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RESUMO

As citopatias mitocondriais constituem um importante grupo de doengas metabélicas de expressao clinica heterogénea, para as quais ndo existe uma terapia eficaz. A
maioria das doengas mitocondriais descritas ¢ causada por uma disfungao ao nivel do sistema da fosforilagao oxidativa, originando consequentemente uma deficiente
produgao de energia. O correto funcionamento deste sistema resulta de uma interagao coordenada entre os genomas nuclear e mitocondrial. Um defeito nesta interagao
origina as doengas da comunicagdo intergenémica, que causam a perda ou instabilidade do DNA mitocondrial (mtDNA) originando quer deplegao quer dele¢oes multi-
plas neste genoma. Estas doengas adquiriram bastante relevancia nos ultimos anos, e podem ser classificadas em dois grandes grupos: i) sindrome das dele¢des multiplas
do mtDNA, que se caracteriza pelo aparecimento em adultos, de miopatias oculares e dos membros e ii) sindrome da deplegao do mtDNA, que se manifesta durante a
infancia ou inicio da adolescéncia com trés apresentagdes clinicas distintas, nomeadamente miopatica, encefalomiopatica e hepatocerebral.

Neste trabalho pretendeu-se realizar uma revisao bibliografica no sentido de apurar o “estado da arte” em relagéo as doengas da comunicagio intergendmica. Deste modo,
serdo apresentados os fendtipos clinicos e o espetro mutacional associado, assim como um algoritmo de diagndstico, que possa ser uma ferramenta 1til para os clinicos
que se dedicam ao diagndstico e follow-up deste tipo de patologias.
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NUCLEAR-MITOCHONDRIAL INTERGENOMIC COMMUNICATION DISORDERS: CLINICAL AND LABORATORY APPROACH

ABSTRACT

Mitochondrial dysfunction accounts for an important and heterogeneous group of inherited metabolic disorders with hitherto no effective therapeutic options. Most of
the known mitochondrial disorders are caused primarily by a dysfunctional oxidative phosphorylation and consequently a deficient energy production. This system de-
pends on the coordinated expression of both nuclear and mitochondrial genomes. Therefore, mitochondrial diseases can be caused by genetic defects in the mitochondrial
or the nuclear genome or in the interplay between the two genomes, causing nuclear-mitochondrial intergenomic communication disorders. The mitonuclear crosstalk
has gained increased relevance in the past years and since then many genes have been identified as being involved in these diseases.

Nuclear-mitochondrial intergenomic communication disorders can be divided into two distinct groups: i) multiple deletions syndrome, leading to qualitative changes of
mtDNA, that occurs in adults, having as main clinical features ocular and limb myopathy, which are almost always associated with extramuscular system involvement or
ii) depletion syndrome, leading to quantitative changes of mtDNA, occurring in infancy or early childhood further subdivided into three clinical categories: myopathic,
encephalomyopathic and hepatocerebral.

The focus of this review is to provide an overview of intergenomic communication disorders, a list of clinical phenotypes accompanied by their mutational spectrum and
a diagnostic algorithm, which can be useful for clinicians when facing similar cases.
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INTRODUCAO

1. INSTITUT

Nos ultimos 30 anos, um largo espectro de do-
encas multissistémicas associadas a disfuncoes
da mitocondria, globalmente designadas de ci-
topatias mitocondriais, tém sido descritas em
doentes de diferentes grupos etarios." Estas dis-
fungdes podem afetar qualquer 6rgao ou tecido
do organismo, embora os musculos esquelético
e cardiaco, e o sistema nervoso central sejam os
mais afetados, devido a sua elevada dependéncia
do metabolismo energético. Assim se compreen-
de que as formas de apresentacdo mais frequentes
incluam miopatia, encefalo(mio)patia e oftalmo-
plegia externa progressiva (PEO). Aproximada-
mente 1:5.000 individuos na populagio adulta
e infantil possuem citopatias mitocondriais ou
correm o risco de as virem a desenvolver.” Estas
doengas sdo uma causa comum de mortalidade
e/ou morbilidade crénica, ndo estando disponi-
vel, salvo raras excegdes, nenhuma terapia eficaz.

Desde 1988, que a investigagao molecular das ci-
topatias mitocondriais tem sido focada no DNA

mitocondrial (mtDNA) nomeadamente na pes-
quisa de rearranjos do mtDNA (dele¢des simples
de diferentes tamanhos e duplica¢des) e pesquisa
de mutagbes pontuais quer nos genes estruturais
quer nos 22 tRNAs e dois rRNAs.* Neste sentido,
para aprofundar o conhecimento das citopatias
mitocondriais em Portugal, implementou-se em
1993, na nossa Unidade, o estudo enzimatico da
cadeia respiratdria mitocondrial e posteriormen-
te 0 estudo molecular do mtDNA.*>¢7

Nos ualtimos anos a investigacdo destas doen-
cas tem-se centrado na pesquisa de mutacdes
nos genes nucleares que codificam subunidades
estruturais da cadeia respiratoria mitocondrial
assim como nos genes necessarios & montagem
das mesmas ou envolvidos na comunicagdo mi-
to-nuclear.

Neste trabalho efetuou-se uma revisao da litera-
tura sobre as doencgas da comunicagao intergend-
mica, focando os principais grupos de patologias,
fenotipos clinicos e respetivo espetro mutacional.
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MANIFESTAGOES CLINICAS E ETIOLOGIA MOLECULAR DAS
PATOLOGIAS QUE AFETAM A INTEGRIDADE DO MTDNA

A integridade do mtDNA ¢ mantida e contro-
lada por um mecanismo complexo que envolve
varios elementos do replissoma mitocondrial e
diversas enzimas e transportadores que forne-
cem a mitocondria os nucledtidos necessarios
(Fig. 1). Todos estes componentes sdo codificados
pelo DNA nuclear (nDNA) assim mutagdes nos
genes envolvidos na replicagdo e manutengéo do
mtDNA podem comprometer a sua integridade
causando quer delegoes multiplas quer deple¢do
do mtDNA.* Nos ultimos anos a comunica¢io
entre os dois genomas tem ganho particular im-
portancia e muitos genes tém sido identificados
como estando envolvidos neste grupo de citopa-
tias mitocondriais.

A Tabela 1 sumariza as principais manifestacoes
clinicas associadas a sindrome das delegoes multi-
plas e & da deplecio do mtDNA, assim como a res-
petiva etiologia molecular.
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TABELAT PRINCIPAIS FENQHPOS CL[NIQOS E RESPETIVA ETIOLOGIA MOLECULAR ASSOCIADA AS DOENCAS
DE COMUNICACAOQ INTERGENOMICA (HGMD Professional database www.hgmd.cf.ac.uk/).

NUMERO 1. SINDROME DAS DELECOES MULTIPLAS DO MTDNA

FENOTIPOS CLINICOS GENES DE MUTAGOES
DESCRITAS As doengas mitocondriais associadas a presenca

POLG 65 de delegoes multiplas do mtDNA ocorrem mais

POLG2 1
CI00RE? % frequentemente em adultos e podem apresentar,
OFTALMOPLEGIA EXTERNA PROGRESSIVA SLC25A4 5 na sua maioria, uma hereditariedade autossdmica
(PEO) MGMET* 2 =2 . . 1o .
10" : = recessiva ou dominante, sendo esta ultima mais
gg%ﬁ 127 €  frequente.” O tamanho das diferentes delegdes do
€ mtDNA é variavel, até mesmo em doentes da mes-
NEUROPATIA, ATAXIA SENSORIAL, DISARTRIA E POLG 14 § ma familia. O espetro mutacional desta sindrome
=
OFTALMOPARESIA GANDO) SLCZAd ] % tem vindo a aumentar devido a descoberta de cada
EPILEPSIA E ATAXIA ESPINOCEREBELAR POLG 1 E  vez mais genes associados a instabilidade do mtD-
(SCAE) (100RF2 4 o

NA. Seguidamente sera efetuada uma breve descri-
MIOCARDIOPATIA HIPERTRGFICA SL25A4 3 ¢do das principais manifestagdes clinicas e as etiolo-
gias moleculares associadas.
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SINDROME DAH%%%&E\E%ESRTEDNA -FORMA %g%;z 53] = As caracteristicas clinicas mais comuns da PEO no
MPVI7 28 2  adulto incluem a fraqueza dos musculos oculares
Tk2 ] S externos, ptose bilateral, fraqueza muscular proxi-
POLG I S  mal e intolerncia ao exercicio. Sintomas como a
SINDROME DA DEPLECAQ DO miDNA - FORMA TK2 3 % presenca de cataratas, perda de audi¢do, neuropatia
MIOPAIICA gg%i ? E axonal sensorial, ataxia, depressdo, hipogonadismo,
£ e parkinsonismo também podem ocorrer. Caracte-
INDROME DA DEPLECA DO MDA - FORMA RI%Z g ]]4 “  risticas menos comuns incluem prolapso da vélvula
ENCEFALOMIOPATICA SucLA2 9 mitral, miocardiopatia e alteragdes da motilidade
S E gastrointestinal. Os individuos afetados apresen-
SINDROME DF ALPERS-HUTTENLOCHER POLG 54 | tam dele¢des multiplas ao nivel do mtDNA que se

*PRESENCA DE DELECOES MULTIPLAS E DEPLECAQ DO mtDNA encontram exclusivamente nos tecidos musculares.
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Mutagdes nos genes POLG, POLG2, ClOorf2, SL-
C25A4, TK2, RRM2B, DGUOK, MGMEI1 OPAI e
MFN?2, encontram-se associados a PEO podendo
apresentar uma hereditariedade autossémica re-
cessiva ou dominante sendo a forma autossémica
recessiva geralmente mais grave.'*!!

Seguidamente sdo referidos os principais genes en-
volvidos na etiologia molecular de PEO associados
asindrome das dele¢des muiltiplas.

POLG: a mitocondria contém uma tinica DNA
polimerase, a polimerase gama (POLy), imprescin-
divel desde muito cedo na embriogénese.”* A POLy
é codificada pelo nDNA sendo a unica polimerase
exclusivamente responsavel pela replicagio e repa-
racdo do mtDNA e essencial na sua manutengio.
Esta enzima é composta por uma subunidade ca-
talitica, POLyA, que possui atividade de polime-
rase e de exonuclease, sendo codificada pelo gene
POLG; e uma subunidade acessoria, POLyB, que
potencia a agdo da enzima.” A POLy juntamente
com o mtDNA, a helicase do mtDNA e as diversas
proteinas de ligagdo formam o complexo de repli-
cacdo funcionante.*

As mutagoes que se encontram no gene POLG sdo
uma das principais causas da doenca mitocondrial
podendo estar associadas a uma grande variedade
de sintomas clinicos, para além de PEQ, tais como:
Parkinsonismo, Sindrome de Alpers - Huttenlocher,
encefalomiopatia neurogastrointestinal mitocon-
drial (MNGIE), neuropatia ataxia sensorial disar-
tria e oftalmoparesia (SANDO) e ataxia espinoce-
rebelar e epilepsia (SCAE).>'¢”

Este gene esta localizado no cromossoma 15 e é
composto por 23 exdes que se estendem ao longo de
18,55 Kb. Apesar de ter sido identificado em 1996%,
somente em 2001 foi descrita a primeira mutago pa-
togénica.”® Até a data, mais de 200 mutages foram
publicadas, das quais 65 foram descritas associadas
a PEO, sendo este gene um hot-spot para mutagdes
em doengas mitocondriais (Human Gene Mutation
Database- HGMD, POLG database).** Mutacoes no
POLG podem também ser associadas a forma hepa-
tocerebral da sindrome da deplecio do mtDNA."®

Mutagdes neste gene podem apresentar uma here-
ditariedade autossdmica recessiva ou autossdmica
dominante ou até a mesma mutagdo pode apresen-
tar ambos os padrdes de hereditariedade.”*

POLG2: a POLyB, subunidade acessoria da
POLy, codificada pelo gene POLG2, aumenta a efi-
ciéncia da enzima. Alteragdes nesta subunidade po-
dem causar delegoes multiplas do mtDNA.

O gene POLG2, localizado no cromossoma 17, é
composto por oito exdes que se distribuem ao lon-
go de 19,28 Kb. A primeira mutagio patogénica foi

descrita em 2006 associada a forma autossémica
dominante de PEO.* Posteriormente mais 12 mu-
tagoes foram descritas neste gene associadas a fend-
tipos mitocondriais inespecificos (HGMD).

ClOorf2 (Twinkle): a helicase/primase mitocon-
drial codificada pelo gene CI0orf2 também é respon-
savel pela forma autossdmica dominante de PEO**
Mutagdes neste gene estao associadas a apresentagdes
clinicas que podem apresentar PEO “puro”, ou uma
forma mais complexa de PEO associada a fraqueza
muscular proximal dos membros e musculos faciais,
disfagia e disfonia, ataxia, e neuropatia periférica.

O gene CIOorf2 esta localizado no cromossoma
10, sendo composto por 5 exdes ao longo de 6,38 kb.
A primeira mutagéo patogénica, associada a PEO,
foi descrita em 2001* e desde entdo mais de 40
mutagdes patogénicas foram publicadas (HGMD).
Algumas mutagdes neste gene foram também iden-
tificadas na forma hepatocerebral da sindrome da
deplecio do mtDNA %

SLC25A4 (ANTI): este gene codifica o trans-
portador mitocondrial de adenina especifico do
musculo cardiaco (ANT1). A proteina ANT1 é a
proteina mitocondrial mais abundante e, no seu es-
tado funcional, ¢ um homodimero de subunidades
de 30 kD incorporados assimetricamente na mem-
brana mitocondrial interna. O homodimero forma
um poro através do qual o ADP é transportado da
matriz para o citoplasma. Nos mamiferos podem
distinguir-se quatro isoformas especificas em dife-
rentes tecidos.

O gene SLC25A4 esta localizado no cromossoma 4
e possui 4 exdes distribuidos ao longo de 4,04 Kb. A
primeira mutagio patogénica foi descrita em 2000~
e, desde entdo, apenas nove mutagdes estdo referen-
ciadas. Destas, cinco estdo associadas a forma au-
tossomica dominante de PEO, trés estdo associadas
amiopatia e a miocardiopatia hipertréfica e uma foi
identificada num doente com SANDO.

MGMEI: o gene MGMEI foi recentemente
descrito®® e localiza-se no cromossoma 20. E com-
posto por quatro exdes e codifica uma exonuclea-
se mitocondrial que é essencial para uma sintese
eficaz do mtDNA. E a primeira exonuclease mito-
condrial identificada a estar envolvida na replica-
¢30 do mtDNA, podendo ter uma fungio adicio-
nal de reparagio, através do reposicionamento da
cadeia de DNA ou das estruturas de DNA-RNA
durante a sintese do mtDNA.

Encontram-se descritas duas mutagdes em trés
familias distintas com PEO, que apresentam perda
de peso acentuada e insuficiéncia respiratoria.”® As
bidpsias musculares destes doentes revelaram quer
delegoes multiplas, quer deplecdo do mtDNA.
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ii) SANDO (NEUROPATIA, ATAXIA SENSORIAL, DISARTRIA E
OFTALMOPARESIA)

SANDO é uma doenga sistémica, autossdmica re-
cessiva, caracterizada principalmente pelo apare-
cimento de neuropatia, ataxia sensorial, disartria
e oftalmoparésia em adultos. O fendtipo é muito
varidvel, mesmo dentro da mesma familia, e pode
ainda incluir miopatia, convulsdes e perda de au-
dicdo.” Até a data, foram descritas 14 mutagdes no
gene POLG associadas a este fendtipo (HGMD) ¢

iii) SCAE (EPILEPSIA E ATAXIA ESPINOCEREBELAR)

SCAE ¢ uma patologia semelhante a SANDO mas
com uma maior frequéncia de enxaquecas e con-
vulsoes.* Estao descritas quatro mutagdes no gene
ClOorf2 e uma no gene POLG associadas a esta
doenca.

iv) MNGIE (ENCEFALOMIOPATIA NEUROGASTROINTESTINAL
MITOCONDRIAL)

MNGIE é uma doenga autossdmica recessiva com
inicio entre a segunda e quinta décadas de vida ca-
racterizada clinicamente por PEO, (pseudo)dismo-
tilidade gastrointestinal, caquexia, leucoencefalopa-
tia difusa, neuropatia periférica e morte precoce. Ao
nivel do mtDNA podem ser observadas delegoes
multiplas efou deplegio do mtDNA.*' Mutagdes
nos genes TYMP e RRM2B e mais recentemente no
gene POLG* foram relacionadas com este fenétipo.
Seguidamente é referido o principal gene envolvido
na etiologia molecular de MNGIE.

TYMP (ECGFI): o gene TYMP codifica a enzi-
ma timidina fosforilase (TP), que estd envolvida no
catabolismo das pirimidinas. Défices da enzima TP
levam a uma acumulacio sistémica de timidina e
deoxiuridina, o que leva a um desequilibrio da pool
de deoxinucledtidos e consequentemente a uma
instabilidade do mtDNA, originando o apareci-
mento quer de delecdes muiltiplas quer de deplecio
do mtDNA.»

O gene TYMP esta localizado no cromossoma
22 e é composto por 10 exdes que se estendem ao
longo de 4,3 kb. As primeiras mutagdes patogéni-
cas foram descritas por Nishino e colaboradores® e,
desde entdo, 80 mutagdes associadas a este fenotipo
foram publicadas neste gene.

2. SINDROME DA DEPLECKO DO mtDNA

A sindrome da deple¢io do mtDNA caracteriza-se
por uma redugio acentuada do niimero de cdpias
do mtDNA em rela¢do as do nDNA, associada
muitas vezes a um défice multiplo dos complexos

enzimaticos da cadeia respiratoria mitocondrial.
Este grupo de doengas raras e devastadoras mani-
festa-se maioritariamente logo apds o nascimento,
causando a morte prematura de muitos doentes
durante a infincia ou inicio da adolescéncia. Esta
sindrome ¢ transmitida de modo autossomico re-
cessivo e pode apresentar-se sob trés formas: mio-
patica, encefalomiopatica e hepatocerebral. Embora
amaioria destas manifestacdes ocorram em tecidos
especificos, afetando fundamentalmente o figado, o
musculo ou o cérebro, outros tecidos podem tam-
bém ficar comprometidos na evolugio da doenga.**
O seu mecanismo fisiopatoldgico estd fundamen-
talmente relacionado com a manutencio da pool de
nucledtidos mitocondriais, que assume um papel
crucial na replicagio e integridade do mtDNA.

A deplegio do mtDNA (numero de copias do
mtDNA inferior a 35%) nos tecidos afetados, con-
firma o diagnéstico clinico desta sindrome.

Seguidamente ¢é efetuada uma breve descrigao
das principais formas da sindrome de deplegio do
mtDNA, assim como dos genes envolvidos na sua
etiologia molecular.

) FORMA HEPATOCEREBRAL
A forma hepatocerebral ¢ a apresentagdo mais co-
mum desta sindrome. Os primeiros sintomas ocor-
rem entre o nascimento e os 6 meses de vida e in-
cluem vomitos persistentes, atraso de crescimento,
hipotonia e hipoglicemia. A nivel histolégico pode-se
encontrar esteatose microvacuolar, colestase, fibro-
se e cirrose. Estes doentes tém normalmente uma
morte precoce, durante o primeiro ano de vida. Uma
apresentagdo peculiar da forma hepatocerebral é a
sindrome de Alpers-Huttenlocher, caracterizada por
faléncia hepatica, convulsoes, evoluindo para epi-
lepsia parcial continua e deterioracio neurolégica
global. O uso de 4cido valprdico como tratamento
para a epilepsia pode precipitar a faléncia hepatica
aguda. Mutagdes no gene POLG sdo uma causa
frequente desta sindrome. Até a0 momento, estdo
descritas cerca de 55 mutacdes associadas a forma
hepatocerebral, distribuidas pelos seguintes genes:
DGUOK, MPV17, POLG, ClOorf2, TK2 e SUCLGI.
Genes, como DGUOK e MPV17, encontram-se
também associados a sindrome das delecdes muil-
tiplas do mtDNA.** Uma breve descrigdo destes
genes serd efetuada seguidamente, com excegio dos
genes POLG e Cl0orf2, que foram descritos na secao
anterior e dos genes TK2 e SUCLGI que serdo descri-
tos posteriormente nas formas miopatica e encefa-
lomiopatica desta sindrome, respetivamente.
DGUOK: a cinase deoxiguanosina (DGUOK)
fosforila a deoxiguanosina e a deoxiadenosina,
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contribuindo para a sintese de dois nucle6tidos ne-
cessarios @ manutencio da pool de desoxirribonu-
cledtidos trifosfato (ANTPs) mitocondrial 2% A as-
sociacdo da sindrome da deplegio do mtDNA com
mutagdes neste gene sugere que a manutengao desta
pool de dNTPs representa um papel crucial na re-
plicacdo e integridade do mtDNA e consequente-
mente no seu contetido. Os doentes com mutagdes
no gene DGUOK, localizado no locus 2pl13, apresen-
tam geralmente altera¢des hepaticas progressivas e
dificuldades alimentares, associadas a disfun¢io
neurologica (hipotonia, nistagmus e atraso psico-
motor) por volta dos primeiros meses de vida. A
presenca de neuropatia periférica e tubulopatia
sdo raras mas, foram descritas ocasionalmente.®
Mutagdes neste gene causam deplecio do mtDNA
fundamentalmente no figado, e mais raramente no
musculo e nos fibroblastos. As primeiras mutagdes
patogénicas descritas neste gene foram publicadas
em 2001 por Mandel e colaboradores.” Atualmen-
te, foram descritas mais de 50 mutaces em cerca de
100 doentes (HGMD).

MPVI7: outro gene envolvido nesta forma cli-
nica é o MPV17 que se localiza no locus 2p23-p21
e codifica uma pequena proteina da membrana
mitocondrial interna de fungéo ainda pouco es-
clarecida. Estima-se que participa na manutengio
da pool de dNTPs necessaria para a sintese de
mtDNA. O seu papel na patogénese desta sindrome
¢ ainda desconhecido. Clinicamente estes doentes
apresentam faléncia hepatica grave, hipoglicemia,
sintomas neurol6gicos e multiplas lesoes a nivel ce-
rebral durante o primeiro ano de vida.** A presenga
de deplecao do mtDNA no figado e/ou no muscu-
lo, assim como um défice multiplo dos complexos
da cadeia respiratdria mitocondrial, estdo normal-
mente presentes nestes doentes. Foram descritos
aproximadamente 30 individuos com mutagdes
no gene MPV17** Desde a identificagdo da pri-
meira mutagdo neste gene®, foram descritas mais
de 25 mutacdes associadas a esta forma clinica e
também a neuro-hepatopatia de Navajo, uma
doenca multissistémica autossémica recessiva en-
contrada na comunidade de Navajo no sudoeste
dos Estados Unidos.?

ii) FORMA MIOPATICA

Na forma miopética da sindrome da deplecio do
mtDNA, o aparecimento de sintomas ocorre nor-
malmente no primeiro ano de vida, com dificulda-
des alimentares, atraso de crescimento, hipotonia e
fraqueza muscular. A creatina cinase esta frequente-
mente aumentada, sendo um marcador importante
para o diagndstico, uma vez que ndo é muito comum

em doentes com outras miopatias mitocondriais.” A
morte destes doentes ocorre normalmente nos pri-
meiros anos de vida devido a insuficiéncia pulmonar
e infegdes, mas existem casos que sobreviveram até
a adolescéncia.** Estas manifestagoes clinicas e bio-
quimicas sdo acompanhadas de sinais morfoldgicos
tipicos de miopatia mitocondrial tal como a presenca
de fibras citocromo ¢ oxidase negativas. A prolife-
racéo de mitocondrias sob a forma de fibras rotas e
vermelhas ndo é uma caracteristica primdria consis-
tente mas, no entanto, pode aparecer mais tarde no
decorrer da doenga.

TK2: a timidina cinase (TK2) é uma enzima que
fosforila a deoxitimidina, deoxicitosina e deoxiuridi-
na, participando juntamente com a DGUOK na sin-
tese de nucledtidos necessarios para a manutengio da
pool de ANTPs mitocondrial.**

O gene TK2 localiza-se no locus 16q22 e as muta-
¢oes descritas neste gene estdo especificamente as-
sociadas a forma miopdtica. Os sintomas aparecem
durante a infincia ou a adolescéncia e caracterizam-
se por miopatia progressiva, culminando em faléncia
respiratéria e em morte, nos casos mais graves. No
entanto, os fendtipos menos graves apresentam uma
evolugio mais lenta da doenga e um maior tempo de
sobrevivéncia.*

Em 2001, Saada e colaboradores* identificaram
pela primeira vez mutagdes neste gene. Depois des-
ta primeira observagéo, um total de 37 mutagdes no
TK2 foram ja descritas em mais de 50 doentes.* A
maioria destas mutagdes estio associadas a forma
miopdtica. No entanto, existem mutagdes associa-
das a outros fenétipos, como é o caso da PEO, sur-
dez neurosensorial e encefalomipatia com epilepsia
(HGMD).

jii) FORMA ENCEFALOMIOPATICA

Em 2005, Elpeleg e colaboradores”, descreveram
uma forma de encefalomiopatia autossémica reces-
siva associada a deplecio do mtDNA. O apareci-
mento dos sintomas ocorre igualmente na infancia
e manifesta-se através de hipotonia muscular, atraso
psicomotor grave, deterioragdo neurolégica pro-
gressiva, surdez, perda de movimentos voluntérios,
oftalmoplegia externa, convulsdes generalizadas e
disfungio tubular renal. Verifica-se um aumento do
lactato sanguineo e na ressondncia magnética cere-
bral, podem-se observar leses nos ganglios basais
sugestivas da sindrome de Leigh.”

Mutagoes nos genes, RRM2B, SUCLA2 e SUCLGI
estdo associadas a esta forma de apresentagéo clinica,
sendo estes seguidamente descritos.

RRM2B: o gene RRM2B localiza-se no locus8q23
e codifica a subunidade R2 da redutase ribonucleoti-
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dica (RNR), uma enzima citosolica que esta envolvi-
da no passo terminal da sintese de novo dos ANTPs,
convertendo os nucledtidos em dNTPs durante a in-
terfase do ciclo celular (fase S). A RNR estd também
envolvida no suplemento de dNTPs durante a repa-
ragao do DNA. Mutagdes neste gene estdo associadas
ahipotonia, acidose lactica, atraso de desenvolvimen-
to e tubulopatia. A doenga apresenta uma evolugio
rapida e fatal e manifesta-se frequentemente nos
primeiros meses de vida. Laboratorialmente é iden-
tificada uma diminuicio acentuada do ntimero de
copias de mtDNA no musculo destes doentes.

Em 2007 Bourdon e colaboradores* descreveram
a primeira mutagdo patogénica neste gene, estando
atualmente mais de 30 mutagdes descritas em apro-
ximadamente 15 doentes.*

SUCLA2 e SUCLGI: a enzima succinil-CoA sin-
tetase catalisa a sintese reversivel do succinato e ATP
a partir de succinil-CoA e ADP no ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA). Esta enzima é constituida
por duas subunidades, a e {3, codificadas pelos genes
SUCLGI (2pl1) e SUCLA2 (13ql2), respetivamente.
Mutagdes nestes genes parecem dificultar a associa-
¢ao entrea succinil-CoA sintetase e a cinase difosfato-
nucledsido, resultando num desequilibrio na pool de
dNTPs mitocondrial e consequentemente na deple-
¢a0 do mtDNA no musculo.* Um dado importante
paraa suspeita do envolvimento destes genes é a pre-
senca de uma excre¢io urindria, moderadaa elevada,
de 4cido metilmaldnico e a presenga de intermedié-
rios do TCA. Clinicamente revelam hipotonia mus-
cular proeminente, atraso psicomotor grave, distonia
progressiva, surdez e convulsoes generalizadas. Os
doentes com mutagdes no gene SUCLGI podem ain-
da apresentar dismorfias pré-natais, crises metaboli-
cas neonatais e a morte pode ocorrer nos primeiros
meses de vida.

Estdo descritos cerca de 30 doentes com mutacdes
nestes genes, das quais nove no SUCLA2® e 13 no
SUCLGI (HGMD).

ABORDAGENS DE DIAGNOSTICO DAS DOENCAS
DE COMUNICACAO INTERGENOMICA

Nas doengas da comunicagdo intergendmica, a
apresentagdo clinica pode variar entre as sindro-
mes bem definidas e os fendtipos multissistémicos
inespecificos, onde o envolvimento neuroldgico
esta geralmente presente. Estabelecer um diagnds-
tico preciso num doente com suspeita de patologia
mitocondrial revela-se um desafio, que requer uma
abordagem multidisciplinar a nivel clinico, bioqui-
mico e histopatoldgico, para além de uma historia
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familiar bem documentada. Os dados bioquimi-
cos, tais como aumento de lactato e piruvato, quer
no plasma, no LCR ou na urina, alteragdo do perfil
de acidos organicos, aumento da alanina no perfil
dos aminoacidos plasméticos, assim como os dados
de ressonancia/tomografia cerebral sdo indicadores
importantes para o diagndstico destas patologias. A
determinacdo da atividade enzimatica dos comple-
x0s enzimaticos da cadeia respiratdria mitocondrial
¢ importante para orientar a abordagem molecular,
em particular em doentes sem fen6tipo especifico.
Como o mtDNA codifica subunidades de varios
complexos da fosforilagio oxidativa (CI, CIII, CIV
e CV), é expetavel que uma deplecio do mtDNA
provoque um défice combinado da fosforilado oxi-
dativa (com excecéio do CII, o tinico néo codificado
pelo mtDNA). No entanto a atividade enzimatica
dos complexos da cadeia respiratdria mitocondrial
no musculo pode ser normal, se o tecido muscular
ndo se encontrar entre os tecidos afetados, como
acontece nos doentes com formas hepatocerebrais
da sindrome da deple¢do do mtDNA.

A analise por southern-blot ou por PCR quantita-
tivo em tempo real identifica simultaneamente as
delegdes multiplas e a deplecdo do mtDNA. Inde-
pendentemente da tecnologia aplicada utiliza-se um
gene nuclear de referéncia especifico para a andlise
(18S) sendo muito importante o uso de controlos da
mesma idade e do mesmo tecido, dada a natureza
dindmica da qualidade e quantidade do mtDNA.*!
Considera-se como cut-off para o diagnostico de
deplecio do mtDNA um ntimero de cdpias de
mtDNA inferior a 35% em relacio aos individuos
controlo, podendo este niimero atingir valores mais
baixos nos casos mais graves.

Com base nanossa experiéncia e na revisao da lite-
ratura publicada, apresentamos um algoritmo para
o estabelecimento de um diagndstico para estas do-
engas da comunicagéo intergendmica (Fig. 2).

CONSIDERAGOES FINAIS

As citopatias mitocondriais ndo dispdem de terapia
eficaz, a excegdo dos défices primarios de ubiquino-
na (CoQIl0) que respondem clinicamente a suple-
mentagio com CoQI0, embora sejam muito raros.
Em geral, o tratamento efetuado nestas doengas
¢ meramente sintomadtico e paliativo, usando-se
cocktails vitaminicos, cofatores e eventualmente
creatina e carnitina.

A investigagdo em termos de diagndstico neste
grupo de patologias nao ¢ muito diferente da que se
aplica noutras doengas e inclui a recolha de dados
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como histdria familiar, exame fisico incluindo o
neurolégico, exames laboratoriais de rotina e es-
pecificos e eventual realizagio de bidpsia muscular
para estudo histopatoldgico, bioquimico e mole-
cular.” Uma doenca mitocondrial que se mani-
festa ao nascimento ou nos primeiros dias de vida
¢ mais provavel estar associada com alteracdes a
nivel do nDNA do que com alteragdes a nivel do
mtDNA. As sindromes da deple¢do e das delecoes
multiplas do mtDNA tém surgido cada vez mais
como uma das principais causas de um amplo
espetro de patologias multissistémicas de inicio
na infancia ou na idade adulta, respetivamente.
Os avangos recentes na tecnologia de sequencia-
¢do, nomeadamente a utilizagio da sequenciagio

Casos clinicos suspeitosde
Doencas da Comunicagdo Intergenémica
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de nova geragdo, permitiram esclarecer a etiologia
molecular em 55% dos doentes com suspeita de pa-
tologia mitocondrial, possibilitando a identificagao
de mutagdes causais em novos genes, por vezes nao
diretamente relacionados com patologias mitocon-
drla.ls 53,54,55
A caraterizacdo molecular destes doentes é im-
portante ndo sd para permitir a realizagio de
aconselhamento genético e diagndstico pré-natal
adequados, nos casos em que forem identificadas
mutagdes no nDNA, mas também para melhorar
a compreensao da fisiopatologia da doenga. Uma
estratégia de diagnostico precisa e focada ira econo-
mizar recursos e possibilitara avangos consideraveis
no conhecimento destas patologias.
FIGURA 2
Algoritmo de diagndstico para
as patologias da comunicagdo
intergenomica, com base em dados
clinicos e bioguimicos.

CRM: cadeia respiratdria mitocondrial;
gPCR: P(R quantitativo em tempo real;
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