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Resumo

A deméncia frontotemporal é uma doenca neurodegenerativa associada a atrofia
dos lobos frontal e temporal. E a segunda deméncia de inicio precoce mais comum,
caracterizando-se pela alteracdo comportamental progressiva e disfuncdo executiva
e/ou dificuldades na linguagem. E muito heterogénea relativamente as suas
caracteristicas clinicas, patoldgicas e genéticas.

O genoma mitocondrial (mtDNA) humano codifica componentes chave da cadeia
respiratdoria mitocondrial e apresenta caracteristicas prdéprias, distintas do genoma
nuclear. A neurodegenerescéncia e os processos que a ligam a mitocondria envolvem
diversos tipos de mecanismos e tém-se proposto varias hipoteses para explicar a
influéncia da mitocéndria nas diversas doengas neurodegenerativas. Quando existem
mutag¢ées no mtDNA, a fungdo energética comprometida é um defeito bioquimico
comum nestas doencas, sendo também muitas vezes mencionada a alteracdo na
producdo e regulacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). De facto, a sobrevivéncia
dos neurénios depende da funcdao mitocondrial e do fornecimento de oxigénio, uma
vez que o ATP é produzido pela OXPHOS. Este facto é da maior importancia, pois sao
necessarios niveis bastante elevados de ATP para manter as fung¢Ges neuronais
normais. Assim, os defeitos bioenergéticos resultantes de mutacdes no mtDNA
parecem relacionar-se com estas doengas, nomeadamente na doeng¢a de Alzheimer
(DA).

Para além de vdrios estudos que comprovam a relevancia mitocondrial em
diversos processos neurodegenerativos, também na DFT tém surgido evidéncias da
importancia da mitocondria e do seu DNA, tendo sido encontradas variacbes na
sequéncia do mtDNA. No entanto, o nimero de estudos é ainda reduzido, tendo sido
ainda estudadas poucos genes, surgindo deste modo uma necessidade de aprofundar
a investigagao da relagdo do mtDNA com esta doenga. Assim, o objetivo deste estudo
foi proceder a sequenciacdo dos trés genes MT-CO codificados pelo mtDNA em 70
doentes de DFT, recorrendo a sequenciacdo automatica.

No total, foram encontradas 55 variacbes de sequéncia, com uma maioria

correspondendo a polimorfismos, uma pequena parte (9) a mutagdes somaticas no

xiii



mtDNA, previamente identificadas em determinadas linhas celulares, ou substituicdes
publicadas em diversas doencas e uma nova alteracdo. Do nimero total de varia¢des
de sequéncia detetadas (em um ou mais doentes), 7 conduziam a alteracdo de
aminodcido na sequéncia da proteina, para as quais se realizou uma analise in silico.
Foram encontradas alteracGes em 80% dos doentes estudados, tendo-se detetado
uma alteracdo nova (m.7300T>C), ndo existente nas bases de dados. Observou-se, de
um modo geral, um maior nimero de alteragdes na subunidade 1, de maiores
dimensdes, em compara¢ao com as subunidades 2 e 3.

A grande parte das alteracbes identificadas no presente estudo sao polimorfismos.
No entanto, ndo se pode excluir a possibilidade de estarem envolvidos na
etiopatogenia da DFT, juntamente com outros fatores ndo analisados. S3o necessarios

estudos adicionais, para entender melhor o papel do mtDNA nesta doenca.

Palavras-chave: Deméncia frontotemporal; mtDNA; COX; Variacdes de sequéncia.
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Abstract

Frontotemporal dementia is a neurodegenerative disorder associated with
atrophy of frontal and temporal lobes. It is the second most common early-onset
dementia, characterized by progressive behavioral changes and executive dysfunction
and/ or language difficulties. With regard to the clinic, pathological and genetic
characteristics, it is considered to be quite heterogeneous.

The mitochondrial genome (mtDNA) encodes key components of human
mitochondrial respiratory chain and has particular characteristics, distinct from the
nuclear genome. The neurodegeneration and the neurodegenerative processes related
to mitochondria involve various types of mechanisms and there have been proposed
several hypotheses on how mitochondria may play a role in several neurodegenerative
diseases. When there are mtDNA mutations, they compromise energetic function,
which still is a very common biochemical defect in these pathologies, but production
and regulation of reactive oxygen species is often referred. Indeed, neurons survival
depend on mitochondrial function and oxygen supply, as the ATP is produced by
OXPHOS. This fact is of utmost importance, since very high levels of ATP are required
to maintain the normal neuronal function. Thus, defects resulting from bioenergetic
mtDNA mutations seem to be related to these diseases, including in Alzheimer's
disease (AD).

Besides several studies that demonstrate the mitochondrial relevance in different
neurodegenerative diseases, also in DFT it is evident the importance of mitochondria
and its DNA, and sequence mtDNA variations were reported. However, the number of
studies is still limited, and a small number of genes have been studied, stressing out
the need to further investigate the relationship of mtDNA with this disease. The
objective of this study was to carry out the sequencing of the mtDNA encoded MT-CO
genes in 70 patients with FTD, using automated sequencing.

A total of 55 sequence variations were found, the majority corresponding to
polymorphisms, a small portion (9) to mtDNA somatic mutations previously identified

in particular cell lines, substitutions reported in specific diseases and one novel
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alteration. From the total number of variations identified (detected in one or more
patients), 7 induce alteration in the amino acid sequence of the protein, for the which
an in silico analysis was performed. Alterations were found in 80% of the patients and
it was detected a novel variation, not yet described in databases, m.7300T>C. In
general, there were more alterations in the subunit 1, which is larger, in comparison
with the subunits 2 and 3.

The majority of the alterations found in this study are polymorphisms. This fact
does not allow to exclude the possibility of being involved in FTD pathogenesis of the
DFT, with other factos not analysed. Further studies are necessary to better

understand the role of mtDNA in this disease.

Keywords: Frontotemporal dementia; mtDNA; COX; Sequence variations.
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Investigacdo dos genes MT-CO na Deméncia Frontotemporal

1.1. Deméncia

As deméncias constituem um problema de saude publica da maior importancia,
afetando ambos os sexos e todos os grupos sociais (Antuono, 1999).

A deméncia caracteriza-se por uma deteriora¢do progressiva e, em geral, lenta, das
funcbes cognitivas (Santana e Cunha, 2005). Sob o ponto de vista clinico, de acordo com a
102 edicdo da Classificacdo Internacional das doencgas, consiste numa deficiéncia
adquirida da memodria e capacidades cognitivas, tendo como consequéncia uma
diminuicdo da capacidade do doente para lidar com atividades quotidianas, presente num
periodo minimo de seis meses (ICD-10). Na 42 edicdo do Manual de Diagndstico e
Estatistica das Perturbacdes Mentais (DSM-IV) da Associacdo Americana de Psiquiatria
(AAP), a deméncia foi descrita como uma sindrome caracterizada por deterioragdo
adquirida e persistente da funcdo cognitiva que afeta a memédria e, pelo menos, outra
fungdo cerebral. As dreas afetadas podem estar relacionadas com a linguagem (afasia), a
capacidade para idealizar e realizar movimentos coordenados para levar a cabo um ato
voluntario (apraxia), o reconhecimento do que se percebe através dos sentidos (agnosia),
ou a capacidade executiva do individuo (planeamento, organiza¢do, sequenciacdo e
abstracdo). Os défices cognitivos devem ser suficientemente importantes para alterar as
relagOes sociais e/ou laborais do individuo, representar um declinio relativamente a um
nivel anteriormente superior de funcionamento e ndo ocorrer, exclusivamente, no
contexto de delirio (DSM-IV).

No que diz respeito a este campo, o envelhecimento da popula¢dao e o aumento da
esperanca de vida tém-se tornado fatores epidemiolégicos que merecem especial
consideracdo. De facto, a populacdo, em particular de paises desenvolvidos, tem-se
tornado cada vez mais envelhecida, o que também se aplica a Portugal. O Instituto
Nacional de Estatistica (INE) aponta para o crescente peso social da populagdo idosa. Em
2010, o indice de longevidade atingiu o valor mais elevado observado desde 1990, cerca
de 47,4 (Figura 1). Além do mais, o fator tempo é preponderante na abordagem das
deméncias, ndo sé porque se relaciona com o aumento da percentagem de idosos na
populacdo, mas também porque a prevaléncia destas doencas aumenta com a idade. Um
estudo realizado na populacdo do norte de Portugal, estimou que a prevaléncia global da

deméncia nessa regido era de 2,7%, aumentando com o avango da idade e diminuindo
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com o nivel de educacdo (Nunes et al., 2010). Tendo em conta o contexto demografico
exposto, compreende-se porque é que a deméncia tem surgido como um dos problemas

de saude publica mais importantes da atualidade.
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Figura 1 - indices de envelhecimento, dependéncia e de longevidade relativos a 2010
(Instituto Nacional de Estatistica, 2010).

Geralmente, a sindrome clinica de deméncia segue trés expressdes principais. A
primeira trata-se da componente neuropsicolédgica, que inclui varias alteracées, como
deficiéncias de memoria, afasia, apraxia, ou dificuldades na atenc¢do. A segunda consiste
num elemento neuropsiquidtrico, que surge associado a sintomas e disturbios
comportamentais. Estes podem incluir depressao, delirios e agressividade (Alva e Potkin,
2003; Manning, 2004; Mirakhur et al., 2004; Kester e Scheltens, 2009). Por ultimo,
referem-se os défices nas atividades do quotidiano, que se podem manifestar logo desde
o inicio da doenca. A medida que esta avanca, estes problemas tornam-se mais evidentes
e agravados, afetando atividades bdsicas como comer, vestir e tomar banho (Lyketsos et
al., 2002; Geldmacher, 2004; Steinberg et al., 2006).

A histdria clinica pode ser a chave para o diagndstico da deméncia. No entanto, esta
informacdo prestada pelo doente, pode estar comprometida pelas alteragdes que esta a
sofrer. Deste modo, torna-se importante a existéncia de um acompanhante informador,
no sentido de complementar ao maximo a histéria do doente (Santana e Cunha, 2005).

Pode dizer-se que o diagndstico podera envolver uma grande variedade de avalia¢des, de
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acordo com o subtipo de deméncia e a rapidez com que evolui, sendo variavel de doente
para doente. O diagndstico poderd entdo passar por avaliacdo clinica, neuropsicoldgica,
neuropatoldgica, exames laboratoriais, estudos de imagem e ainda estudos genéticos
(Santana e Cunha, 2005).

E de referir que todas as deméncias sdo degenerativas e progressivas, pelo que é
importante a sua detecdo e o diagndstico diferencial dos subtipos de deméncia, o que
requer uma avaliacdo qualificada. Todo este processo é complexo e envolve fontes

multiplas de informacgdo (Camicioli, 2006).

1.2. Deméncia frontotemporal

Ao longo da histéria, tém existido diversas denomina¢des da demeéncia
frontotemporal (DFT) e muitos desenvolvimentos na classificagdao da doenga.

Em 1892, Arnold Pick descreveu os primeiros casos de deméncia, caracterizados
neuropatologicamente por uma atrofia lobar frontotemporal; clinicamente apresentavam
alteracdo do comportamento e da linguagem (Pick, 1892; Pick, 1906). Alguns anos mais
tarde, Alois Alzheimer descreveu a patologia celular das inclusdes intraneuronais,
designadas posteriormente por corpos de Pick: “corpusculos esféricos argirofilicos e
aparentemente sem estrutura definida, localizados na periferia do nucleo das células
piramidais do hipocampo”. Assim, surgiu a denominacdo de Doenca de Pick, que
perdurou vdrios anos relacionada com esta entidade anatomo-patoldgica (Alzheimer,
1911; Gans, 1922; Onari e Spatz, 1926; Schneider, 1927; Kertesz, 1996).

Nos anos 80 e 90, diversos grupos comecaram a reconhecer a existéncia de varios
doentes com caracteristicas clinicas compativeis com as de doentes de Pick que, no
entanto, ndo apresentavam nem a atrofia lobar, nem as alteragcdes celulares
caracteristicas. Foi nesta época que foram propostos os primeiros critérios clinicos para a
DFT, pelos grupos de Manchester e Lund (The Lund and Manchester Groups, 1994). A
aceitacdo progressiva da DFT como uma forma de deméncia com uma efetiva
heterogeneidade patolégica e genética, deu origem ao aparecimento de multiplas
entidades com segregacdo discutivel (Santana e Cunha, 2005). Deste modo, a doenca

comecou a ser designada de varias formas, muitas vezes apenas com base na sua
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apresentacdo clinica. Estas designag¢des incluiam deméncia frontal, deméncia frontal e
doenca do neurdnio motor, afasia progressiva ou deméncia semantica. Por outro lado,
algumas surgiram da relacdo com o substrato patoldgico ou pelas suas caracteristicas
genéticas (Santana e Cunha, 2005).

Ao longo do tempo, foram surgindo mais tentativas de uniformizacao dos critérios
clinicos, patoldgicos e histolégicos, no sentido de acompanhar a expansdo de
conhecimentos nesta area. Em 2001, McKhann et al. publicaram uma atualizacdo dos
critérios para o diagndstico clinico e patoldgico da DFT, resultante de um encontro com o
objetivo de permitir aos clinicos o reconhecimento adequado da doenca. De acordo com
estas normas, a DFT incluia um grupo de deméncias degenerativas primarias, que
apresentasse predominantemente sintomas lobares frontais e/ou lobares temporais. Este
grupo de desordens abrangia assim a doenca de Pick, degeneracdo lobar frontotemporal,
degeneracdo lobar frontotemporal com doenca neuronal motora, degeneracao
corticobasal e paralisia supranuclear progressiva (McKhann et al., 2001; Santana e Cunha,
2005)

A alteracdo mais recente deu-se em 2009, sendo a utilizada até ao presente. No
entanto, torna-se ainda comum o uso de terminologias anteriores e dificil estabelecer

uniformidade das mesmas a varios niveis.

1.2.1. Classificacdao da DFT

A DFT é genetica e patologicamente heterogénea, sem uma relagdo clara entre o
fenétipo clinico e a patogénese subjacente (Rohrer, 2011).

Atualmente, e de acordo com o ultimo consenso, em 2009, a doencga apresenta uma
classificacdo distinta sob o ponto de vista clinico e sob o ponto de vista patoldgico. As
sindromes clinicas estdo, no geral, relacionadas com algum tipo de patologia. Nesta
terminologia sdo também enquadrados dados genéticos da doenca (McKenzie et al.,
2009).

Foram encontradas mutacdes em seis genes codificantes de diferentes proteinas
associadas a DFT genética: progranulin (GRN), microtubule associated protein tau (MAPT),

vasolin-containing protein (VCP), transactive response DNA-binding protein (TARDP),
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fused-in-sarcoma (FUS) e charged multivesicular body protein 2B (CHMP2B) (Rohrer,
2011).

O espectro clinico da DFT inclui sindromes distintas, designadamente a variante
comportamental da DFT e as variantes relacionadas com a linguagem - a afasia nao
fluente progressiva e a deméncia semantica (denominadas frequentemente, no conjunto
das duas, por afasia progressiva primdria - APP). Hd também uma sobreposicao da DFT
com a sindrome corticobasal e paralisia supranuclear progressiva e ainda com a doenca
neuronal motora ou sindromes parkinsénicas. A nivel patolégico, a doenga denomina-se
por degenerescéncia lobar frontotemporal (DLFT). A DLFT divide-se em dois tipos de
patologia: a patologia tau-positiva (DLFT-tau) e a patologia tau-negativa, ubiquitina-
positiva (DLFT-U). A primeira engloba casos de degenerescéncia corticobasal, paralisia
supranuclear progressiva ou patologia associada a mutacdes no gene MAPT. Por sua vez,
a DLFT-U subdivide-se em trés grupos: patologia TDP-43-positiva (DLFT-TDP), patologia
FUS-positiva (DLFT-FUS) e uma minoria de casos correspondente a uma patologia TDP-43
e FUS-negativa, designada de DLFT-UPS. Estes trés grupos patoldgicos apresentam ainda
varios subtipos (Gorno-Tempini, 2004A; Cairns et al., 2007; Mackenzie et al., 2010). Esta

terminologia da doenca encontra-se resumida na Figura 2.

DFT com doenca do neuronio motor

' ) - Afasia n3 Ao . isi
(S) Variante :Ia:'eantzo Deméncia Sindrome Parahs:la
., comportamental i semantica corticobasal et
@ progressiva progressiva

¢
) VCDFT ANFP DS scB PSP

Deméncia Frontotemporal (DFT)
Degenerescéncia Lobar Frontotemporal (DLFT)

0o}

c (é tau - positiva tau — negativa, ubiquitina - positiva
G
© 4R 4R/3R 3R DLFT-TDP  DLFT-FUS  DLFT-UPS
C) “5CB *Subtipos A,

({_,] s *Mutagdes  «poenca de B,CeD Mutagdes Mutagtes
(_7_5 S no gene Pick *Mutacoes FUS CHMP28
2 il MAPT GRN, TARDP

(=) e VCP

Figura 2 - Terminologia da DFT (adaptado de Rohrer, 2011).
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Nunca é demais mencionar que esta area esta em constante desenvolvimento, pelo é
natural que a classificacdo se va alterando de acordo com esse avanco. Nesse sentido,
acrescenta-se que, ainda mais recentemente, diversos autores classificam a DLFT de
forma distinta da apresentada anteriormente. Efetivamente, a terminologia DLFT-U
surgiu pelo facto de a maioria dos casos revelar imunoreatividade a ubiquitina. Porém,
em 2006, verificou-se que na vasta maioria dos cérebros destes doentes a proteina
ubiquitinada seria a TDP-43, o que, mais uma vez, levou a uma nova visdao sobre a DFT
(Neuman et al., 2006). Consequentemente, a classificacdo da patologia foi reorganizada e,
mais recentemente, grande parte dos autores ndo recorrem aos termos “DLFT-tau” e
“DLFT-U”, usando diretamente os termos DLFT-tau (na presenca inclusdes tau), DLFT-TDP
(com inclusGes positivas para a ubiquitina e TDP-43) e DLFT-FUS (presenca de inclusdes
positivas para a ubiquitina e FUS). Por ser a mais recente e atualizada, esta sera a

terminologia usada neste estudo.

1.2.2.Epidemiologia da DFT

De acordo com estudos clinicos, a doenca ocorre mais frequentemente no periodo
pré-senil, entre os 45-60 anos (Sjogren e Wallin, 2001). Estudos mais recentes relatam
gue a idade média de inicio da doenca se encontra entre os 50-60 anos de idade, em que
cerca de 10% dos doentes desenvolver a doenca apds os 70 anos. O periodo de duracao
da doenca pode ser bastante varidvel, de 2 a 20 anos, de acordo com a patologia
envolvida (Hodges et al., 2003; Seelar et al., 2008). A DFT afeta igualmente ambos os
géneros, sendo de carater hereditario em 30-50% dos casos (Sjogren e Andersen, 2006).

A prevaléncia exata da DFT continua ainda por conhecer. Uma vez que ainda nao
foram realizados muitos estudos neste sentido, os dados atuais resultam de estimativas.
Os dados que revelam maiores prevaléncias provém de dois estudos da Inglaterra e de
Itdlia, com uma prevaléncia da doenca a rondar os 15-22 casos por cada 100.000
habitantes, entre os 45-64 anos (Ratnavalli et al., 2002; Harvey et al., 2003; Borroni et al.,
2010). Por sua vez, um estudo efetuado na Holanda mostrou uma prevaléncia bastante
inferior, de 9,4 casos em cada 100.000 habitantes (Rosso et al., 2003). No entanto, é de

realcar que estes dados dizem respeito a uma faixa etdria superior, entre os 60-69 anos
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de idade. A prevaléncia para idades mais avancadas parece ser inferior, tendo sido
estimada num estudo sueco estimou uma prevaléncia de 3,1 casos por 100.000
habitantes, numa populacdo de 85 anos de idade (Gislason et al., 2003). No intervalo
aproximado de idades em que a DFT é mais frequente, dois estudos apontaram
resultados bastante semelhantes: 3,5 e 4,1 casos por 100.000 habitantes, entre os 45-64
anos (Knopman et al., 2004; Mercy et al., 2008).

Em Portugal, ndo se sabe ao certo a prevaléncia deste tipo de deméncia, tendo
Guimarades et al. (2006) referido a possibilidade de estar subdiagnosticada. De acordo
com este estudo, 7% de todas as deméncias diagnosticadas eram relativas s doentes com
DFT, correspondendo esta percentagem a 20 doentes. Este grupo de doentes era
composto por 11 mulheres e 9 homens, com idades compreendidas entre os 46-78 anos,
(média de 59 + 9 anos). Os sintomas comecaram a ser notados pelas familias cerca de
3,0+1,0 anos antes, equivalendo a um inicio médio da doenca de 5749 anos de idade

(Guimarades et al., 2006).

1.2.3.Caracterizagao da DFT

A DFT apresenta uma apresentagdo clinica heterogénea. A variante comportamental,
deméncia semantica e afasia ndo fluente progressiva partilham de um inicio da doenca
insidioso, com um declinio progressivo, mas variavel. Cada sindrome clinica encontra-se
associada a um comprometimento cerebral topogréfico distinto. Assim, enquanto a
variante comportamental se associa a uma disfuncdo no lobo frontal direito e na porc¢ao
do lobo temporal anterior, a afasia ndo fluente progressiva associa-se a uma disfuncdo do
lobo frontotemporal esquerdo e a deméncia semantica a um défice da porg¢do do lobo
temporal anterior (Seelaar et al., 2011). A variante comportamental é o subtipo mais
comum, contribuindo para cerca de metade dos casos de DFT (Johnson et al.,, 2005;
Seelaar et al.,, 2008). Todos os subtipos podem ser acompanhados por doenca do
neurénio motor (DFT-DNM), sendo mais comum na variante comportamental,
ocasionalmente na afasia ndo fluente progressiva (ANFP) e, raramente, na deméncia
semantica (DS) (Seelaar et al., 2011). De modo semelhante, a esclerose lateral amiotrdfica

(ELA) também pode ocorrer juntamente com qualquer uma das variantes clinicas (DFT-
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ELA), mais frequentemente na variante comportamental da DFT (vcDFT) (Lomen-Hoerth,

2004).

1.2.3.1. Apresentacdes clinicas da DFT

1.2.3.1.1. Variante comportamental da DFT (vcDFT)

A vcDFT inclui mais de metade dos casos de DFT, sendo a forma com maior indice de
hereditariedade. Geralmente, estes doentes apresentam alteracdes progressivas da
personalidade, conduta interpessoal e modulagdo emocional e, frequentemente,
comprometimento a nivel da linguagem (Neary et al., 1988; Piguet et al., 2011). Uma
caracteristica comum é existir apatia, que se manifesta na passividade, motivacdo e vida
social diminuidas, podendo também ser acompanhada de desinibicdo e comportamento
impulsivo. No que toca ao quotidiano, é usual os doentes possuirem um comportamento
alimentar anormal, descuido nos cuidados pessoais ou serem incapazes de gerir as suas
finangcas. Podem-se observar ainda comportamentos estereotipados, visiveis em gestos
como o bater do pé (Seelaar et al., 2011).

Estudos que analisaram casos de doentes de meia-idade com esta sindrome,
mostraram envolvimento, em particular, das areas frontal e paralimbica (Figura 3A). A
medida que a gravidade da doenc¢a aumenta, nota-se uma atrofia mais difusa em areas
semelhantes, atingindo areas mais laterais (Schroeter et al., 2008; Seeley et al., 2008).
Contudo, ainda nado esta claro se este padrdao é uma caracteristica da vcDFT independente
da patologia subjacente (heterogénea), ou se patologias diferentes tém padrdes distintos

de atrofia (Seelaar et al., 2011).

Figura 3 - Imagens de estudos imagioldgicos de casos de DFT. (A) — Atrofia frontal num paciente com vcDFT; (B) -
Atrofia do lobo temporal esquerdo num paciente de DS; (C) — Atrofias da por¢do inferior do lobo frontal e da
porgao superior do lobo temporal num paciente com ANFP; (D) — doente com atrofia predominante domlobo
temporal direito (Seelaar et al., 2012).
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1.2.3.1.2. Deméncia Semantica (DS)

A deméncia semantica é uma afasia fluente progressiva, caracterizada pela perda de
conhecimento do significado das palavras (Hodges e Patterson, 2007). Esta sindrome é
descrita pela dificuldade em encontrar palavras, com uma diminui¢do do vocabuldrio do
doente. No entanto, o seu discurso permanece fluente e a sintaxe também é correta.
Muitas vezes, conjuntamente com estas dificuldades, ha uma incapacidade em
reconhecer pessoas, especialmente se o lobo temporal direito se encontrar afetado
(Figura 3B). Destaca-se igualmente o comportamento compulsivo, que se reflete no facto
de o doente se centrar em objetos (predominéancia de lobo temporal esquerdo afetado)
ou letras, palavras e simbolos (predomindncia de lobo temporal direito afetado)
(Mummery et al., 1999; Goedert et al., 2012).

A DS é a sindrome com menor indice de hereditariedade na DFT, e parece ser aquela
com o ritmo de progressdao mais lento. Partilha, com a vcDFT, uma idade de inicio mais
precoce (Johnson et al., 2005; Roberson et al., 2005). Por vezes, estes doentes podem vir
a desenvolver alteracbes comportamentais semelhantes as observadas na vcDFT, o que

usualmente ocorre em estadios mais avancados da doenca (Hodges e Patterson, 2007).

1.2.3.1.3. Afasia ndo fluente progressiva (ANFP)

A ANFP estd relacionada com disfung¢des associadas a linguagem expressiva. De facto,
estes doentes comecam a perder a capacidade de falar fluentemente, preservando,
relativamente, a compreensdo das palavras (Grossman et al., 1996). Inicialmente,
costumam falar menos que o comum e usar frases mais curtas. Ha dificuldade em
encontrar as palavras ao longo do seu discurso. Nesta sindrome, também podem surgir
caracteristicas similares a vcDFT, mas sdao mais ligeiras, sendo a apatia a mais comum
(Gorno-Tempini et al., 2004B). No que diz respeito ao indice de hereditariedade, é inferior
ao da vcDFT e superior ao da DS. H4 uma grande heterogeneidade clinica na ANFP. As
areas-chave que parecem estar afetadas sdo a porcdo anterior do lobo frontal esquerdo,
as regides insulares e o cortex pré-motor (Figura 3C) (Nestor et al., 2003; Gorno-Tempini

etal., 2004A).
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1.2.3.1.4. Sindrome corticobasal (SCB)

Esta variante caracteriza-se por sintomas extrapiramidais, consistindo em rigidez
assimétrica progressiva e distonia e por sinais de disfunc¢do cortical. Estes refletem-se na
forma de apraxia, perda de sensibilidade cortical, mioclonia e heminegligéncia. Os
doentes com SCB podem também possuir afasia ou ainda caracteristicas
comportamentais tipicas da vcDFT. Esta sindrome tem sido associada a atrofias

frontoparietal assimétrica e insular (Boxer et al., 2006; Seeley et al., 2009).

1.2.3.1.5. Paralisia supranuclear progressiva (PSP)

A apresentacado clinica desta sindrome inclui oftalmoplegia supranuclear vertical, com
dificuldades em olhar para cima, bradicinesia, distonia axial e rigidez, paralisia
pseudobulbar e instabilidade postural. Cerca de mais de metade dos casos desenvolvem
disfuncao cognitiva. A apatia, lentiddo mental e fluéncia verbal reduzida sdo comuns. A
PSP possui uma hereditariedade baixa. Estudos imagioldgicos mostraram atrofia nas areas

motoras suplementares (Litvan et al., 1996; Whitwell et al., 2010A).

1.2.3.1.6. Doenca do neurénio motor (DNM)

A DNM encontra-se associada a disfuncdo cognitiva, observando-se que, em
aproximadamente 30% dos casos, ha envolvimento do lobo frontal médio - cerca de 3%
dos casos de DFT (Shaw, 2010). Um dos primeiros sinais que pode surgir é uma fase
psicdtica, na qual o doente tem ilusdes bastante evidentes (Vance et al., 2006). A atrofia
muscular, fragilidade e fasciculagGes afetam muitas vezes as extremidades superiores e a
lingua. A doencga progride rapidamente, sendo que a sobrevivéncia ronda os trés anos
(Seelaar et al., 2011). De forma idéntica a algumas das sindromes ja descritas, podem
existir sintomas relacionados com a variante comportamental da DFT (Lomen Hoerth et

al., 2002).

1.2.3.2. Histopatologia da DFT
Normalmente, as sindromes clinicas da DFT encontram-se associadas a uma das
patologias da DLFT, que se classificam de acordo com a deposi¢cdo de proteinas anormais

especificas. Tal como toda a organizacdo e conhecimento acerca esta doenca foi
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evoluindo, também a informacgao patolégica foi crescendo e sofrendo atualizagdes. No
presente, a DLFT estd subclassificada em DLFT-tau, DLFT-TDP e DLFT-FUS (Mackenzie et
al., 2010; Whitwell e Josephs, 2012). Cada uma destas categorias patoldgicas possui um
numero de diferentes diagndsticos patolégicos ou variantes, distinguidos com base na
distribuicdo e aparéncia morfoldgica das inclusGes proteicas e nas caracteristicas
histoldgicas especificas dessas patologias. Apenas um pequeno numero de casos raros de
DLFT permanecem sem classificacdo, aos quais é atribuida a classificacdo DLFT-outras

(Josephs et al., 2011).

1.2.3.2.1. DLFT-tau

A aglomeracdo de agregados proteicos € uma marca prépria de diversas doengas
neurodegenerativas, caracterizadas por disfuncdo neuronal e morte celular. As inclusdes
de proteina tau sdo caracteristicas da doenca de Pick, PSP, degenerescéncia corticobasal -
DCB (pertencente ao espectro da SCB), tauopatias esporadica multisistémica (MSTD) e
doenca por graos argirofilicos (DGA), englobando ainda doentes com DLFT familiar, nos
guais a deposicao da proteina tau esta relacionada com muta¢ées no gene MAPT (Hutton
et al., 1998; Goedert e Spillantini, 2006). Assim, as sindromes que surgem associadas a
deposicdo de tau anormal, da-se a denominacgao de “tauopatias”.

A deposicdo ou agregacdao de tau anormal foi o primeiro tipo de observacdo
patoldgica a ser descrita. A funcao desta proteina reside na sua ligacdo e estabilizacdo dos
microtubulos, envolvidos na manuten¢dao da forma neuronal, na formagado dos processos
axonais e dendriticos e no transporte de carga nos neurdnios. O trafego neuronal é crucial
para a funcdo sindptica. Os microtubulos intervém no transporte de mitocOndrias,
componentes de vesiculas sindpticas, subunidades de canais iénicos, recetores e
proteinas scaffold. Uma vez que as sinapses sao altamente vulnerdveis a anomalias no
trafego neuronal, perturbacdes a este nivel podem causar comprometimento no processo
de neurotransmissdo e, consequentemente, conduzir a degenerescéncia sinaptica
(Brunden et al., 2009).

A proteina tau é codificada pelo gene MAPT, localizado no cromossoma 17 (Neve et
al., 1986). No cérebro humano adulto, o splicing alternativo do mRNA dos exdes 2, 3 e 10
geram seis isoformas da tau. Estas diferem na presenca ou auséncia de uma ou duas

insercdes acidicas no terminal-N e se possuem trés ou quatro repeticées de um motivo
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conservado de tubulina, no terminal-C (Lee et al., 1989). Esta zona de repeticdo liga-se
aos microtubulos e promove a sua montagem, em que a isoforma com quatro repeti¢des
(4R-tau) se liga com uma afinidade superior aos microtubulos, comparativamente a
isoforma com trés repeti¢cdes (3R-tau) (Lu e Kosik, 2001). Mutagdes a nivel do gene que
codifica a proteina tau estdo na base da alteracdo da proporcdo das suas isoformas,
comprometimento da ligacdo aos microtibulos e aumento da agregacdo da tau em
filamentos (Hasegawa et al., 1998; Goedert et al., 1999).

Os agregados de tau podem explicar a neurodegenerescéncia de diversas formas e
varios estudos ja o comprovaram. Efetivamente, estes aglomerados podem atuar como
barreiras fisicas no citoplasma, destabilizando as func¢des celulares normais (Lin et al.,
2003). Até ao momento, também se observou que os aglomerados podem causar
neurotoxicidade, pela reducdo da fungdo normal da proteina (Cash et al, 2003). Tendo em
conta as suas fungdes, 0s processos neuronais normais estarao em causa, podendo assim
levar a degenerescéncia dos neurdnios. Além do mais, estudos mostraram que a proteina
pode intervir no transporte neuronal ao longo dos microtubulos através da inibicdo das

proteinas motoras associadas (Lapointe et al., 2009).

1.2.3.2.2. DLFT-TDP

Esta é a variante patoldgica mais comum da DLFT (Josephs et al., 2004; Lipton et al.,
2004). Neste caso, hd uma patologia tau-negativa, em que a proteina prevalente é a TAR
DNA-binding protein - TDP-43. A DLFT-TDP encontra-se dividida em quatro subtipos, cada
um associado a um fendtipo clinico diferente. A TDP-43 é uma proteina expressa de
forma ubiqua, com um papel importante na regulacdo do RNA, exercendo essa funcdo de
diversas formas. Estudos recentes revelaram que esta proteina se liga a grande parte do
transcriptoma, preferencialmente a intrdes, regides 3’ de mRNAs ndo traduzidas (UTRs) e
RNAs ndo codificantes (Polymenidou et al., 2011; Tollervey et al., 2011). A localizacdo da
TDP-43 em granulos de RNA envolvidos nos processos neuronais sugere que esta
envolvida no trafego de RNA (Elvira et al., 2006; Wang et al., 2008). Para além disso,
também interage com a proteina FUS, outra DNA/RNA binding protein implicada na DLFT
(Freibaum et al., 2010; Ling et al., 2010). Relativamente aos processos que a ligam a
neurodegenerescéncia, ainda ndo sdo claros e pensa-se que existam varios mecanismos

envolvendo esta proteina. A esse nivel, foi proposta a possibilidade das vias de

Martins C, 2012 13



Investigacdo dos genes MT-CO na Deméncia Frontotemporal

neurodegenerescéncia estarem ligadas quer a um ganho ou perda de fun¢do da proteina
(Ayala et al., 2011; Polymenidou et al., 2011).

A DLFT-TDP tipo 1 é o subtipo mais comum de entre os quatro, encontrando-se
ligado a uma variedade de apresentagdes clinicas, o que torna o diagndstico desta
condicdo bastante complexo. Através de estudos imagiolégicos, foram identificados
padroes generalizados de atrofia da matéria cinzenta nos lobos frontal, temporal e
parietal. Também foi observada atrofia assimétrica em varios doentes. O facto dos
doentes deste subtipo apresentarem atrofia generalizada e assimétrica, pode explicar a
razdo pela qual os doentes com esta patologia apresentam diagndsticos clinicos tao
variados (Rohrer et al., 2010; Whitwell et al., 2010B). O subtipo 1 correlaciona-se com
mutacles do gene GRN e com o recentemente descoberto C90RF72 (Whitwell et al.,
2010b; Dejesus-Hernandez et al., 2011). Em relacdo ao tipo 2, ha uma relacdo mais clara
com a clinica, pois a maioria dos casos apresenta deméncia semantica e quase todos os
doentes com DS evidenciam patologia DLFT-TDP do tipo 2. Consistentemente, a atrofia
mais grave nos doentes deste subtipo é observada nos lobos temporais anteriores. Ja no
gue respeita ao tipo 3, hd uma ligacdo com a DNM. Tal como para o tipo 2, também ha
uma correlagdo clinicopatoldgica relativamente evidente, em que a maioria dos doentes
com esta forma de DLFT é diagnosticada com vcDFT ou DFT com DNM (Mackenzie et al.,
2006; Josephs et al., 2009; Josephs et al., 2011). Os padrdes frontal e médio de perda de
substancia cinzenta observados em doentes do tipo 3 estdo de acordo com os padrdes

previamente observados em doentes com DLFT-DNM (Whitwell et al., 2006).

1.2.3.2.3. DLFT-FUS

Os casos de DLFT-FUS sdo os mais raros, das “proteinopatias” relacionadas com a
doenga, representando 1-6% dos casos de DLFT (Seelaar et al., 2010). Estes doentes
exibem um fendtipo bastante caracteristico: os doentes sdo tipicamente jovens e com
vcDFT, frequentemente com comportamentos estereotipados e obsessivo-compulsivos
(Urwin et al., 2010). Ao contrdrio das outras variantes patoldgicas da DLFT, a “assinatura”
caracteristica da DLFT-FUS parece ser a atrofia grave do nucleo caudado, especialmente
se comparando com os casos de DLFT-tau ou DLFT-TDP (Josephs et al., 2010). Apesar do
numero de estudos de doentes com esta patologia ser reduzido, os resultados mostraram

ser bastante consistentes. Isto pode ser particularmente relevante em doentes com a
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variante clinica comportamental que evidenciem atrofia do nucleo caudado e que sejam
jovens ou relativamente jovens, 25 a 45 anos (Urwin et al., 2010).

De forma similar a TDP-43, a FUS é uma DNA/RNA binding protein envolvida na
regulacdo transcricional e no splicing e transporte do mRNA. A FUS tem tendéncia para
formar agregados, tendo sido também propostos mecanismos de ganho ou perda de
funcdo toéxicos. Sun et al. (2011) propdem que as formas misfolded da proteina podem
causar toxicidade através da ligacdo e sequestro dos RNAs essenciais, ou talvez ao
interferir com o transporte normal, estabilidade ou metabolismo do RNA (Sun et al.,

2011).

1.2.3.2.4. DLFT-UPS/ DLFT-outras

A DLFT-TDP e a DLFT-FUS contribuem para a maioria dos casos com patologia
ubiquitina-positiva. No entanto, podem existir formas por descobrir, uma vez que,
raramente, surgem casos com inclusdes negativas quer para a TDP-43 quer para a FUS,
mas positiva para componentes do ubiquitin proteasome system (UPS), denominando-se
por FTLD-UPS (Holm et al., 2009). Sabe-se que incluem doentes com mutacdes no gene
CHMP2B (Rohrer et al., 2011). Porém, alguns autores optam por ndo utilizar esta
designacgao, recorrendo simplesmente ao termo “DLFT-outras” para se referirem a outros

casos que ndo os mencionados nos pontos anteriores.

1.2.3.3. Genética da DFT

Embora uma parte consideravel dos casos de deméncia frontotemporal sejam
esporadicos, ao contrario de outras deméncias, a DFT tem uma componente familiar
bastante forte. De facto, cerca de 40 a 50% dos casos sdo diagnosticados como familiares,
em que 10% mostram um padrao de hereditariedade autossémico dominante) (Seelaar et
al., 2008). As mutacbes mais comuns ocorrem nos genes MAPT, C9ORF72 e GRN
(Spillantini et al., 1998; Cruts et al., 2006; Delesus-Hernandez et al., 2011). Os restantes
genes nos quais foram encontradas mutac¢des sdo os genes TARDBP, FUS, VCP e CHMP2B
(Watts et al., 2004; Skibinski et al., 2005; Kovaks et al., 2009; Ticozzi et al., 2009). A DLFT
familiar € mais comum em doentes com vcDFT e DFT-ELA e menos observada em doentes

com DS (Rabinovici e Miller, 2010).
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1.2.3.3.1. Mutacgdes associadas ao gene MAPT

As mutacGes a nivel deste gene (localizado no cromossoma 17qg21) representam
cerca de 5% dos casos de DFT, podendo tratar-se de mutacdes sindnimas, delecdes ou
mutacgdes intronicas (Rademakers et al., 2004). Tendo em conta as fung¢des da proteina
tau, codificada por este gene, j3 mencionadas anteriormente, estas mutacdes podem
originar redug¢ao da afinidade da tau para os microtubulos, conduzindo a
comprometimento da sua formacdao, bem como da estabilidade e do transporte axonal.
Algumas mutagdes aumentam o nivel de proteina livre no citoplasma, promovendo a sua
agregacdo, ao passo que outras levam a fosforilacdo anormal da tau, prejudicando a
estabilizacdo dos microtubulos (Goedert e Jakes, 2005). Outras mutacGes afetam o
splicing alternativo, gerando assim proporcdes alteradas das diferentes isoformas da
proteina (Spillantini et al., 1998). As muta¢ées no gene MAPT sdo principalmente
encontradas em doentes com vcDFT, com um inicio médio aos 50 anos de idade (Villa et

al., 2011).

1.2.3.3.2. Mutacodes associadas ao gene C90ORF72

Apds alguns estudos, que evidenciaram uma ligacdo entre o cromossoma 9¢g21-22 e
familias com DLFT-DNM, em 2011, dois grupos identificaram o gene responsavel pela
doenca — a open reading frame 72 do cromossoma 9 (C90ORF72). Ambos relataram uma
expansdo de seis nucledtidos (GGGGCC) no C9ORF72 associada a um grande numero de
ELA familiar ou casos de DLFT-DNM com patologia TDP-43 (Dejesus-Hernandez et al.,
2011; Renton et al., 2011). A mutacao em causa leva a perda de um transcrito de splicing
alternativo, cuja funcdo é ainda desconhecida. Os alelos selvagens apresentam cerca de
23-30 repetigdes, enquanto os mutantes tém mais de 100. No estudo de Dejesus
Hernandez et al. (2011), os autores demonstraram que a mutag¢ao é uma das causas quer

da DFT, quer da ELA familiar.

1.2.3.3.3. Mutacgdes associadas ao gene GRN

O gene GRN, também localizado no cromossoma 1721, codifica para o growth
regulation factor progranulin, pertencente a uma familia de proteinas envolvidas em
diversas fung¢des bioldgicas, nomeadamente no desenvolvimento, cicatrizagao e

processos inflamatérios (He e Bateman, 2003). Cerca de 5-10% de todos os casos de DFT
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apresentam mutacdes neste gene. As mutacdes consistem geralmente em delegdes,
mutacdes nonsense e frameshift, que causam uma terminacdo prematura da proteina
(Van Swieten e Heutink, 2008). Podem estar relacionadas com qualquer uma das
variantes clinicas da doenca, apesar de serem mais frequentemente encontradas na
vcDFT e ANFP (Yu et al., 2010). Doentes com mutacdes no gene possuem inclusées TDP-
43 positivas, mostrando que uma reducdo nos niveis de progranulina causa acumulagdo

de TDP-43 (Mackenzie et al., 2006).
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1.3. A mitocondria: estrutura e fungao

As mitocondrias sdo organelos intracelulares de morfologia varidavel, com um
diametro transversal entre 0,1-0,5 um e comprimento varidvel. O nimero de
mitocondrias varia de acordo com o tecido, podendo ir de zero (caso dos eritrécitos) a 10
000 cépias por célula (Stryer, 1996). A origem destes organelos tem sido explicada com
base na “Teoria endossimbidtica” (Margulis, 1981; Gray, 1989), que sugere a convivéncia
ancestral, em simbiose, de uma proteobactéria (apds entrada por endocitose) com o que
poderia designar-se por célula primitiva, tendo surgido a partir dessa interacdo um Unico
organismo vivo, conhecido como a célula atual.

No que diz respeito a sua estrutura (Figura 4), consistem em duas membranas
separadas por um espa¢o intermembranar e uma matriz interna. A membrana

mitocondrial interna (MMI) forma estruturas
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mitocondria

ciclo de Krebs e na B-oxidagdo - metabolismo de (http://corporate.britannica.com/).

hidratos de carbono e lipidos, respetivamente (Margineantu et al., 2002).

Para além de fornecerem a maior parte da energia celular na forma de ATP, as
mitocondrias desempenham outras fungdes centrais na célula: formacgao e regulagdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), controlo do transporte de calcio citosélico e
regulacdo do processo de apoptose através do poro mitocondrial de transicdo de
permeabilidade (Wallace et al., 2010). A capacidade deste organelo gerar ATP através de
um sistema de fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) levou, entdo, a que este se tornasse a

principal fonte de energia celular, pelo que o funcionamento normal da célula eucariética

depende inteiramente do seu fornecimento (Lister et al., 2005).
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1.3.1.A Cadeia Respiratéria Mitocondrial (CRM)

A via bioquimica final do metabolismo aerdbio é a fosforilacdo oxidativa, que ocorre
na membrana mitocondrial interna através de uma estrutura de complexos, denominada
por cadeira respiratdria. Este processo depende de cinco complexos (I a V - complexo I:
NADH desidrogenase; complexo Il: succinato desidrogenase; complexo lll: coenzima Q -
citocromo ¢ redutase, QCCR; complexo IV: citocromo ¢ oxidase, COX; complexo V: ATP
sintetase, ATPase), tendo como resultado a condensacdo de fosfato inorganico (Pi) e
adenosina difosfato (ADP) para produzir ATP (Grazina, 2004; McFarland e Turnbull, 2009).

Tal como o termo sugere, o processo de OXPHOS pode ser dividido em duas reag¢des
distintas: uma via oxidativa chamada respiracao, que alimenta uma segunda via, a
fosforilagdo do ADP em ATP. A primeira etapa consiste numa série de passos nos quais
ocorre transferéncia de atomos de hidrogénio, provenientes de outas vias metabdlicas
tais como o ciclo de Krebs ou B-oxidacdo. Os eletrdoes dos hidrogénios sdo
sequencialmente transferidos por compostos transportadores de eletrdes (exemplo:
NADH) para a cadeia de complexos, caracterizados por um potencial redox crescente e
ligados entre si por intermedidrios — coenzima Q e citocromo c. Os hidrogénios sdao entao
aceites por um aceitador de eletrdes, o oxigénio molecular, que é convertido num
composto reduzido, a agua. Como tal, forma-se um potencial de protdes na MMI, que
armazena energia na forma de um gradiente quimico (protdes) e electroestatico (positivo
no exterior, negativo no interior). A energia recolhida deste gradiente eletroquimico pode
entdo ser usada para alimentar a segunda reacdo, a fosforilagdo, através da ATPase. A
atividade desta leva a condensacdo do ADP e Pi em ATP e 4gua. E importante referir que a
estequiometria entre as duas reacdes da OXPHOS é flexivel, variando de acordo com o
status energético e as necessidades energéticas da mitocondria e da célula (Spinazzola e
Zeviani, 2009).

Outros fendmenos biolégicos fundamentais que ocorrem na mitocéndria incluem o
armazenamento e libertacdo de certos ides (ca®, Mg2+ e Fe?"), biossintese de percursores
nucleotidicos (uridina) e producdo de ROS e regulacdo do seu nivel. As espécies reativas
de oxigénio podem causar danos a nivel proteico (causando a sua oxidacdo), nos lipidos e
no DNA. No entanto, as ROS também desempenham um papel fisiolégico marcante,

atuando como sinais que desencadeiam uma série de mecanismos homeostaticos
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adaptativos e vias metabdlicas, incluindo a préopria OXPHOS. Além do mais, existe uma
ligacdo complexa entre a eficiéncia da OXPHOS, o controlo do potencial eletroquimico
membranar e a producdo de ROS com a apoptose, uma via crucial a nivel das células e
tecidos e com papel preponderante em processos patoldgicos, como a

neurodegenerescéncia ou cancro (Spinazzola e Zeviani, 2009).

1.3.2.0 genoma mitocondrial

Em todos os eucariotas, a formacdo e atividade da CRM (Figura 5) estdo sob o
controlo de dois genomas distintos: o genoma nuclear (nDNA) e o genoma mitocondrial
(mtDNA). Em humanos, assim como em outros vertebrados, treze das cerca de oitenta e
cinco proteinas que compdem os cinco complexos da OXPHOS sdo codificados pelo
mtDNA (Spinazzola e Zeviani, 2009).

De facto, de entre os cinco complexos, apenas o complexo Il é codificado
exclusivamente pelo nDNA, sendo os restantes codificados pelos dois genomas
(McFarland e Turnbull, 2009). Assim, para o complexo | (MT-ND), que é constituido por 45
polipeptideos, o mtDNA codifica as subunidades ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 e ND6;
para o complexo Il (MT-CYB), formado por 11 polipeptideos, a subunidade cyt b; para o
complexo IV (MT-CO), constituido por 13 polipeptideos, as subunidades COI, COll e COlll;
e para o complexo V (MT-ATP), que tem 16 polipeptideos, as duas subunidades ATP6 e
ATP8 (Wallace et al., 2010; MITOMAP, 2011). Desta forma, o nDNA codifica 80% dos
restantes genes das proteinas da OXPHQOS. Para além do mais, o nDNA codifica todos os
genes das vias metabdlicas mitocondriais e todas as enzimas imprescindiveis a biogénese
mitocondrial, incluido a DNA polimerase gama (POLG), a RNA polimerase, fatores de
transcricdo mitocondriais e proteinas ribossomais da mitocéndria (Wallace et al., 2007;

Wallace et al., 2010).
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Figura 5 - Representacdo da cadeia respiratéria mitocondrial e dos seus complexos enzimaticos (adaptado de
DiMauro e Schon, 2008; Bellance et al., 2009).

O DNA mitocondrial foi descoberto em 1963, tendo sido posteriormente provada a
existéncia de multiplas cépias desta molécula na matriz mitocondrial. Existem entre 2 a
10 copias de mtDNA por mitocondria, o que resulta em cerca de 1000-100.000 cépias por
célula. Trata-se do Unico DNA extra cromossémico nas células humanas (Anderson et al.,
1981).

O genoma mitocondrial humano (Figura 6) apresenta-se como uma molécula circular
de dupla cadeia com 16568 pb, que codifica 13 subunidades polipeptidicas essenciais no
processo de OXPHOS. As cadeias diferem no seu conteddo em desoxirribonucledtidos de
guanina-citosina, mais elevado na cadeia pesada (HC) em relacdo a cadeia leve (LC). Para
além destas subunidades, codifica 2 RNAs ribossomais (rRNA) - 12S e 16S - e 2 RNAs de
transferéncia (tRNA), fundamentais na sintese dos 13 polipeptideos a nivel mitocondrial.

Este genoma foi sequenciado na sua totalidade pela primeira vez em 1981 (Anderson et
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al., 1981) e revisto em 1999 (Anderson et al., 1999), tendo sido encontradas algumas

alteracGes em relacdo a original (citado de Grazina, 2004).
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Figura 6 — O genoma mitocondrial humano (mtDNA). Os promotores das cadeias pesada e leve (HSP e LSP), a
origem de replicagdo da cadeia pesada (OH) e a origem da cadeia leve (OL) estdo reoresentados com seta. Os
genes correspondentes aos polipeptideos encontram-se representados a cores: a lilds o citocromo b; a azul as
subunidades da NADH desidrogenase (ND1-6); a cor de laranja as subunidades da citocromo c oxidase (COX1-
3); a amarelo as subinidades da ATPase (ATPase 6 e 8); a vermelho os rRNAs 12S e 16S. A preto a regido D-
LOOP (Bellance et al., 2009).

O mtDNA possui um cédigo genético préprio, distinto do nuclear, regulado por um
sistema semiautonomo, no qual a replicacdo e transcricio dependem de fatores de
origem nuclear, como a POLG. As sequéncias reguladoras essenciais localizam-se no D-
loop, uma regido ndo codificante, situada entre os nucleétidos nas posi¢des 16024-16576,
gue contém um fragmento da cadeia pesada em tripla cadeia, ligado de forma
complementar a cadeia leve (Smeitink et al., 2001; Grazina, 2004). No mtDNA dos
mamiferos, ao contrario do nDNA, ndo existem intrdes. Alguns genes chegam mesmo a
sobrepor-se e quase de pode afirmar que cada par de bases individuais esta ligado a um

gene. No que diz respeito a organizagdo dos genes neste genoma, existem algumas

caracteristicas que refletem as particularidades da expressao genética nas mitocondrias
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dos mamiferos. A maioria dos genes sdao expressos na mesma direcao e os genes tRNA
organizam-se na forma daquilo a que diversos autores designam por ponteado, isto &,
entre os genes codificadores de rRNA ou proteinas. Em grande parte dos casos ndo existe
separacdo entre os genes, sendo a ultima base de um determinado gene adjacente a
primeira base do gene que se segue. Em alguns casos, pode existir sobreposi¢cdo de, mais
frequentemente, uma base, de forma a que a Ultima base de um gene serve de primeira
base do seguinte (Grazina, 2004; Wallace et al., 2010).

E importante referir algumas particularidades que caracterizam o genoma

mitocondrial e o seu papel nas doencas.

1.3.3. Mutag¢des no mtDNA

A primeira mutagdo patogénica a nivel do mtDNA foi descrita em 1988 e desde entao
ja foram descritas mais de 300 mutagdes (Brandon et al., 2005), que incluem mutacgées
pontuais, ou rearranjos (delecdes ou duplicacbes) ou deplecdo, resultando num efeito
bioquimico que podera afetar a sintese proteica normal (se a sequéncia de tRNA ou rRNA
¢ alterada) ou o funcionamento normal da cadeia respiratéria (se um dos genes
codificantes de alguma subunidade das enzimas da cadeia for afetado) (Turnbull et al.,
2010).

Efetivamente, o mtDNA apresenta uma elevada taxa de mutagdes relativamente ao
nDNA, cerca de 10 a 20 vezes superior. Tal pode estar relacionado com diversas causas,
nomeadamente com o facto de o mtDNA se encontrar bastante proximo da MMI, onde se
localiza a CRM e portanto, existir uma grande proximidade com a producdo de ROS. Além
do mais, o mtDNA ndo se encontra protegido com histonas e os seus mecanismos de
reparacao sao pouco eficientes. A acrescer a estas razbes, ha o facto de o mtDNA ser
codificante quase na sua totalidade, pelo que a probabilidade de uma alteracdo ser mais

lesiva é muito superior (Grazina, 2004; Wallace et al., 2010).
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1.3.4. Hereditariedade materna

Durante o processo de fertilizacdo, todo o mtDNA deriva do ovécito, uma vez que,
apesar de algumas mitocondrias do espermatozoide penetrarem no évulo, sao
posteriormente destruidas, resultando assim numa forma de transmissdo uniparental.
Deste modo, uma mae portadora de uma mutacdo pontual ird transmiti-la a toda a
descendéncia (masculina e feminina), mas apenas as filhas a irdo transmitir aos seus
descendentes (Sutovsky et al., 1999; DiMauro e Schon, 2008). Apenas foi relatado um
Unico caso em se observou heranca paterna de mtDNA, mas ndo foram identificados mais

casos posteriormente.

1.3.5. Segregacao mitotica, homoplasmia e heteroplasmia

Quando ha divisdo celular, ocorre segregacdo mitdtica e da-se uma distribuicao
aleatéria das copias de mtDNA nas células. Numa situagdo normal, todas as cdpias
presentes na célula sdo idénticas, com uma sequéncia de mtDNA wild-type, situacdo
designada entdo por “homoplasmia normal”. Pelo contrdrio, na presenca de cépias
mutadas, tendo em conta que a distribuicdo das cdpias é aleatdria, podem originar-se
diversas situacdes (Figura 7). As células filhas tanto podem apenas conter cépias normais
de mtDNA (homoplasmia normal), como podem conter as duas populacdes de mtDNA,
normal e mutante, situacdo denominada por heteroplasmia. Esta ultima pode existir em
varios graus, dependendo da propor¢cdo de cdpias normais/mutantes. Uma terceira
situacdo a considerar é o caso de a célula apenas conter cdpias mutantes do genoma
mitocondrial — homoplasmia mutante. A maioria das mutac¢des patogénicas é considerada
heteroplasmica, afetando apenas uma propor¢do do mtDNA celular (Pulkes e Hanna,

2001; Turnbull et al., 2010).
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Figura 7 - Distribuicao aleatdria de mitocondrias normais e mutantes; Homoplasmia
normal e mutante e diferentes graus de heteroplasmia (adaptado de White, 2001).

1.3.6. Efeito limiar

Apesar dos erros que podem ocorrer nos processos de replicacdo e repara¢ao do
NDNA, pensa-se que as mutagdes sejam bastante mais frequentes em certos ambientes.
Grande parte destas mutacOes ndo tem consequéncia, mas, ocasionalmente, dai resulta
um mtDNA mutante replicativo. Porém, dado que existem multiplas copias de mtDNA em
cada mitocondria, tal ndo ird necessariamente, nem frequentemente, causar uma
patologia. De facto, considera-se que existe um limiar de cépias mutadas a partir do qual
surge um fendtipo associado as alteracées no mtDNA, que se denomina limiar critico.
Varios autores referem que o limite a partir do qual se pode associar a mutacdo a
disfungdo mitocondrial num 6rgdo ou tecido particular e doenca mitocondrial, é a partir
de 70% de mtDNA mutado (Figura 8), mas este numero pode variara (DiMauro e Schon,
2008; McFarland e Turnbull, 2009).

Este efeito torna-se bastante complexo, uma vez que envolve uma variedade de
fatores a ter em conta. Em primeiro lugar, deve ter-se atencdo ao facto da distribuicdo do
mtDNA nas células e tecidos ocorrer ao acaso, o que ird tornar imprevisivel o grau de
transmissdo para a geracao seguinte. Como consequéncia, a percentagem de mtDNA
mutado podera variar de tecido para tecido e até mesmo ao longo da vida.
Seguidamente, a expressdo das alteracdes do mtDNA depende do tipo de mutagdo em

causa e da funcdo que poderd comprometer, assim como do grau de heteroplasmia desta
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mutacdo e do tecido em causa, pois ha tecidos com maior necessidade energética e,

portanto, serdo mais afetados (McFarland e Turnbull, 2009).
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Figura 8 — Representagdo grafica do efeito limiar (adaptado de
McFarland e Turnbull, 2009).

1.4. Disfun¢dao mitocondrial e neurodegenerescéncia

Varias doencas hereditdrias sdo causadas por mutacdes no mtDNA e os tipos
celulares mais afetados nestas doencgas sdo aqueles com maior necessidade energética,
tal como o musculo e neurdnios (Wallace, 2005). No entanto, as doencas
neurodegenerativas mais comuns nao s3ao causadas diretamente por mutagdes
mitocondriais, envolvendo, geralmente, interacdo mitocondrial com varidveis genéticas
nucleares e ambientais (Mattson et al., 2008).

Por um lado, existem as mutagdes primarias no genoma mitocondrial, que estdo
associadas a alguns tipos de doencas, como é o caso da mutacdo mais comum para a
sindrome de MELAS (m.3243A>G) e da mutacdo m.8344A>G para a sindrome de MERRF.
Outro caso a destacar é o da LHON, que tem associadas uma série de mutagdes comuns e
gue afetam primariamente o nervo 6tico. Para além de substituicGes e delecdes, existem
também doencas mitocondriais nas quais se verifica um conteudo reduzido de moléculas
de mtDNA - deplecdo. Estes casos, ao contrario dos anteriores, ndo se destacam pelas

mutagles detetadas, mas pela redu¢ao do nimero de cépias de mtDNA (Spinazzola e
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Zeviani, 2009). A acrescer a estes defeitos, que podem causar doengas mitocondriais,
deve-se ainda considerar as alteracdes no nDNA, que codifica cerca de 1500 proteinas
marcadas para a mitocondria (Calvo et al., 2006).

Por outro lado, a neurodegenerescéncia e os processos que a ligam a mitocondria,
envolvem diversos tipos de mecanismos. Tém sido propostas varias hipoteses para
explicar como a mitocondria pode ter influéncia nas diversas doencas
neurodegenerativas. No que diz respeito a mutacdes no mtDNA, a funcdo comprometida
da CRM continua a ser um defeito bioquimico bastante comum nestas doencas. Apesar
disso, cada vez mais tém sido publicados estudos com evidéncias de que o metabolismo
do cdlcio e da producdo ROS alterados e a morte celular induzida pela apoptose,
conduzem a disfuncdo e degenerescéncia neuronal (Turnbull et al., 2010). De facto, os
neurdnios dependem da fungdo mitocondrial e fornecimento de oxigénio, uma vez que o
ATP é produzido pela OXPHOS, sendo necessarios niveis bastante elevados de ATP para
manter as fungdes neuronais normais: manter o transporte axonal de macromoléculas e
organelos (como a mitocondria), manter gradientes idnicos e o potencial membranar,
transportar as vesiculas sindpticas contendo o0s neurotransmissores e libertar
neurotransmissores na fenda sinaptica (Rugarli e Langer, 2012). Assim, qualquer anomalia
a nivel mitocondrial poderd ter como consequéncia um comprometimento destes
processos.

As mitocondrias sdo o local de producdo de ATP, estando expostas a altas
concentragdes de ROS, que podem induzir alteracdes proteicas, oxidacado lipidica e danos
no mtDNA (Murphy et al., 2011). A acumulacdo de muta¢ées no mtDNA ocorre no
envelhecimento normal, levando a danos oxidativos, causando falha energética e
aumentando a producdo de ROS, na forma de um ciclo vicioso (Figura 9). O cérebro é
especialmente vulnerdvel ao dano oxidativo, devido ao seu alto conteudo em 4cidos
gordos insaturados facilmente oxidaveis, consumo de oxigénio elevado e relativa escassez
de enzimas antioxidantes, quando comparado com outros 6érgdos (Nunomura et al.,
2006). Além disso, as mitocOndrias estdo estreitamente ligadas ao reticulo
endoplasmatico e desempenham um papel essencial na homeostase intracelular do célcio
(Csordas et al., 2010). Efetivamente, o uptake e libertacdo mitocondrial de calcio regulam
diversos processos, designadamente a producdo de ATP, em que um excesso de cdlcio

pode conduzir a apoptose e morte celular (Giorgi et al., 2008). A mitocondria apresenta

Martins C, 2012 27



Investigacdo dos genes MT-CO na Deméncia Frontotemporal

capacidade de captar uma grande quantidade de calcio do citosol rapidamente, devido a
um elevado gradiente eletroquimico através da MMI. O célcio é libertado lentamente
para o espaco extracelular via Ca’'/ATPase. Quando na presenca de disfuncao
mitocondrial, esta pode ocorrer devido a um decréscimo do gradiente eletroquimico ou

comprometimento das ATPases envolvidas no transporte deste ido (Turnbull et al., 2010).

Danos
: — no mtDNA
N ) *)-
4 (o)
5 Producao
e & \-/ . ‘ ATP
D e -
e T\

f;':g*q- ’ :' '
Alteracoes ~— x,b ’\h

na cadeia
respiratoria Danos proteinas
mitocondriais/sintese proteica

Figura 9 — Relagdo entre a producdo de ROS e as alteragGes na
mitocéndria como alvo (adaptado de http://www.leica-
microsystems.com/).

E imporante destacar ainda a relevancia da mobilidade mitocondrial, ao nivel dos
neurdnios. As mitocondrias deslocam-se ao longo dos microtubulos, movidas por
proteinas motoras, as cinesinas (sentido axonal anterdgrado) e as dineinas (sentido
axonal retrégrado), que necessitam de ATP para exercer a sua funcdo (Fichera et al.,
2004). Estes organelos sdo produzidos no corpo celular, transportados ao longo do
neurdnio, regressando novamente para o corpo celular para degradacdo. As mitocondrias
encontram-se distribuidas preferencialmente em dadas dreas, nomeadamente nos nés de
Ranvier e nas sinapses, levando a que neurdnios com maior atividade apresentem maior
densidade de mitocondrias (King e Stocco, 1996; Nguyen et al., 1997). Foi sugerido que
mutacdes nas proteinas motoras ou proteinas acessérias, assim como aglomerados

proteicos que possam bloquear o transporte ao longo do axdnio, podiam estar na base do

Martins C, 2012 28



Investigacdo dos genes MT-CO na Deméncia Frontotemporal

transporte mitocondrial comprometido e, consequentemente, do processo de
degenerescéncia neuronal em algumas doencgas neurodegenerativas (Chevalier-Larsen e

Holzbaur, 2006).

1.4.1.Citocromo C Oxidase

As deficiéncias de atividade das enzimas que constituem a cadeia respiratdria
mitocondrial estdo associadas a uma ampla variedade de doencas neurodegenerativas.
De facto, ao longo do envelhecimento, podem desenvolver-se varias doencas
degenerativas, maioritariamente causadas por stress oxidativo, resultando em
acumulac¢do de mutagbes do genoma mitocondrial e/ou nuclear, levando a apoptose. A
disfuncdo mitocondrial causada por danos no mtDNA pode tornar as células cerebrais
mais suscetiveis a danos oxidativos e, deste modo, proporcionar um mecanismo pelo qual
fatores sistémicos ou ambientais podem influenciar o decurso da doenca (de la Monte,
2000; Grazina et al., 2006).

A citocromo ¢ oxidase (COX) (Figura 10) é o componente terminal da cadeia
transportadora de eletrdes e catalisa a sua transferéncia do citocromo ¢ para o oxigénio.
Esta enzima tem um peso molecular de 200 kDa e é composta por 13 subunidades,
codificadas pelos genomas mitocondrial e nuclear. As trés subunidades cataliticas da COX
sdo codificadas pelo mtDNA, constituindo o centro catalitico da enzima, sendo as
restantes subunidades, que rodeiam este centro, codificadas pelo nDNA (Diaz, 2010). A
COX é ativa na forma de dimero e requer varios grupos prostéticos para exercer a sua
funcdo catalitica: 2 grupos heme (a e as), 2 centros de cobre (Cup, e Cug), zinco e magnésio
(Tsukihara et al., 1996). A funcdo catalitica relacionada com a reacdo redox é
desempenhada pelas duas subunidades COX1 e COX2, enquanto a atividade de
transporte de protdes parece estar relacionada com a subunidade COX3 (Wilson et al.,

1990).
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Figura 10 - Representagdo da enzima citocromo c oxidase (COX) ou
complexo IV da CRM (http://www.bmb.msu.edu/index.html).

As deficiéncias bioquimicas a nivel da COX podem derivar de mutagdes em qualquer
uma das 3 subunidades codificadas pelo mtDNA, das 10 subunidades estruturais
codificadas pelo nDNA ou dos fatores de assembly. Fenotipicamente, todas estas
possibilidades podem levar ao aparecimento de uma ampla variedade de sintomas
clinicos, que podem afetar um ou varios érgaos. A diferenca na gravidade da deficiéncia e
especificidade do tecido atingido parece estar relacionada com o grau de heteroplasmia
da mutagdao do mtDNA e com o efeito limiar (Diaz, 2010).

Tsukihara e colaboradores (1996) elucidaram as funcdes cataliticas e regulatérias da
COX. No que diz respeito a sua funcdo catalitica, quatro eletrdes sdo transportados via
Cupr e heme a para o oxigénio, o qual esta ligado ao centro heme as-Cug. A reagdo
encontra-se acoplada a translocagdo de quatro protées da matriz para o espacgo
intermembranar, formando assim o gradiente eletroquimico. Quanto as funcdes
regulatdrias, sabe-se que, em caso de um quociente elevado de ATP/ADP na matriz
mitocondrial, o ADP é trocado por ATP e o numero de protdes translocados decresce de
qguatro para dois (Arnold e Kadenbach, 1999). Mais recentemente, foram identificados
varios locais nos quais pode ocorrer fosforilacdo em diferentes subunidades da COX,
através da inibicdo alostérica por ATP. Com efeito, esta inibicdo parece ocorrer quando o
quociente ATP/ADP é elevado, podendo ser revertida, isto é, a fosforilacdo é reversivel.

Como consequéncia, pensa-se gue este mecanismo reduza o potencial membranar da
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mitocondria e, assim, possa levar a formacdo de ROS (Kadenbach, 2003; Helling et al.,

2008).
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2. Objetivos
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As mutacdes a nivel do mtDNA podem, de facto, estar na base de doencgas
neurodegenerativas. Para além de variados estudos comprovarem a relevancia
mitocondrial em diversos processos neurodegenerativos, também na DFT tém surgido
evidéncias da importancia da mitocondria e do seu DNA. Foram reportadas varias
alteragdes de nucledtido em doentes com DFT, tendo-se vericadado, em alguns casos,
uma reducdo na atividade dos complexos enzimaticos da CRM. Ao longo dos anos, o
nimero de estudos na DFT tem vindo a aumentar consideravelmente, alargando o
conhecimento da doenca. De acordo com estudos publicados em doencas
neurodegenerativas e com os desenvolvimentos recentes, pareceu importante considerar
o papel do mtDNA na DFT. Assim, no sentido de aprofundar a investigacao da relacdo do
mtDNA com esta doenca, foram objetivos do estudo:

- Proceder a sequenciacdo dos genes COX codificados pelo mtDNA em doentes de
DFT;

- Analisar as varia¢cdes de sequéncia dos genes alvo do estudo, para avaliagao da

contribuicdo das variagGes na etiopatigenia da DFT.
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3. Material e Métodos
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3.1. Amostras bioldgicas

No presente trabalho, para cumprir os objetivos definidos, usaram-se amostras de
DNA, previamente extraido de sangue periférico, no Laboratério de Bioquimica Genética
(LBG) por métodos padronizados. A amostragem correspondeu a 70 doentes, 39 do sexo
feminino e 31 do sexo masculino, entre os 38 e os 82 anos de idade, sendo a média de
idade 63,1 anos, com um desvio padrdo (dp) de 10,5. Os doentes apresentavam patologia
correspondente a DFT ou sindromes com sobreposicdo com esta doenca e foram
seguidos e diagnosticados nas Consultas de Deméncias do Servico de Neurologia do
Hospital da Universidade de Coimbra (HUC). De acordo com este diagndstico, os doentes
deste estudo apresentavam as seguintes variantes clinicas: vcDFT, APP, DCB e DS. A
Tabela 1 contém uma breve caracterizagdo da amostragem, por sexo, idade, idade de
inicio e histdria familiar, de acordo com o diagndstico clinico.

Este estudo foi conduzido de acordo com as regras éticas e legais a serem seguidas

em estudos genéticos.

Tabela 1 - Caracterizacdo da amostragem de doentes utilizada neste estudo.

Sexo Historia familiar
Idade média Idade média
Diagnéstico n
(anos) de inicio (anos)
F M Positiva Negativa Desconhecida
bvDFT 60 34 26 64 61 22 36 2
APP 4 3 1 61 56 2 2 0
DCB 4 2 2 54 54 4 0 0
DS 2 0 2 50 47 0 2 0
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3.2. Amplificacdao dos genes MT-CO por PCR

Para amplificacdo por PCR dos trés genes mitocondriais que codificam subunidades
da enzima citocromo ¢ oxidase (MT-CO1, MT-CO2 e MT-CO3) (Tabela 2) recorreu-se a
sequéncia revista de referéncia de Cambridge do mtDNA humano, disponibilizada na base

de dados (MITOMAP, 2012).

Tabela 2 - Localiza¢do dos genes MT-CO no mtDNA humano (Dados retirados de MITOMAP, 2012).

Locus Inicio Fim Descrigao
MT-CO1 5904 7445 Citocromo c oxidase - subunidade 1
MT-CO2 7586 8269 Citocromo c oxidase - subunidade 2
MT-CO3 9207 9990 Citocromo c oxidase - subunidade 3

A técnica de PCR é um procedimento eficaz para produzir grandes quantidades de
uma sequéncia especifica in vitro. Foi descrita pelo Dr. Kary Mullis, na década de 1980,
que posteriormente ganhou o prémio Nobel da Quimica, em 1993, pela sua descoberta.
Desde entdo, a técnica foi se tornando amplamente utilizada, devido a sua rapidez e
relativa simplicidade. Além do mais, tem sido empregue para uma grande variedade de
aplica¢Oes, que abrangem numerosas areas, que podem ir desde a dete¢do de mutacdes
a engenharia genética, passando por pesquisas nas areas da medicina (Mullis et al., 1986;
McPherson e Moller, 2006).

De uma forma resumida, este processo de amplificacdo inicia-se com uma molécula
de DNA usada como molde para produzir uma nova cadeia complementar, a partir da
ligacdo de nucledtidos de forma complementar a cadeia inicial. Para que a replicacdo do
DNA ocorra corretamente, sdo necessarios varios componentes, nomeadamente primers.
No que diz respeito a incorporacao de nucleétidos de forma complementar a cadeia
molde, esta funcdo é desempenhada por uma DNA polimerase, que se liga a cadeia molde
e adiciona nucledtidos, ao primer. Os primers sdao sequéncias de DNA sintéticas, com
cerca de 20 nucledtidos, complementares a cadeia molde. Assim, quando o primer se liga,

a enzima adiciona os nucledtidos a extremidade 3’-OH do primer (McPherson e Moller,
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2006). Para a reacdo, para além do DNA molde, primers e DNA polimerase, sado incluidos
os quatro desoxi-nucledtidos trifosfato constituintes do DNA (dNTPs, N = A, C, G ,T) e
outros reagentes tais como Mg2+ ou DMSO, cuja funcdo é estabilizar as cadeias de DNA e
melhorar a a¢ao da polimerase. O Mg2+ aumenta substancialmente a estabilidade da
enzima e da cadeia de DNA, enquanto que o DMSO influencia a capacidade de ligagdao dos
primers a cadeia molde, uma vez que diminui a interacdo primer-primer e primer-molde
(Bej et al., 1991; Charlieu, 1994).

A PCR compreende trés etapas, relacionadas intimamente com uma alteragdo de
temperaturas: a desnaturacao, annealing e extensdo (Figura 11). Estas etapas constituem
um ciclo que se repete de forma sucessiva e que pode variar de 20 a 40 ciclos. Uma vez
gue nestas etapas se recorre a temperaturas bastante elevadas, é importante o uso de
uma DNA polimerase termoestavel, que resista a estas temperaturas. A mais
frequentemente utilizada é a Tag DNA polimerase, assim denominada ser derivada da
bactéria Thermus aquaticus, uma extremofila, encontrada em fontes hidrotermais
(McPherson e Moller, 2006; Ramsden, 2009).

12 Etapa - Desnaturacdo — O primeiro passo da amplificacdo é a desnaturacdo da

cadeia de DNA da amostra, através do aumento da temperatura para cerca de 95°C,
tipicamente 1 a 5 minutos;

22 Etapa - Annealing — A temperatura da mistura é diminuida para

aproximadamente 50-65°C. Neste passo, o0s primers ligam-se as sequéncias
complementares de DNA, por ligacdes de hidrogénio. Esta fase tem uma duracgao de cerca
de um minuto, variando a temperatura de acordo com a percentagem de bases GC da
sequéncia a amplificar;

32 Etapa - Extensdo — A temperatura é cerca de 72°C, durante um minuto. Esta

temperatura é adequada para a fungdo catalitica 6tima da Tag DNA polimerase, que inicia

a sintese de DNA na extremidade 3’-OH de cada primer (Charlieu, 1994).

Deste modo, no primeiro ciclo da PCR, cada molde da origem a duas cépias. Nos
ciclos sucessivos, existird entdo o dobro do nimero de cépias do DNA alvo, de forma a
que, para uma eficiéncia de 100% na amplifica¢cdo, o nimero de cépias obtido é 2", sendo
n o nimero de ciclos. Assim, para 20 ciclos existiriam 2?° cépias do DNA alvo, isto é 1.048.572

copias (McPherson e Moller, 2006).
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Na prepara¢ao da mistura da reacdo de PCR, todos os componentes sao misturados e
distribuidos uniformemente para serem adicionados a amostra de DNA, garantindo que
as quantidades dos componentes sao distribuidas igualmente em todas as amostras e que

o DNA é a Unica varidvel a ser investigada (Saiki, 1990).

Abertura das

cadeias molde 3
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seguintes

Figura 11 - Representagdo esquematica das fases da PCR (adaptado de
http://www2.le.ac.uk/departments/emfpu/genetics/explained/images/PCR-process.gif).

Neste trabalho, a reagao de amplificagdo foi realizada num volume total de 25 pL. A
mistura de PCR incluiu DNA (1ng/uL), primers forward e reverse (2,5 uM), dNTPs (2mM),

Taq DNA Polimerase (Fermentas) e respetivo tampdo (1x), MgCl, e H,0 milliQ. Para
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verificar a possibilidade de contaminacao, foi incluido um controlo negativo, sem DNA,
em cada reacdo da PCR. As caracteristicas dos primers utilizados encontram-se resumidas

na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados relativos aos primers usados na PCR (Landsverk et al., 2012).

Sequéncia dos primers Tamanho
Primer
(5’ para 3’) produto PCR (pb)
F ACACTCATCGCCCTTACCA
R TATGCGGGGAAACGCCATAT 734
F TCTACAACGTTATCGTCACAG
R TAAATATATGGTGTGCTCACTC 122
F GAACCATTTGGATACATAGGTA
R AAGTCATGGAGGCCATGGG 512
F ACACATTCGAAGAACCCGTA
R TAGGACGATGGGCATGAAAC 508
F AACCACTTTCACCGCTACACG
R ATGGTTTCGATAATAACTAGTATG 539
F GATTATAGGCTTTCGCTCTAA
R AAGCAGTGCTTGAATTATTTGG 834
F ACACATCCGTATTACTCGCA
R TATACCAATTCGGTTCAGTCT 508

Legenda: F - forward; R - reverse.

Apds adicdo da mistura as amostras de DNA, a preparacdo foi levada ao
termociclador. Foi usado um programa de PCR com 35 ciclos (95°C, 45”’; 50-60°C, 45”;
72°C, 1').
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3.3. Eletroforese em gel de agarose

Os métodos mais simples e diretos para proceder a andlise de produtos de PCR
envolvem eletroforese em gel de agarose. O estudo da eletroforese de DNA teve inicio
em 1964 e é um processo que permite separar e identificar, rdpida e eficazmente,
moléculas de DNA. O principio da técnica baseia-se na migracdo de moléculas com carga
sob a influéncia de um campo elétrico, na direcao do elétrodo com carga oposta a da
molécula. Durante o processo, de acordo com a carga e massa, as moléculas migram a
diferentes velocidades, separando-se assim em fraces distintas (Westermeier, 2005).

Dependendo do tamanho esperado do fragmento amplificado, é colocada uma parte
do produto da reagao num gel com uma percentagem de agarose que pode variar de 0,8
a 3%, corado com brometo de etideo. A agarose é uma das substancias mais utilizadas
para fazer o gel e é constituida por um polissacarideo de cadeia longa que é obtido a
partir de uma alga (Stellwagen, 2009). Quanto ao brometo de etideo, a sua fungdo é
intercalar-se entre as bases de DNA, formando um complexo brometo de etideo-DNA.
Quando este complexo é irradiado por luz UV, emite fluorescéncia laranja, que permite a
visualizacdo dos fragmentos de DNA. E importante realcar que o brometo de etideo é
mutagénico, sendo necessaria especial aten¢do na utilizacdo deste reagente. Em grande
parte dos casos, uma percentagem de 1% de agarose dd uma resolugao suficiente de
fragmentos de DNA que apresentem 500 a 4000 pb (McPherson e Moller, 2006). A
amostra é geralmente adicionada uma aliquota de loading buffer, que contém glicerol
para conferir densidade a amostra e um marcador, como o azul de bromofenol, no
sentido de seguir a migracdo das amostras no gel. A distancia que a amostra percorreu a
partir do ponto de aplicacdo, é comparada com a distancia percorrida pelos fragmentos
de tamanhos conhecidos de marcadores de peso molecular.

Neste trabalho, recorreu-se a eletroforese em gel de agarose, com o objetivo de
confirmar a amplificacdo dos produtos de PCR. Os géis foram preparados com uma
percentagem de agarose de 1%, nos quais foi adicionado, aquando da sua preparagao,
brometo de etideo (0,1 mg/mL). Pipetou-se para o gel a amostra amplificada por PCR
juntamente com loading buffer e o marcador de peso molecular utilizado foi o PUC 8 MIX
(Fermentas). As voltagens para correr as amostras variaram entre os 100-140V, e o tempo

de corrida entre os 40 e 70 minutos. O registo dos resultados em imagem foi efetuado
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sob irradiagdao UV no transiluminador do equipamento ChemiDoc™ XRS (Bio-Rad), usando

o respetivo software.

3.4. Purifica¢ao dos produtos de PCR

Nesta etapa do trabalho, utilizou-se um método de purificacdo que passa pelo uso de
uma mix de duas enzimas hidroliticas - a ExoSAP-IT® (Affimetrix®), composta pelas
enzimas exonuclease | e fosfatase alcalina. O uso destas enzimas tem como objetivo a
eliminacdo de substancias ndo incorporadas durante a reacao de amplificacdo. Cada uma
delas tem, no entanto, um papel mais especifico. A primeira degrada primers e restos de
DNA de cadeia simples (ssDNA) inespecificos (produzidos durante a PCR), e a segunda
hidrolisa dNTP’s (N = A, C, G, T) que ficaram livres e que podem prejudicar a reacdo de
sequenciagdo (Werle et al., 1994). Estas enzimas apresentam uma temperatura ideal de
acdo, que é de 37°C para a Exonuclease | e de 80°C para a fosfatase alcalina. Deste modo,
apos adicdo destas duas enzimas ao produto de PCR, leva-se esta mistura ao
termociclador, de acordo com estas temperaturas. Neste trabalho, foi adicionado um
volume de mix de 2 uL ExoSAP®/10 uL de produto por amostra, a temperatura de 37°C,

com inativagdao a 80°C.

3.5. PCR de sequencia¢ao e sequenciagao automatica

Nesta etapa, a reacdo que decorre é similar a PCR ja descrita, apresentando, no
entanto, algumas diferencas, nomeadamente o uso de apenas um primer (e ndo os dois
primers - forward e reverse). A reacdo de sequenciacdo sdo adicionados: H,0 milliQ,
tampdo de sequenciacdo, primer (forward ou reverse) e uma mix contendo nucledtidos
livres (dNTPs), nucleétidos marcados com fluorescéncia (ddNTPs) e a enzima Tag DNA
polimerase.

Durante esta reacao, o primer liga-se a sequéncia complementar e os nucleédtidos sdao
incorporados de acordo com a cadeia molde. Neste passo, ocorre tanto a incorporagao de

dNTPs como de ddNTPs. Estes ultimos sdo designados por nucledtidos de terminacdo,
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pois cada vez que um deles é incorporado, a cépia da cadeia molde ira ser interrompida.
Assim, irdo ser produzidos fragmentos com diferentes tamanhos, que irdo ser
posteriormente lidos no processo de sequenciacdo (McPherson e Moller, 2006).

No presente estudo, para cada amostra preparou-se uma solugdao com volume final
de 10 uL, com de DNA purificado (1ng/uL), primer (2,5 uM), mix BigDye®Terminator v3.1
(Applied Biosystems™) e o respetivo tamp3do e H,O milliQ. Apds preparagio da mistura
de reacdo a solucdo foi submetida num termociclador, num programa de 45 ciclos (96°C,
10”; 55°C, 5”; 60°C, 4’).

Para proceder a sequenciacdo, é fundamental usar amostras de elevado grau de
pureza. Assim, optou-se por se recorrer a purificacdo dos produtos de PCR de
sequenciacao por coluna de Sephadex. Este reagente foi descoberto em 1957 e a sua
designacdo deriva do termo Separation Pharmacia Dextran, pelo facto da descoberta
desta forma de separacdo pertencer a companhia Pharmacia. O fundamento da técnica
baseia-se na separagdo de macromoléculas através da sua passagem por uma rede de
dextrano, um polissacarideo que, aquando da sua preparacdo, ¢ hidratado
(http://www.gelifesciences.com/). Desde a sua descoberta, foram desenvolvidos diversos
produtos baseados no Sephadex para separacdo de biomoléculas.

Neste trabalho, usou-se uma preparagdao de SephadexT'vI (GE Healthcare Life
Sciences) em H,0 milliQ, submetida a centrifugacdo em coluna (2000xg). Posteriormente,
todo o produto do PCR de sequenciacao foi colocado na superficie da resina de Sephadex
formada e levou-se a centrifugar nas mesmas condicdes, purificando assim o DNA.

O desenvolvimento dos métodos de sequenciacdo nos anos 70 representou um
avanco importante nos estudos de DNA. A técnica de sequenciacdo automatica é um
processo rapido e automatizado, que permite determinar os nucleétidos que compdem a
sequéncia de um fragmento de DNA, representando um dos processos finais na analise de
DNA (Buitrago & Jimenez, 2001).

Os métodos de sequenciacdo mais utilizados sdo o de Maxam-Gilbert e o de Sanger-
Coulson. Embora inicialmente o primeiro tenha sido muito utilizado, o segundo método é
mais reprodutivel, dai a sua maior utilizacdo ao longo dos anos. Atualmente, as técnicas
de sequenciacdo ainda utilizam o principio basico deste método (Buitrago & Jimenez,
2001). O método de Sanger é o método de sequenciagdo mais comum e envolve a sintese

de novo de uma série de cadeias simples de DNA, usando como molde a cadeia de DNA
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que se pretende sequenciar (Sanger et al., 1977). Tal como mencionado anteriormente,
as cadeias sintetizadas sdo terminadas prematuramente, com varios tamanhos possiveis.
A sequenciacdo automatica baseia-se no principio basico do método de Sanger e utiliza
ddNTPs (didesoxinucleétidos trifosfato), terminais de reacdo marcados com
fluorescéncia, o que evita a utilizacdo de compostos radioativos. Cada ddNTP fluorescente
constitui aproximadamente 1% da mistura de nucledtidos. A sintese comega no local de
ligacdo do primer e termina por incorporacao de nucledtidos terminadores, que nao
possuem o grupo hidroxilo na posicio 3’ da desoxirribose, impedindo assim o
estabelecimento de ligacGes fosfodiéster. Consequentemente, a incorporacdo de
nucledtidos na cadeia de DNA que esta a ser sintetizada é interrompida. Deste modo,
ap6s desnaturacao do fragmento de DNA, ocorre o emparelhamento do primer e a DNA
polimerase é utilizada para sintetizar DNA a partir do molde. Quando um dos nucleétidos
terminadores é incorporado, em vez do nucledtido normal, termina a sintese da cadeia.
Na técnica cldssica, os produtos resultantes das quatro rea¢des sdo colocados em quatro
pocos adjacentes num gel de poliacrilamida, separados por electroforese, e visualizados
por exposicdao do gel a uma pelicula de raios X. A leitura do gel permite deduzir a
sequéncia do fragmento de DNA (Buitrago & Jimenez, 2001; Videira, 2001).

As reacdes de polimerizacdo produzem uma mistura de produtos fluorescentes de
varios tamanhos (Strachan & Read, 2002). O maior avanco conseguido na técnica
automatica é a utilizacdo do laser e programas informdaticos especificos. Cada ddNTP
marcado com fluorescéncia, quando excitado pelo laser, emite fluorescéncia em
comprimentos de onda especificos para cada tipo de base associada. Assim, os quatro
ddNTPs podem ser misturados na mesma reacao e o equipamento deteta o sinal, que é
depois analisado por programas especificos de bioinformdtica, com obtencdo da
sequéncia de DNA. As emissdes provenientes dos diferentes fluoréforos, cada uma com
um comprimento de onda diferente, resultam em diferentes espectros, que sdo
interpretados pelo software de sequenciacdo e traduzidos num eletroferograma com
quatro cores especificas para cada base (Buitrago & Jimenez, 2001; Videira, 2001) (Figura

12).
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TTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATHRHARADG
160 190 200

Figura 12 - Exemplo de uma sequéncia obtida através do processo de sequenciagdo
automatica (adaptado de www.appliedbiosystems.com/).

3.6. Andlise das sequéncias obtidas

No final da sequenciagdao automatica das amostras, as sequéncias foram analisadas
recorrendo a dois softwares de analise, designadamente o SeqScape v2.5 (Applied
Biosystems) e o Sequencing Analysis v5.4 (Applied Biosystems). A anadlise de alteracdes
baseia-se na comparacdo com a sequéncia de referéncia. Deste modo, é possivel detetar

de um modo rapido e eficaz qualquer alteracdo de sequéncia da amostra.

3.7. Andlise insilico das alteragoes detetadas

Do total das amostras em estudo, apds serem analisadas individualmente todas as
suas sequéncias, foi realizado o estudo in silico das alteragcdes encontradas. Todas as
variacoes de sequéncia foram analisadas numa base de dados MITOMAP (MITOMAP,
2012) e no programa MitoAnalyser, para obter a descricdo da alteracdo encontrada,
incluindo o aminoacido (caso haja alteracdo) e a sua posicdo na proteina.

No que diz respeito as substituicdes de nucledtido que conduziam a alteracdo de
aminoacido, procedeu-se a sua analise recorrendo ao software PolyPhen-2® -
Polymorphism Phenotyping v2 (Adzhubei et al., 2010). Trata-se de uma ferramenta
automatica utilizada para prever o possivel impacto de uma substituicdo de um
aminodacido na estrutura e funcdo de uma proteina. Esta previsdao baseia-se num niumero
de caracteristicas que inclui a sequéncia e a informacdo estrutural e filogenética, que
caracteriza a substituicdo em causa. Esta analise foi complementada pela ferramenta
SIFT® (SIFT Aligned Sequences), que também d4 o mesmo tipo de previsao, esta com base
num alinhamento de sequéncias inseridas pelo utilizador. A previsdo baseia-se no grau de
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conservacdo dos aminodcidos nos alinhamentos das sequéncias relativas a diferentes
espécies (Ng e Henikoff, 2006). Foi também estudada a conservacdo evolutiva do
aminodacido, relativamente as mesmas espécies inseridas na ferramenta S/IFT®, usando a

ferramenta de alinhamento de sequéncias UniProt®.
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4. Resultados
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4.1. Anadlise da sequéncia genética dos genes MT-CO

No que diz respeito a amplificacdo dos genes em estudo por PCR, encontra-se

apresentada abaixo uma figura exemplificativa dos resultados obtidos (Figura 13).

Mi23456789108B

Figura 13 - Imagem de um dos géis de agarose obtida neste estudo para confirmag¢do de amplificacdo por PCR.
Legenda: M- Marcador de peso molecular (PUC 8 MIX, Fermentas); B - Controlo negativo; 1 a 10 — Amostras de
DNA de doentes de DFT).

Apds a amplificacdo das amostras, seguiu-se para os passos subsequentes, ja
descritos no Capitulo 3, até a obtencdo das sequéncias genéticas. Na Figura 14
encontram-se dois exemplos de sequéncias obtidas pelo processo de sequenciagao

automatica.
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Figura 14 — Eletroferogramas que mostram as sequéncias obtidas por sequencia¢cdo automatica, com as alteragdes nas

posicoes m.7245A>G (A) e m.7300T>C (B).

Analisando os resultados obtidos na generalidade, foram encontradas alteracdes em

56 (80%) dos 70 doentes estudados (Figura 15).

Figura 15 — Distribuicdo (%) do nimero de do.
gene MT-CO.
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Ao fazer uma analise das alteracGes detetadas no genes em estudo, repartidas pelas
guatro variantes clinicas incluidas neste estudo (vcDFT, APP, DCB e DS) (Figura 16),
verifica-se que, no global, existe um maior numero de variagdes de sequéncia na

subunidade COX1, em compara¢ao com as subunidades COX2 e COX3.

@ @
> ab

H Semalteracdo H AlteracBesno MT-CO1 M Alteracdes no MT-CO2 H Alteracdes no MT-CO3

Figura 16 — Dados relativos a distribuicdo (%) das alterac6es detetadas nos doentes estudados para as diferentes
variantes clinicas da DFT para os genes MT-CO: (A) - vecDFT (n= 60); (B) - APP (n=4); (C) - DCB (n=4); (D) - DS (n=2).

A informacdo relativa as varia¢cOes de sequéncia detetadas no presente estudo foi
organizada por alteracdo encontrada. Na Tabela 4 encontram-se descritas as alteracdes
de acordo com os resultados da analise in silico. No caso de a alterac¢do levar a alteragao
do aminoacido, utilizaram-se os softwares Polyphen-2® e SIFT® para avaliacdo da
patogenicidade e o UniProt® para realizar o alinhamento das sequéncias para analise da

conservacao ao longo das espécies.
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m.5913G>A

m.5999T>C

m.6032G>A

m.6047A>G

m.6146A>G

m.6221T>C

m.6242C>T

m.6272A>G

m.6293T>C

Martins C, 2012

Investigacdo dos genes MT-CO na Deméncia Frontotemporal

Tabela 4 — Variagdes de sequéncia detetadas nos genes MT-CO no presente estudo e respetiva descrigdo.

Descrigao
(MITOMAP)

PRC/Substituicdo do mtDNA
publicada em doenga: cancro
da prostata

PRC/ Mutagdo somatica no
mtDNA reportada em linha
celular de cancro do pancreas

PRC
PRC/ Mutacgdo somdtica no

mtDNA reportada em linha
celular de cancro do pancreas

PRC/ Mutagdo somatica no
mtDNA reportada em linha
celular de cancro do pancreas

PRC

PRC

PRC

PRC

Locus

MT-CO1

MT-CO1

MT-CO1

MT-CO1

MT-CO1

MT-CO1

MT-CO1

MT-CO1

MT-CO1

Aminoacido

Asp

Ala

Gin

Leu

Trp

Pro

Leu

Gly

Pro

Alteragdo
de
aminoacido

Asn

aminoacido no

50

Posicdao do

polipeptideo

4 (514)

32 (514)

43 (514)

48 (514)

81 (514)

106 (514)

113 (514)

123 (514)

130 (514)

Tipo de
mutacio

Missense

Sinénima

Sinénima

Sinénima

Sinénima

Sinénima

Sinénima

Sindnima

Sinénima

Patogenicidade
(PolyPhen-2°® [ SIFT®)

Benigna (0,000)/
Tolerada (0,690)
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Tabela 4 — Variagoes de sequéncia detetadas nos genes MT-CO no presente estudo e respetiva descrigao (continuagdo).

MT-CO1 Nao 156 (514) Sinénima

MT-CO1 272 (514) Sinénima

MT-CO1 284 (514) Sinénima

PRC/ Mutagdo somdtica no
mtDNA descrita em massas MT-CO1 His Nao 291 (514) Sinénima
mamarias quisticas

MT-CO1 353 (514) Sinénima
MT-CO1 424 (514) Sinénima _
Possivelmente
PRC MT-CO1 Thr Ala 448 (514) Missense patogénica (0,940)/

Tolerada (0,100)

Martins C, 2012 51



Investigacdo dos genes MT-CO na Deméncia Frontotemporal

Tabela 4 — Variag0es de sequéncia detetadas nos genes MT-CO no presente estudo e respetiva descrigdo (continuagdo).

MT-CO1 457 (514) Sinénima _
MT-CO1 478 (514) Sinénima

Benigna (0,000)/
Tolerada (0,270)

MT-CO2 61 (228) Sindnima

Benigna (0,000)/
MT-CO2 lleu 74(228) Wi Toleravel (1,000)

MT-CO2 84 (228) Sinénima

MT-CO2 93 (228) Sinénima

MT-CO2 5(228) Missense
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Tabela 4 — Variagoes de sequéncia detetadas nos genes MT-CO no presente estudo e respetiva descrigdo (continuagdo).

MT-CO2 145 (228) Sinénima

MT-CO2 222 (228) Sinénima

MT-CO3 5(261) Sindnima

PRC/ Mutagdo somdtica no
mtDNA publicada em linha MT-CO3 Trp Nao 16 (261) Sindnima
celular de cancro do pancreas

PRC/ Mutagdo somatica no
mtDNA descrita em linha MT-CO3 Val lleu 91 (261) Missense
celular do cancro da tiréide

Benigna (0,000)/
Tolerada (0,550)

----l-

PRC MT-CO3 164 (261) Sinénima
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Tabela 4 — Variagdes de sequéncia detetadas nos genes MT-CO no presente estudo e respetiva descrigdo (continuagao).

Mutagdo somatica no mtDNA
descrita em linha celular do MT-CO3 Glu Nao 180 (261) Sinénima
cancro da tiréide

MT-CO3 252 (261) Sinénima _
MT-CO3 257 (261) Sinénima
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E importante referir que os scores apresentados pelos dois softwares baseiam-se em
escalas distintas. De facto, para ambos a escala varia entre 0,00 a 1,00. No entanto, para
o PolyPhen-2°®, o valor 0,00 corresponde a uma alteracao considerada benigna e o valor
de 1,00 corresponde a uma altera¢do considerada patogénica, pelo que a medida que a
previsdao se aproxima mais de 1,00 ha maior probabilidade de a alteragao ser considerada
patogénica. Pelo contrario, a escala para o SIFT® é inversa, sendo que se prevé que a
substituicdo afete a fungdo da proteina para valores inferiores a 0,05 e que seja tolerada
para valores superiores a 0,05. Tendo em conta a andlise da patogenicidade apresentada
na Tabela 4, apresentam-se os resultados na Figura 17, que correspondem as duas
alteracdes com indicacdo de patogenicidade, sugeridos pelo PolyPhen-2® e SIFT®.

Relativamente a conservacdo do aminodcido correspondente as alteragdes,
procedeu-se ao alinhamento das sequéncias recorrendo ao UniProt®, estando também

apresentado na Figura 17.

A

a)

This mutation is predictedtobe BENIGN with a score of 0.005 (sensitivity: 0.97; specificity: 0.74)

b) 0.00 0.20 0.40
Substitutioa at pos 466 fram M ©c T is predicted to AFTECT PROTEIN FUNCTICN with a score of 0,03

c)
418 FIGVNLTFFPQHFLGLSGMPRRYSDYPDAYTTWNILSSVGSFISLTAWMIMIFMIREAFA 477 COX1_HUMRN
418 FVGVNMIFFPQHFLGLSGMPRRYSDYPDAYTMANTISSMGSFISLTAY 477 COX1_BOVIN
418 FVGVRMITFPQHFLGLAGMPRRYSDYPDAYTTIWNIVSSMGSEISLTAIY 477 COX1 RAT
418 FVGVNMIFFPQHFLGLSGMPRRYSDYPDAYTT V. 477 coX ‘.:.V.OUSE
418 FIGVNLIFFPQHFLGLAGMPRRYSDYEPDAYTLWN 477 COX1_CHICK
418 FIGVNLTFFPQHFLGLSGMPRRYSDYPDAYTTWNVLSSVGSFISLTAY €77 COX1_PANIR
418 FIGVNLTFFPQHFLGLSGMPRRYSDYPDAYTTWNVLSSVGSFISLTAY 477 COX1_PANFA
418 FIGANVIFFPMHFLGINGMPRRIPDYPDAFAGANYVASIGSFIATLSIH 477 COX1_YEAST
418 FAGVNLIFFPQHFLGLSAMPRRYSDYPDAYTLWNIVSSIGSLISLVAVIL 477 COX1_XENLA
417 FIGVNLIFFPQHFLGLAGMPRRYSDYPDAYTTWNIVSTIGSTISLLG] 47¢ COX1_DROME
418 FIGVNLTFFPQHFLGLAGMPRRYSDYPDAYALWNTIVSSIGSLISLVAY 477 COX1_DANRE
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Ba)

This mutation Is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.940 (sensltivity: 0.80; specificity 0.94)

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1.00

b)

Substituticn at pos 448 from T to A is pred:icted ve be TOLERATED wicth a score of C.10

c)

418 FIGVNLTFFPQHFLGLSGMPRRYSDYPDAYNUWNILSSVGSFISLTAVMIMIFMIWEAFA 477 PO03S8S COXI_HUMLN
418 FVGVNMIFFPQRFLGLSGMPRRYSDYPDAYIMANTISSMGSEISLTAVMIMVEIIWEAFA 477 P003%¢ COXI_BOVIN
418 EVGVRMITEPQHFLGLAGMPRRYSDYPDAYYUWNIVSSMGSEISLTAVLVMIEMIWEAFA 477 PO5503 COXI_RAT

418 FVGVNMITFPCHFLGLSGMPRRYSDYPDAYNUWNIVSSMGSFISLTAVLIMIFMIWEAFA 477 PO0327 COXL_MOUSE
418 FIGVNLIFFPQHFLGLAGMPRRYSDYPDAYNUWNTLSSIGSLISMTAVIMIMFIVWEAFS 477 P1gaa3 COXI_CHICK
418 FIGVNLTFFPQHFLGLSGMPRRYSDYPDAYUUWNVLSSVGSFISLTAVMIMIFMIWEAFA 477 QO9TSWl COX1 PANIR
418 IGVNLTFFPQHFLGLSGMPRRYSDYPDAYIIWNVLSSVGSFISLTAVMIMIFMIWEAFA 477 Q9TSX0 COXl:PANFA
418 FIGANVIFEPMHFLGINGMPRRIPDYPDAFAGWANYVASIGSFIATLSLELFIYILYDQLY 477 P00401 COXI_YEAST
413 FAGVNLIFFPQHFLGLSAMPRRYSDYPDAYUUWNIVSSIGSLISLVAVIMMMFIIWEAFA 477 200388 COXI_XENLA
417 FIGVNLTFFPQHFLGLAGMPRRYSDYPDAYIUWNIVSTIGSTISLLGILFFFFIIWESLY 476 PO0399 COXI_BROME
418 FIGVNLTFFPQHFLGLAGMPRRYSDYPDRY :hN;JSSIGSLISLVAVIH?LFILHEAFT 477 Q9MIYS COXI_DANRE

Figura 17 - Resultados da andlise da patogenicidade e conservagdo evolutiva, relativos as alteragdes m.7300T>C
(A) e m.7245A>G (B). a) - Previsdao dada pelo software Polyphen-2®; b) - Resultado da previsdo atraves da
ferramenta SIFT®; c) - Alinhamento das sequéncias da proteina (MT-CO1) entre as posigées 418 e 477 para analise
da conservagao do aminodacido em questdo nas espécies apresentadas; Resultados apresentados de acordo com as
sequéncias da proteina das espécies: Human- Homo sapiens; Bovin- Bos taurus; Rat- Ratus Norvergicus; Mouse-
Mus musculus; Chick- Gallus gallus; Pantr- Pan troglodytes; Panpa- Pan Paniscus; Yeast- Saccharomyces cerevisae;
Xenla- Xenopus laevis; Drome- Drosophila melanogaster; Danre- Danio rerio.
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5. Discussao

Martins C, 2012

57



Investigacdo dos genes MT-CO na Deméncia Frontotemporal

As funcdes do sistema nervoso central estdao intimamente relacionadas com a funcao
mitocondrial, ja que o tecido cerebral tem uma elevada necessidade energética. Existem
diversos fatores que podem contribuir para a degenerescéncia, designadamente
mutag¢ées no mtDNA, disfuncdo na dinamica mitocondrial, producdo de ROS e fatores
ambientais (Filosto et al., 2011). No presente estudo, procedeu-se a investigacao de
alteracdes do mtDNA, em particular dos genes que codificam as subunidades da COX, em
70 amostras de DNA provenientes de doentes com deméncia frontotemporal.

Efetivamente, a mitocondria tem sido cada vez mais um alvo de estudo em doencas
neurodegenerativas. A disfuncdo mitocondrial pode estar ligada a diminuicio da
formacdo de ATP, producdo aumentada de ROS e também comprometimento do
transporte de cdlcio (Beal, 2005). O cérebro é especialmente vulnerdvel a danos
oxidativos, existindo varios estudos evidenciado a associacdo entre mutagdes nos genes
do mtDNA e nos genes envolvidos na manutencdo deste genoma e um amplo espectro de
doengas mitocondriais que afetam o cérebro. Além do mais, foram identificadas
mutacdes no mtDNA e nos genes relacionados em doencas neurodegenerativas,
associadas a deméncia. Em alguns estudos, foram descritas mutacGes patogénicas em
doentes com deméncia e disfuncdo cognitiva (Spinazzola e Zeviani, 2005; Finsterer, 2009).
Assim, cada vez mais tem sido destacada a importancia da mitocondria e do mtDNA em
processos neurodegenerativos, nomeadamente na doenca de Alzheimer (Grazina et al.,
2006).

Ao longo do tempo, a DFT comecou a ser mais investigada, parecendo existir a
hipotese de, também nesta doenca neurodegenerativa, estar implicado um papel
mitocondrial e do seu genoma. Em 1995, Chang et al. descreveram um doente com DFT e
DNM com alteracbes a nivel neuronal, tendo colocado a hipdtese de uma relagdo com
disfungao mitocondrial ou trafego mitocondrial alterado. Mais tarde, Grazina et al. (2004)
identificaram uma alteracdo no mtDNA numa subunidade do complexo |, resultando
numa alteracdo de aminodcido na proteina em questdo. Estando as muta¢cdes no mtDNA
ligadas a comprometimento da atividade dos complexos enzimaticos da CRM, torna-se
importante investigar a importancia do mtDNA na deméncia frontotemporal. Para além
desta possivel relacdo com a neurodegenerescéncia, é de ter em conta a correlacdo com

a producdo de ROS e a relevancia da mitocondria nas células do sistema nervoso.
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Assim, é relevante analisar as altera¢des ao nivel do mtDNA que apresentamos,
tendo-se recorrido a sequenciacdo, uma técnica eficaz na identificacdo de mutacdes
(McFarland e Turnbull, 2008). Esta andlise foi acompanhada por uma andlise in silico,
essencial para o estudo das altera¢cdes de aminoacido, resultantes de uma alteragdo no
DNA. Neste trabalho, foram usadas as ferramentas bioinformaticas PolyPhen-2® e SIFT®.
Ambos sdo utilizados com o objetivo de se obter uma previsdo do efeito de mutacdes na
funcdo e/ou estrutura de uma dada proteina. O primeiro abrange mais fatores em
comparagao com o segundo, e tem em conta oito caracteristicas baseadas na sequéncia e
trés caracteristicas relacionadas com a estrutura. A maioria destes fatores envolve a
comparacdo de propriedades wild-type (ancestrais, normais) com a propriedade
correspondente resultante da mutacdo. Para tal, é selecionado um conjunto de
sequéncias homdlogas que sdo posteriormente alinhadas. Relativamente ao SIFT®, a
previsdo é fornecida com base na homologia entre sequéncias, de espécies inseridas pelo
utilizador, sendo dado um score fundamentado na posicdo em causa nessas sequéncias.
Esta ferramenta baseia-se na premissa de que os aminoacidos importantes serdo
conservados numa familia de proteinas, pelo que alteragdes em aminoacidos
conservados deverdo alterar a funcdo da proteina. Assim, quando se inserem as
sequéncias, o SIFT® faz uma comparacgao entre elas e, com base nos aminodcidos em cada
posicdo e na sua importancia, dd uma previsao sobre se afetara a funcdo da proteina (Ng
e Henikoff, 2002). As mesmas sequéncias foram inseridas na ferramenta de alinhamento
UniProt®, com o objetivo de obter o alinhamento das sequéncias utilizado pelo SIFT®,
para analisar a conservacdo do aminodacido ao longo das espécies. De acordo com Ng e
Henikoff (2006), estes estudos fornecem uma percecdo das diferencas observadas entre
as espécies. E ainda de referir que o Polyphen-2® e SIFT® consideram, na sua analise,
varias bases de dados nas quais se encontram informacgdes de altera¢des descritas.

Ao analisarmos a distribuicdo das alteracdes identificadas no presente estudo (Figura
15), verifica-se que ha uma grande maioria de doentes de DFT com alteracdes nos genes
MT-CO, em que 80% dos doentes tém uma ou mais alteragbes. No total, foram
encontradas 55 variacbes diferentes (Tabela 4), das quais 7 levam a alteracdo de
aminodacido na proteina em estudo. Na andlise por variante da DFT, observa-se que 22%

dos doentes com a variante comportamental ndo apresentam qualquer variagdo nos
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genes em estudo. De entre os que possuem alteragdes, a maioria localiza-se no gene MT-
CO1 (51%), em comparag¢do com os que afetam as subunidades 2 (13%) e 3 (14%). Deste
modo, nota-se que para a vcDFT ha um maior nimero de alteracbes para o MT-CO1 em
relacdo aos outros dois genes. Tendo em conta que a COX1 tem 514, a COX2 228 e a
COX3 261 aminoacidos, seria de esperar que se encontrassem maior numero de variagoes
na primeira, comparando com as subunidades 2 e 3, tal como observdmos. Relativamente
aos doentes com APP, 25% nao apresenta alteragdes, sendo os restantes 75% distribuidos
entre alteracdes no MT-CO1 (48%) e MT-CO3 (27%). Nos doentes com DCB, todos
apresentavam alteracées, com 60% no MT-CO1, e 20% na MT-CO2 e MT-CO3. Por ultimo,
para os doentes com DS, 50% das alteracdes foi encontrada no MT-CO1 e 50% no MT-
CO2. Torna-se relevante referir que para as variantes APP (n=4), DCB (n=4) e DS (n=2) o
numero de doentes é bastante inferior quando comparado com o numero de doentes
com vcDFT (n=60), o que pode ter, de facto, influéncia nas distribuicGes observadas, que
serdao assim mais consistentes para a vcDFT do que para as trés variantes referidas. No
entanto, este nimero de doentes também reflete o facto de a vcDFT ser a variante mais

comum da DFT.

5.1. Analise in silico das alteragdes

Quando se deteta uma alteracdo na sequéncia genética, é necessdrio estabelecer se
se trata de um polimorfismo ou de uma mutacdo patogénica (Wong e Boles, 2005).
Efetivamente, as mutacdes no mtDNA sdo muito frequentes na populacio em
comparacao com mutacdes no nDNA, pelo que o mtDNA tem a ele associado um grande
numero de alteracdes de bases neutras, que ndo tém significado patogénico aparente
(Wallace et al., 1999). Estes dados vao ao encontro do que se observa na analise dos
resultados deste estudo, que revelam um numero considerdvel de polimorfismos (PRC —
polimorfismos em regides codificantes). Alguns destes polimorfismos, para além de
estarem descritos como tal, foram também descritos como muta¢ées somaticas no
mtDNA em determinadas linhas celulares ou como substituicdes descritas em doencas.
Nestes casos em particular (Tabela 4), as alteracbes foram identificadas em linhas

celulares tumorais do pancreas, massas mamarias quisticas ou cancro da tiréide ou em
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casos de doentes com cancro da préstata. Apds anadlise de dados clinicos adicionais dos
doentes, verificou-se que alguns deles apresentavam patologia na prdstata, hiperplasia
benigna da préstata (HBP), ou patologia tiroideia. No entanto, nenhum doente com estas
caracteristicas clinicas apresenta alguma das alteragdes correspondentes. Nenhum dos
doentes em estudo apresenta patologia relacionada com pancreas ou massas mamarias.

De entre as alteracdes nucleotidicas detetadas ao longo deste estudo, algumas delas
conduziam a alteracdo de aminodcido. Foram encontradas 7 alteragdes de aminoacidos,
correspondentes quer a polimorfismos, mutacdes publicadas ou a alteracdes novas. No
gue diz respeito a alteracdo m.5913G>A, de acordo com as bases de dados consultadas,
foi descrita como um PRC e como uma substituicdo reportada em cancro da préstata. De
acordo com o trabalho de Petros e colaboradores (2004), esta substituicdo faz parte de
um grupo de alteragdes que, no conjunto, podem aumentar a predisposicdo para o
cancro da prostata. Esta alteracdo foi encontrada em apenas um doente, do sexo
feminino com APP. Uma vez que se trata de uma doente do sexo feminino, ndo surgiu a
necessidade de analisar a relacdo com a mutacdo publicada e os seus dados clinicos, ndo
constando referéncia a qualquer tipo de tumor. A substituicdo referida leva a alteracdo de
aminoacido na proteina, mais especificamente de aspartato para asparagina, ambos
aminodcidos polares, pelo que, nesse aspeto, ndo se esperaria que a funcdo da proteina
sofresse muitas alteragdes. As previsdoes dadas pelo Polyphen-2® e SIFT® mostram que a
alteracdo é benigna, sendo os resultados concordantes entre si. Nesta doente foi ainda
detetado um polimorfismo — m.7028C>T.

A substituicdo m.7245A>G, por sua vez, é possivelmente patogénica, de acordo com
a previsdo dada pelo Polyphen-2® e tolerada, tendo em conta o resultado da analise do
SIFT®. De facto, ha uma alteracdao de aminoacido de treonina para alanina, ou seja, de um
aminodcido polar para um apolar. As proteinas diferem entre si pelo nimero, tipo e
sequéncia de aminodcidos, que definem a sua estrutura primaria. Assim, uma alteracdo
na sequéncia de aminoacidos poderd alterar a estrutura da proteina e,
consequentemente, a sua funcdo. Segundo o Polyphen-2°®, a alteracdo é possivelmente
patogénica. Este considera, na sua andlise, a conservacdo da sequéncia e a estrutura de
acordo com a posicdo do aminoacido. No entanto é de notar que as sequéncias que o

software considera ndo sdo escolhidas pelo utilizador, mas sequéncias homdlogas
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consideradas pelo préprio sistema. Estas sequéncias sdao de primatas, enquanto que as
sequéncias utilizadas no SIFT® e UniProt® abrangem uma variedade mais ampla de
espécies, embora tendo em conta um menor nimero de varidveis. Deste modo, tendo em
conta estes fatores, esta pode ser uma possivel razdo para explicar a diferenca de
resultados quanto a esta alteracdo, uma vez que o Polyphen-2® mostra uma conservagao
do aminodcido em causa, ao contrario do SIFT®, no qual se observa um menor grau de
conservacdo (com as sequéncias das espécies referidas na Figura 17). Esta alteracdo esta
descrita como PRC e apenas foi encontrada num doente, com vcDFT. Esta alteracao foi
descrita como PRC num estudo de Pello e colaboradores (2008), em controlos para
investigacdo da OXPHOS na LHON.

A substituicdo m.7300T>C foi considerada benigna pelo Polyphen-2®, ao passo que o
SIFT® prevé que a alteracdo afete a funcdo da proteina, ao contrario do caso anterior.
Esta encontra-se também em apenas um doente, para o qual foram detetados também
dois polimorfismos (m.7028C>T e m.7598G>A). No que toca a alteracdo de aminoacido,
resulta numa alteracdo de metionina (apolar) para treonina (polar). Mais uma vez,
verifica-se discordancia em relacdo as previsoes dadas pelas ferramentas usadas. De
facto, esta diferenca pode estar novamente relacionada com as sequéncias nas quais os
dois programas se baseiam, tal como explicado anteriormente. Apds a observacdo das
sequéncias usadas pelo Polyphen-2®, concluiu-se que o nivel de conservagdo do
aminodacido nas espécies que este tem em conta é bastante baixo, o que se pode refletir
na previsdo dada. Apesar da alteragdo levar a substituicdo de um aminoacido, por outro
com caracteristicas muito diferentes, este software baseia-se num numero maior de
varidveis relacionadas com as sequéncias do que da estrutura, podendo assim levar ao
resultado de que a alteracao é benigna. Observando as sequéncias consideradas para a
previsdo através do SIFT®, ha uma maior conservacdao do aminoacido entre as espécies
consideradas, especialmente entre as espécies filogeneticamente mais proximas. Isto
pode levar ao resultado obtido, sendo o valor bastante proximo de 0,05, a partir do qual o
software considera que a alteracao é tolerada a nivel da proteina. Esta alteragdo nao se
encontra descrita nas bases de dados, tratando-se assim de uma nova alteracdo. Os
nossos resultados evidenciam também as limita¢gdes das ferramentas bioinformaticas,

devendo utilizar-se mais do que um tipo de software para uma analise mais completa.
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No que diz respeito a altera¢des no gene MT-CO2, foi identificada a substituicao
m.7598G>A, resultando numa alteracdo de aminoacido, de alanina (apolar) para treonina
(polar). Observa-se que, em ambos os softwares, a conservacdo do aminodcido é baixa,
sendo concordantes as previsdes dadas pelos dois programas - benigna/tolerada. Esta
substituicdo encontra-se descrita como polimorfismo e foi detetada em apenas um
doente. A substituicdo m.7805G>A também evidencia uma previsdo semelhante a
anterior, estando também descrita como polimorfismo e foi encontrada em dois doentes.
Um dos doentes apresenta a vcDFT, ao passo que o outro tem SCB.

Ja relativamente a alteracGes no gene MT-CO3, detetaram-se duas substituicdes,
m.9477A>G e m.9966G>A, que conduzem a alteracdo de aminoacido, ambas de valina
para isoleucina, apolares. A primeira foi encontrada em dois doentes (com diferentes
variantes clinicas) e a segunda num doente. As previsdes dadas pelos dois softwares
utilizados sdo concordantes. Estas duas substituicdes foram descritas em linhas celulares
de cancro da tirdide. Porém, para nenhum dos dois doentes esta descrito qualquer tipo

de patologia relacionada.

5.2. Andlise geral das variagdes detetadas

Sabe-se que as muta¢des no mtDNA podem estar relacionadas com um declinio
progressivo da funcdo normal de alguns tecidos. As mutacdes ao nivel do genoma
mitocondrial estdo primariamente ligadas a defeitos bioenergéticos, que estdo na base de
diferentes doencas neurodegenerativas (Grazina et al., 2006). De entre diversas doencas
neurodegenerativas, observa-se, efetivamente, sobreposicao clinica e/ou
neuropatoldgica. Este é o caso da doenca de Alzheimer (DA) e da DFT (Grazina et al.,
2004).

Tendo em conta a literatura, é possivel reunir varios estudos que se debrucaram
sobre a analise do mtDNA na DA (Grazina et al., 2006). Foram descritas alteracées em
diversas regides do mtDNA em doentes de Alzheimer, nomeadamente na regidao D-LOOP,
rRNA, tRNA, nas subunidades ND1 e ND2 do complexo | e ainda na subunidade CO2 do
complexo IV. No que diz respeito a alteracdes no complexo IV, Qiu et al. (2001)
encontraram as alteragdes m.8206G>T e m.8224A>T. No entanto, neste estudo nao foi
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avaliada a atividade da COX, o que seria importante. Porém, um ano mais tarde, foi
publicado outro estudo de alteracdes no mtDNA em doentes de Alzheimer, a partir do
qual se observou que existia uma correlacdo entre o nivel de mutacbes pontuais
somaticas e o decréscimo da atividade da COX (Lin et al., 2002).

Em 2004, Grazina e colaboradores consideraram a possibilidade de o mtDNA ser um
fator a ter em conta quer na DA, quer na DFT. Nesse trabalho, foram detetadas
altera¢des, uma ainda nao publicadada e uma ja conhecida, no gene que codifica a
subunidade 1 do complexo I, num doente com DFT. As duas alteracbes conduziam a
alteracdo de aminoacido. Reforcando os resultados obtidos no trabalho, os autores
observaram também uma redug¢ao de 64% da atividade do complexo enzimatico.

Em 2006, e ainda no que diz respeito a DA, um grupo publicou algumas alteracdes
encontradas no mtDNA, mais especificamente na COX. Trés delas eram alteracdes
missense, nos genes MT-CO3, entre as quais uma nova variacdo, m.9861T>C. O facto de
se tratar de uma alteragao na posicdo de um aminoacido conservado levou a equipa a
procura-la em mais doentes, tendo sido encontrada em mais um. Além do mais, nestes
dois doentes verificou-se uma atividade reduzida da COX, com uma reducdo de cerca de
80%, em comparacdo com controlos (Hamblet et al., 2006). As outras duas variacoes
incluiam as alteragGes nas posi¢cdes 9599 e 9477 do mtDNA, tendo esta ultima sido
também detetada em trés doentes no presente trabalho. De acordo com os autores do
estudo anteriormente referido, a alteracdo m.9477A>G é uma alteracao bastante comum.
Da analise dos nossos resultados, é possivel observar que algumas das alteragdes
identificadas sdo comuns as descritas para a DA (Hamblet et al., 2006), nomeadamente
m.1974C>T, m.1977C>T, m.3988C>T (gene MT-CO1) e m.3929T>C, m.1739T>C,
m.1816T>C (gene MT-CO3).

Ao observarmos mais atentamente as alteragdes, notamos que a alteragdo
m.7028C>T se encontra num numero consideravel de doentes, designadamente em 37.
De acordo com as frequéncias de haplotipo estimadas pelo Mitomap, os haplotipos mais
comuns nas populagdes do Oeste da Europa sdo o H (41%) e o U (18%). Ainda nesta base
de dados, é possivel consultar alteracdes marcadoras de haplogrupos, sendo que para o
haplogrupo H é apresentada a posicdo 7028, com o nucleétido original (C). Verifica-se

gue, efetivamente, no haplogrupo H predomina o nucledtido de acordo com a sequéncia
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original, tendo-se observado que a alteragdo m.7028C>T é marcadora de outros
haplogrupos existentes na Europa para além do H, nomeadamente o U (18%), J (9%), T
(8%), V (7%) ou K (5%) (Jiang et al., 2004; van der Walt et al., 2004). Desta forma, esta
pode ser uma razdo pela qual esta alteragdo foi encontrada com elevada frequéncia na
populacdo estudada.

Apesar de grandes esforcos para elucidar os mecanismos patolégicos especificos que
conduzem a perda celular, nomeadamente na neurodegenerescéncia relacionada com a
mitocondria, 0os conhecimentos atuais permanecem limitados. O defeito bioquimico mais
comum continua a ser o comprometimento da CRM e, portanto, a producao de ATP. No
geral, as variacbes detetadas neste estudo consistem em polimorfismos, na sua grande
maioria. Tal como noutros estudos da literatura, questiona-se quantas altera¢des
diferentes poderdo estar relacionadas com fendtipos distintos, mesmo tratando-se de
alteracdes envolvendo o mesmo complexo enzimatico. Apesar de grande parte das
alteragdes encontradas serem polimorfismos, ndo se deve excluir a possibilidade de
estarem envolvidos na etiopatogenia da DFT, juntamente com outras alteragdes, quer em
outros genes mitocondriais, quer em nucleares, sem esquecer fatores
externos/ambientais. Além do mais, parece relevante o facto de se terem descoberto
alteracOes ja descritas na DA, que tem sobreposicdo clinica e neuropatoldgica com a
doenca em estudo, embora ndo se tenha provado que, por si s6, estas alteracbes
conduzam a doenca. No sentido de reforcar os dados obtidos neste trabalho seria entdo
importante proceder a mais estudos, para compreender a possivel existéncia de uma
relacdo, ndo s6 dos genes MT-CO como de outros genes mitocondriais ndo estudados,
com a DFT.

E relevante realcar a hipdtese de um conjunto de alteracdes, que, isoladamente, n3o
sdo patogénicas, poderem condicionar a disfun¢gdo da CRM, com eventuais efeitos na
idade de inicio da doenca ou na interacdo com outros fatores genéticos nucleares

(Grazina et al., 2006).
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6. Conclusdes e perspetivas futuras
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As mutagdes ao nivel do mtDNA podem estar relacionadas com varias alteragdes
fenotipicas, que podem incluir uma alteracdo funcional da CRM, podendo ainda
influenciar muitas outras funcdes celulares. Adicionalmente, existe uma diversidade de
caracteristicas a considerar quando se esta a trabalhar com mtDNA, nomeadamente a sua
elevada taxa de mutagdes, relacionada com a auséncia de histonas e sistema de
reparacao menos eficiente, em comparacdo com o nDNA (Grazina et al., 2004). Dada esta
vulnerabilidade, podem ocorrer danos oxidativos no mtDNA, em especial com o aumento
da idade e nas doencas neurodegenerativas. Todos estes dados tornam a interpretacao
de resultados mais complexa.

De facto, as variagdes polimérficas nas subunidades da CRM podem determinar a sua
eficiéncia e a producdao de ROS, que se correlacionam com alteragcdes no mtDNA. Além
disso, as mutacGes somaticas no mtDNA conduzem a reducdo da eficiéncia da CRM,
podendo levar a disfuncdo da OXPHOS e/ou producdo de ROS aumentada. As alteragdes
no mtDNA podem ter influéncia na idade de inicio de uma dada doencga, contribuindo
para o processo neurodegenerativo, que pode estar relacionado com o
comprometimento da CRM (Grazina et al., 2006). Ndo se deve ainda esquecer a
relevancia de fatores ambientais, que contribui para uma maior dificuldade em
estabelecer uma relagdo genotipica e fenotipica (Gosh et al., 1999).

Apesar de o conhecimento da DFT ter vindo a aumentar consideravelmente, os
estudos que tentam compreender uma possivel relacdo da importancia do mtDNA na
doenga s3do bastante escassos. No presente estudo, foi encontrado um numero
consideravel de alteracGes, maioritariamente polimorfismos. Foi encontrada uma nova
alteracdo que ndo se encontrava descrita na literatura. Neste aspeto, é relevante
mencionar a importancia das diferentes ferramentas as quais se pode recorrer para obter
diferentes tipos de previsdes. No conjunto, estas alteracdes que codificam polipeptideos
ao nivel das subunidades do complexo IV podem estar relacionadas com a alteracdo da
sua atividade, pelo que podem estar envolvidas na etiopatogenia da DFT. Nesse sentido,
seria importante analisar a atividade deste complexo enzimdatico, para complementar
estes dados. Por outro lado, estas alteracGes podem estar associadas a outras mutacgoes,

guer mitocondriais, quer nucleares. De acordo com diversos estudos, as mutacdes no
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mtDNA pode também ter um efeito cumulativo, aumentando a probabilidade de
desenvolver uma falha no funcionamento da CRM.

Para complementar o presente estudo, seria essencial verificar a auséncia das
alteragcbes identificadas, em particular as que tém previsdio de que podem ser
patogénicas, confirmar que permanecem ao nivel do mRNA e realizar estudos de
expressdo. Estes permitiriam analisar os niveis dos polipeptideos em causa (por western
blotting) e, eventualmente, investigar a localizacdo destas proteinas na mitocondria (por
microscopia confocal) e a morfologia mitocondrial (por microscopia eletrénica).

Os resultados apresentados sdo originais e representa, uma contribuicdo muito

relevante no estudo do envolvimento do mtDNA na DFT.
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