivo deste trabalho foi esclarecer a
etiologia molecular destes doentes suspeitos de CM. A investigacdo das CM
tem sido um grande desafio, uma vez que € necessaria uma abordagem multi-
disciplinar ao nivel clinico, histologico, bioquimico e genético para se atingir
um diagnostico definitivo destes doentes.

Na Ultima década, o desenvolvimento da tecnologia de sequenciagao de nova
geragao revolucionou o diagnoéstico molecular das doengas genéticas raras, de
dificil diagnostico, tais como as CM e proporcionou a caraterizagao molecular
de mais de 30% dos doentes estudados. A atualizagao da abordagem molecu-
lar ao longo dos anos tem vindo a reforgar a URN como laboratério nacional de
referéncia para o diagndstico das CM.

_Abstract

Mitochondrial cytopathies (MC) most often refer to the dysfunction of the
mitochondrial oxidative phosphorylation system leading to deficiency in the
ATP production. They represent a group of genetically and phenotypically
heterogeneous disorders with an estimated incidence of 1:5000 live births.
These rare diseases can occur at any age, being more frequent in children,
and can be caused by genetic defects in the mitochondrial genome, in
the nuclear genome or in the interplay between the two genomes. The
pathways involved in the nucleus-mitochondria communication are complex
and over 1500 proteins are listed in the mitochondrial proteome with a
corresponding number of candidate genes.

Since 19938 the Newborn Screening, Metabolism & Genetics Unit (URN)
has been involved in the study of MC, and to date more than 4,000
patients have been investigated. The aim of this work was to clarify the
molecular etiology of these patients, suspected of MC. The research

of these pathologies is a great challenge because a multidisciplinary
approach at the clinical, histological, biochemical, and genetic levels is
required to achieve a definitive diagnosis of these patients.

In the last decade, the development of next-generation sequencing techno-
logy has revolutionized the molecular diagnosis of rare, difficult-to-diagnose
genetic diseases, such as MC, and has enabled the molecular characteriza-
tion of over 30% of the studied patients. URN has been recognized as a
reference laboratory for the study of these pathologies in Portugal.

_Introdugéo

As citopatias mitocondriais (CM) integram um grupo de
doencas genéticas raras de expressao clinica e genética
heterogénea que afetam, maioritariamente, 6rgaos e tecidos
com alta dependéncia energética, podendo os sintomas
clinicos surgir quer na infancia quer na idade adulta ().

A prevaléncia estimada destas patologias situa-se entre
1 em 4000 a 1 em 5000 individuos, tornando-as uma das
doencas metabolicas hereditarias mais comuns (2:3). Apesar
disso, continuam a ser uma causa relevante de morbilidade
e mortalidade cronica, nao existindo ainda terapias eficazes
para a maioria dos casos.

As func¢des mitocondriais sdo reguladas pelo duplo envolvi-
mento do genoma mitocondrial (mtDNA) e do genoma nuclear
(nDNA), estando associadas, respetivamente, a hereditarieda-
de materna e mendeliana (4.

Sob o ponto de vista médico, a suspeita de CM é muitas vezes
efetuada com base em apresentagdes clinicas peculiares,
no entanto o diagndstico destas patologias ¢ muitas vezes
complexo e dificil, exigindo uma ampla avaliacdo clinica e
laboratorial (5.
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Aproximadamente 15-30% das mutacOes causais destas
doencas encontram-se descritas no DNA mitocondrial (6:7),
mas a maioria dos casos sdo causados por mutagdes no
"mitoma", o grupo de mais de 1500 genes nucleares que co-
dificam proteinas necessarias para a i) fungao e manutencao
mitocondrial (replicacdo e expressao do mtDNA), ii) forma
e dinamica mitocondrial (fissdo e fusao), iii) biossintese da
Coenzima Q10 e iv) rede complexa que controla a formacao
e atividade da cadeia respiratéria mitocondrial (8:9). Em prin-
cipio, todos esses genes devem ser considerados candida-
tos potenciais para CM, embora, até ao momento, tenham
sido descritas mutacOes causais em aproximadamente 400
destes genes.

A Unidade de Rastreio Neonatal Metabolismo e Genética (URN)
foi pioneira na investigagao das CM em Portugal e tem-se dedi-
cado, nos ultimos 30 anos, ao estudo bioquimico e molecular
de mais de 4000 doentes clinicamente suspeitos destas pato-
logias, com 0 objetivo de esclarecer a sua respetiva etiologia
molecular.

O diagnostico das CM teve inicio em 1993 na URN, no Porto
(figura 1) e baseava-se essencialmente na determinacao da
atividade enzimatica dos complexos da cadeia respiratéria
mitocondrial (CRM) em biépsia muscular. Em 1995, os primei-
ros estudos moleculares realizados permitiram diagnosticar
alguns destes doentes. No entanto, a maioria continuou sem
a identificacéo da mutacao causal.

O diagndstico definitivo das CM é efetuado com recurso a estu-
dos moleculares, sendo um grande desafio por se tratar de um
grupo heterogéneo de patologias com um curso de doenca ra-
pidamente progressivo e devastador na infancia ou na primeira
infancia, onde as op¢des terapéuticas sao escassas.

A sequenciacgao de nova geragao (NGS) revolucionou o diag-
nostico molecular destas doengas, uma vez que tem capaci-
dade de gerar uma enorme quantidade de dados num curto
espaco de tempo a um custo acessivel, tornando esta abor-
dagem ideal para uma vasta gama de aplicacdes, tais como:
a sequenciagdo de um conjunto de genes previamente se-
lecionados (painéis de NGS) ou a sequenciacdo do exoma
humano completo (WES) ou do genoma humano completo
(WGS) (10,11).

A introdugédo da tecnologia de NGS na URN possibilitou a se-
quenciacdo do mtDNA completo, assim como a implementagao
de um painel personalizado de genes nucleares associados a
CM que, apods a validacao, foi utilizado num grupo de doentes
com etiologia molecular desconhecida. Nos Ultimos anos ini-
ciamos também a sequenciacao do exoma clinico e WES em
alguns doentes que continuavam sem diagnéstico molecular.

A abordagem multidisciplinar bem como a adoc¢do das novas
tecnologias tem-nos permitido efetuar o diagnéstico das CM
de forma cada vez mais eficaz ao longo dos anos tornando a
URN uma referéncia a nivel nacional.

Figura 1: [ Cronograma da implementagdo do diagndstico das citopatias mitocondriais no INSA (1993-2024).
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_Objetivo

Este trabalho apresenta os resultados, de 1993 a 2004, da
investigagao de cerca de 4000 doentes suspeitos de doencas
mitocondriais selecionados por clinicos especializados
nas areas de Neurologia, Pediatria, Neuropediatria, entre
outras, com o objetivo de esclarecer a sua respetiva etiologia
molecular.

Doentes e métodos

Ao longo destes 30 anos foram estudados mais de 4000
doentes com suspeita clinica e histolégica de CM, em
que cerca de 2500 realizaram bidpsias musculares e 0s
restantes realizaram colheita de sangue em EDTA.

O estudo bioquimico envolveu a determinacao das ativida-
des enzimaticas dos complexos I-IV e do complexo [I+lll
da CRM, em homogeneizados de biépsia muscular, por
espetrofotometria.

As mutacoes mais frequentes do mtDNA foram inicialmente
pesquisadas pelas metodologias tradicionais de PCR/RFLP
e sequenciacao de Sanger. As grandes delegdes do mtDNA
foram investigadas por Southern-Blot e, posteriormente,
por Long-Range PCR e NGS. Estes rearranjos foram pesqui-
sados em DNA extraido a partir de bidpsia muscular, a exce-
cédo dos casos com suspeita de Sindrome de Pearson e em
alguns casos de sindrome de Kearns-Sayre, caraterizados
por um numero elevado de delecdes no sangue. Inicialmente
os estudos genéticos de genes nucleares associados a CM
foram efetuados pelos procedimentos standard de Sequen-
ciagao de Sanger.

O NGS foi implementado na URN em 2014 para a sequencia-
¢cdo do mtDNA completo e um painel de genes nucleares
associado a CM, tendo sido efetuado no sequenciador MiSeq
(Numina). Para capturar os genes nucleares, foi utilizado
um painel personalizado com 213 genes associados a CM,
de acordo com a metodologia SureSelect XT HS (Agilent
Technologies). Para o mtDNA completo, utilizou-se a metodo-
logia Nextera XT (lllumina). Para a andlise procedeu-se como
descrito anteriormente (12),

_Resultados

Desde 1993 este estudo envolveu cerca de 4000 doentes pro-
venientes de sete hospitais nacionais, localizados no norte,
centro e sul de Portugal. A idade de inicio da doencga foi muito
variavel, dos 4 dias aos 78 anos de vida. Os sintomas neuro-
l6gicos foram os mais frequentes, seguidos dos musculares,
oftalmoldgicos, cardiacos e auditivos. O grupo pediatrico foi
0 mais representado apesar deste estudo inicialmente ter en-
volvido um grupo de adultos previamente selecionados com
base em alteragoes histologicas na biépsia muscular.

Nos ~2500 doentes que realizaram biépsia muscular foram
identificados 511 com alteracdes histoldgicas caracteristicas
ou com défices isolados ou combinados da CRM, 87 doentes
com delecoes simples do mtDNA, 111 com delecbes multiplas
do mtDNA, 25 com deplecdo do mtDNA e 62 com mutagdes
descritas no mtDNA.

Mais recentemente, dos ~1500 doentes estudados por NGS
e/ou sequenciacao de Sanger a partir do DNA de células
sanguineas, 66 apresentaram as mutacdes descritas no mtDNA
e 117 mutacdes em genes nucleares associados as CM.

Este estudo permitiu identificar em bidpsia muscular uma
causa molecular em 10,4% dos doentes estudados (169/2500),
todos com variantes no genoma mitocondrial, sendo a maioria
adultos com grandes delegdes. Nos 1500 doentes em que 0
estudo foi efetuado numa amostra de sangue a percentagem de
casos positivos foi de 12,2%. De realgcar que a maioria destes
diagnosticos moleculares resultaram da abordagem por NGS
em 450/1500 doentes, criteriosamente selecionados, e eram
criancas em que se identificaram essencialmente mutacoes nos
genes nucleares. Se considerarmos apenas 0s 450 doentes,
como grupo de estudo, a percentagem de casos positivos é de
30% conforme publicado no estudo anterior (3). Neste grupo de
450 doentes identificamos 72 variantes patogénicas descritas
na literatura, 20 novas variantes provavelmente patogénicas e
62 variantes de significado indeterminado (VUS), segundo os
critérios do American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) (14), algumas ja previamente descritas pela Unidade de
Rastreio Neonatal, Metabolismo e Genética do Instituto Nacional
de Satde Doutor Ricardo Jorge (URN-INSA) (12,13,15),
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_Discusséo

O diagnoéstico das CM evoluiu de métodos tradicionais como
o PCR/RFLP e Sanger, para a NGS, o que permite analisar
rapidamente quer o mtDNA completo e quer o painel de
genes nucleares associados a CM. Atualmente o sangue é
considerado a amostra de primeira linha em vez da biopsia
muscular, sendo esta utilizada apenas para confirmar grandes
delecdes/deplecao do mtDNA, avaliar a patogenicidade de
VUS e determinar a percentagem de heteroplasmia.

Na URN a adogdo da NGS permitiu efetuar um numero
crescente de diagnosticos tendo possibilitado, no caso do
mtDNA, alargar o estudo para além das mutacdes pontuais
mais comuns, e, relativamente aos genes nucleares foi
fundamental uma vez que se passou da investigacédo de “gene

a gene” para centenas de genes nucleares simultaneamente.

Os resultados apresentados permitiram demonstrar que na
populacéo adulta as grandes delecoes no mtDNA constituem
a alteracao molecular mais comum e que para a identificacdo
destes rearranjos é necessario dispor de uma bidpsia
muscular. Na populacédo pediatrica as mutagdes no nDNA sao
as mais frequentes e uma abordagem por NGS numa amostra
sangue, através de um painel de genes associados a CM,
permite uma investigagcdo mais célere e com uma taxa de
positividade 15-25% superior. A sequenciagao da molécula
de mtDNA completa por NGS é igualmente uma vantagem
uma vez que tem permitido alargar o espetro de mutacdes
neste genoma bem como a diversidade de fenotipos a que
estdo associadas.

_Conclusoes

Os resultados de trés décadas de estudo e investigacao das
doengas mitocondriais (1993-2024), na URN do INSA-Porto,
demonstram o contributo da tecnologia de NGS para escla-
recer a etiologia molecular de doentes suspeitos destas pa-
tologias, alargar o espetro mutacional e oferecer em alguns
casos um diagnostico pré-natal e aconselhamento genético
a0s casais em risco.

Apesar deste avanco tecnoldgico, muitos doentes permane-
ceram sem caraterizagdo molecular, pelo que a aplicagao de
WES ou WGS sera, no futuro, fundamental para permitir uma
maior eficacia no diagnéstico das CM.
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