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Resumo

As doencas de Huntington (DH) e Parkinson (DP) sdo duas patologias
neurodegenerativas que tém sido alvo de inidmeros estudos nos ultimos anos.
A DH é uma doenca autossdmica dominante causada pela expansdo de uma
repeticdo do trinucledtido CAG no gene IT15 ou HD, que codifica a proteina
huntingtina (Htt). Caracteriza-se por uma atrofia do ndcleo caudado e do
putamen. Por sua vez, a DP caracteriza-se principalmente por uma perda dos
neurénios dopaminérgicos localizados na substancia nigra, sendo cerca de
5% dos casos hereditarios. Estes estdo associados a mutacdes em genes
gue codificam proteinas, nomeadamente a alfa-sinucleina.

A DH pode estar relacionada com varios mecanismos patogénicos,
com destaque para o envolvimento da mitocondria, nomeadamente no que se
refere ao stress oxidativo, comprometimento no transporte de célcio,
disfuncdo metabdlica, entre outros. Neste sentido, torna-se importante o
estudo do mtDNA, que desempenha um papel importante em diversas
doencas neurodegenerativas. Os cibridos tornaram-se uma abordagem (til
no estudo de defeitos causados por mutacbes a nivel do mMtDNA,
nomeadamente na DH. Porém, para atingir este objetivo € necessario, em
primeiro lugar, obter células Rho-0. Desta forma, é essencial a confirmacgéo
de uma deplecao total de mtDNA nestas células. Neste trabalho, pretendeu-
se alcancar esse objetivo através da quantificagdo do niamero de cépias de
mtDNA, em controlos e doente de Huntington, através de PCR em tempo
real.

Na DP, também também existem inUmeras evidéncias de
envolvimento da mitocéndria nos mecanismos etiopatogénicos que levam a
doenca. Foi reconhecido que a alfa-sinucleina desempenha um papel crucial
nesta doenca, ocorrendo interacdo com a mitocOndria, que pode ser
importante nos mecanismos subjacentes a doenca. Assim, com o fim de
tentar compreender uma possivel relacdo entre o0 mtDNA e a expressao
desta proteina, recorreu-se a um sistema Tet-off, do qual resulta uma
expressao normal ou sobre-expressdo da alfa-sinucleina. Para esta andlise

procedeu-se a medicdo do numero de copias de mtDNA em células que
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expressavam a proteina em questdo nas condicdes referidas. No sentido de
investigar alteracbes no mtDNA, foi também objectivo proceder a
sequenciacdo do mtDNA, em particular dos sete genes mitocondriais MT-ND,
gue codificam subunidades do complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial.

Na quantificacdo do numero de coépias em células Rho-0, ndo se
observou uma deplecdo total do mtDNA. Pelo contrario, detetou-se um
namero elevado de cépias, quer nas células controlo, quer nas células de
doente. Foram usadas células expostas a 0, 50 e 75 ng/mL de brometo de
etideo (BrEt). Verificou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre
as concentracfes de 0 e 50 ng/mL e entre 0 e 75 ng/mL, para as células
controlo. Nas concentracdes usadas de BrEt nas células de doente, ndo se
observaram diferencas estatisticamente significativas. Relativamente ao
namero de copias para as condicdes +Dox e -Dox das células de DP,
também nao se verificou uma diferenca estatisticamente significativa. JA no
gue toca a sequenciacdo dos genes MT-ND nestas células, foi detetada a
alteracdo 11016 G>A para ambas as condi¢des, ndo tendo sido detetadas
variacdes devidas a alfa-sinucleina.

Este trabalho permitiu entender que a PCR em tempo real podera ser
utilizada como alternativa a um conjunto de técnicas utilizadas em diversos
estudos no sentido de averiguar a deplecéo total de mtDNA, visto ser mais
simples e rapido. Apesar de a alteracdo detetada se tratar de um
polimorfismo, de ter sido encontrada nas duas condi¢cdes e de néo parecer
existir uma relacdo entre o numero de cépias nestas condi¢des, ndo se pode
descartar a possivel relacdo do mtDNA com a alfa-sinucleina na DP. Estudos
anteriores mostraram uma associagao entre alteragcbes no mtDNA e a DP,
tendo-se também observado que a inibicdo da atividade do complexo |

podera conduzir a agregacéo da proteina.

Palavras-chave: Huntington; Parkinson; Huntingtina; Alfa-sinucleina; mtDNA,
Cibridos; Complexo I.
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Abstract

Huntington disease (HD) and Parkinson's disease (PD) are two
neurodegenerative disorders that have been the subject of numerous studies
in the recent years. HD is an autosomal dominant disease caused by
expansion of a trinucleotide CAG repeat in the IT15 gene or HD, encoding the
protein huntingtin (Htt). It's characterized by atrophy of the caudate nucleus
and putamen. In turn, PD is characterized mainly by a loss of dopaminergic
neurons located in the substantia nigra, and 5% of the cases are familial.
These are associated with mutations in genes encoding proteins, in particular
alpha-synuclein.

HD may be related to a wide variety of pathogenic mechanisms, with
emphasis on mitochondria, in particular in relation to oxidative stress,
impairment in calcium transport, metabolic dysfunction, among others.
Accordingly, it is important to study the mtDNA, which plays an important role
in several neurodegenerative diseases. Cybrids became a useful approach in
the study of defects caused by mutations of mtDNA levels, particularly in HD.
However, to achieve this goal it is first necessary to obtain Rho-0 cells. Thus,
it is essential to confirm a total depletion of mtDNA in these cells. In this work
we intended to achieve this objective by quantifying the number of copies of
MtDNA in controls and Huntington patients, by real-time PCR.

With regard to PD, there’s also evidence of a correlation with the
mitochondria in the etiopathogenic mechanisms that lead to the disease. It
was recognized that alpha-synuclein plays a crucial role in this disease,
occuring interaction with mitochondria, which can be important in the
mechanisms related to PD. Thus, in order to try to understand the interactions
between the mtDNA and the expression of this, we used a Tet-off system,
which results in a regular expression or over-expression of alpha-synuclein.
For this analysis we carried out the measurement of mtDNA copy number in
cells expressing the protein in question as indicated. In order to investigate
changes in the mtDNA we also proceeded to mtDNA automated sequencing,
in particular of the seven mitochondrial genes MT-ND., which encode subunits

of complex | of the mitochondrial respiratory chain.
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In mtDNA copy number quantification of Rho-0 cells, there was not a
total mMtDNA depletion. On the opposite, it was quantified a high number of
copies, either in control cells or patient cells. We used cells exposed to 0, 50
and 75 ng/mL of ethidium bromide. There was a statistically significant
difference between the concentrations from 0 to 50 ng/mL and between 0 and
75 ng/mL, for the control cells. For the used ethidium bromide concentrations
in patient cells, there were no statistically significant differences. For the copy
number to the +Dox and -Dox conditions PD cells, there was also no
statistically significant difference. In what regards the sequencing of the MT-
ND genes in these cells it was detected the variation 11016 G> A for both
conditions, and no variations due to alpha-synuclein were detected.

This work allowed us to understand that real-time PCR can be used as
an alternative to a set of techniques used in several studies to determine the
total depletion of mtDNA, since it is simpler and faster. Despite the variation
detected is a polymorphism, found in both conditions and that did not seem to
exist a relationship between the number of copies and the two studied
conditions, it can’t be excluded the possible relationship of mtDNA with alpha-
synuclein in PD. Previous studies have shown an association between the
MtDNA and mtDNA PD sequence variations and it was also observed that the

inhibition of the activity of complex | may lead to protein aggregation.

Keywords: Huntington; Parkinson; Huntingtin; Alpha-synuclein; mtDNA,
Cybrids; Complex I.
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Investigagdo do mtDNA nas doengas de Huntington e Parkinson

As doengas neurodegenerativas constituem um problema grave de saude
publica. De facto, o numero de doentes afetados continua a aumentar e
existem poucas terapias disponiveis, podendo haver uma ligagao entre o
numero crescente de doentes e o aumento da esperanca média de
vida(Brouillet et al., 2005).

1.1 A doenga de Huntington

Esta doenca, também conhecida por Coreia de Huntington (“khoreia”,
palavra grega para “danga”), foi descrita pela primeira vez em 1872 (Figura 1)
pelo médico George Huntington (Durbach e Hayden, 1993). E num artigo que
publica nesse ano que agrupa as observagdes feitas pelo seu pai e pelo seu
avd, médicos generalistas em Long Island, de varias familias afetadas em
varias geragdes. Assim, descreveu-a como uma coreia hereditaria,
caracterizada por um inicio tardio, evolucao inevitavel e uma tendéncia para

loucura e suicidio (Huntington, 1872).

"The hereditary choreaq, as | shall call it, is confined to certain and fortunately a few
families, and has been transmitted to them, an heiloom from generations away
back in the dim past. It is spoken of by those in whose veins the seeds of the
disease are known to exist, with a kind of horror, and not at all alluded to except
through dire necessity, when it is mentioned as "that disorder." It is aftended
generally by all the symptoms of common choreaq, only in an aggravated degree,
hardly ever manifesting itself until adult or middle life, and then coming on
gradually but surely, increasing by degrees, and often occupying years in its
development, until the hapless sufferer is but a quivering wreck of his former self.

"It is as common and is indeed, | believe, more "common among men than
among women, while | am not aware that season or complexion has any
influence in the matter. There are three marked peculiarities in this disease:
1. Its hereditary nature.

2. A tendency to insanity and suicide.

3. Its manifesting itself as a grave disease only in adult life.

Figura 1. Descricdo da doenca de Huntington por George Huntington em 1872.

Este texto foi extraido do artigo de George Huntington, escrito em 1972 no jornal The Medical and
Surgical Reporter: A Weekly Journal (Philadelphia: S.W. Butler), vol. 26: 317-321. Introduction
copyright 2003 American Psychiatric Publishing, Inc.

A doenga de Huntington € uma patologia degenerativa progressiva do

sistema nervoso central, caracterizada por uma perda de células neuronais

Fernandes S, 2012 2



Investigagdo do mtDNA nas doengas de Huntington e Parkinson

localizadas em zonas precisas do cérebro, o nucleo caudado e o putamen
(estruturas do estriado). Estas zonas sao preferencialmente afetadas (Figura
2), enquanto que o talamo, o cortex e a substancia branca subcortical séo

afetados mais parcial e tardiamente (de la Monte et al. 1988).

Putamen ﬁ@ggﬂge
&Iobu? allidus Thalamus
atera garts )
. Subthalamic
lobus paIIn?us nucleus
gnedlal part
) Substantia
- nigra

Figura 2. Areas do cérebro afetadas na doencga de Huntington (adaptado de Rhawn, 2000).

Trata-se de uma doencga autossdmica dominante hereditaria, causada
por uma expansao anormal de repeticdes de CAG no exdo 1 no gene que
codifica a huntingtina (Htt), localizado no cromossoma 4p16.3, resultando
num maior numero de repeticdes de poliglutaminas (PolyQ) na proteina Htt,
que esta na base da doenca. Esta proteina atua como scaffold protein,
regulando o trafego de vesiculas e organelos e vias de sinalizagao (Orr e
Zoghbi, 2007; Shao e Diamond, 2007).

1.1.1 Caracteristicas clinicas da DH

Do ponto de vista clinico, a DH apresenta trés sinais clinicos
caracteristicos (Siabas, 1991; Mikaelian, 2001):

- perturbagdes motoras;

- perturbacgdes psiquiatricas;

- perturbagdes cognitivas.

Fernandes S, 2012 3



Investigagdo do mtDNA nas doengas de Huntington e Parkinson

Desta forma, podem distinguir-se, segundo a evolugao clinica, trés
formas de doenga de Huntington: comum, precoce e tardia. As diferengas na
idade de inicio e na evolugdo clinica podem implicar mecanismos
fisiopatoldgicos diferentes, levando a necessidade de estratégias terapéuticas

especificas.

As perturbagdes motoras caracterizam-se por hipercinesia involuntaria
e podem, inicialmente, assemelhar-se a simples gestos de nervosismo.
Durante a evolugao da doenca, as perturbacbées motoras tornam-se mais
evidentes e evoluem de uma forma inexoravel, constituindo uma marca da
patologia (Hefter et al., 1987; Penney et al., 1990; de Tommaso et al., 2001).

Estas perturbagbes incluem (Hefter et al., 1987; Penney et al., 1990;
de Tommaso et al., 2001):

- A coreia: movimento involuntario, brusco, explosivo e imprevisivel,

acentuado pelo stress. Afeta varias partes do corpo, como a cara, o

pescogo, o tronco e os membros (projecao dos bragos para a frente e

andar descoordenado);

- A bradicinesia: movimentos lentos;

- A acinesia: auséncia de movimentos, observada numa fase

terminal;

- A distonia: alteracao ou perturbacao da tonicidade dos musculos;

- A disartria: dificuldade na articulacdo e pronuncia das palavras, sem

anomalias na escrita, leitura e compreensao;

- A disfagia: perturbacbes na deglutinagdo, podendo levar a

complicacdes pulmonares e a morte;

- A hipotonia: diminuicdo da tensdo muscular ao nivel dos bragos e

pernas;

- A hiper-reflexia: reflexos acentuados;

- Outros movimentos involuntarios que dificultam gestos do

quotidiano, como vestir-se ou escrever.

Para além do mau-estar que a doenca induz por si sO, e da
degradagdo fisica dos doentes, estes apresentam quase sempre

perturbacgdes psiquiatricas, que podem levar a um estado depressivo.

Fernandes S, 2012 4
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Normalmente, os doentes ficam ansiosos, irritadicos, introvertidos,
distraidos, apresentam um embotamento afetivo e podem demonstrar um
sentimento de inferioridade e insucesso. Alguns autores consideram que este
estado depressivo pode, por vezes, levar ao suicidio, sendo a taxa de
suicidio em doentes de Huntington superior, relativamente a da populacéo
em geral. Os sintomas surgem frequentemente antes dos sinais motores e
antes que a doenga seja confirmada do ponto de vista médico (Bruyn, 1986;
Caine, 1985). Além destes sintomas depressivos, os gostos pessoais destes
doentes ou a sua funcdo sexual pode mudar. Podem também ser
desenvolvidos sintomas de parandia semelhantes aos dos esquizofrénicos

podendo levar por vezes a violéncia (Bruyn, 1986).

Os sinais cognitivos sdo precoces e precedem 0s sinais motores na
sintomatologia da doencga, tornando-se necessario muitas vezes os doentes
ficarem aos cuidados de alguém (Hahn-Barma et al., 1998). Contrariamente a
outras patologias neurodegenerativas, o doente nao sofre de desorientagcéo
espacial e temporal. Globalmente, ocorrem alteracbes psicomotoras
(Panegyres, 2004) e os doentes queixam-se de perda de memoria,
problemas de organizacao e de planificagao, frequentemente acompanhados
muito por uma constante incapacidade de coordenacdo e de iniciacido de
tarefas complexas (Caine, 1985).

Caine e Fisher (1985) descreveram que o quotidiano intelectual,
avaliado através da escala WAIS-R (Wechsler Adult Intelligence Scale-
Revised) (Wechsler, 1981), degrada-se paralelamente a evolugéo da doenca.
Alguns exercicios de avaliagao incluem exercicios de aritmética, classificagdo
de imagens e reconhecimento de simbolos (Kirkwood et al., 2000). As
anomalias detetadas pelos exercicios de aritmética evidenciam as
perturbacdes de compreensao verbal e da memoria auditiva a curto prazo. A
classificagdo das imagens aponta para as anomalias da analise visual, da
compreensao da causa a consequéncia e da reflexdo sequencial. O
reconhecimento de simbolos encontra-se diminuido pelas anomalias ao nivel
da velocidade do movimento ocular, da memdria visual e da coordenacgao. A
linguagem e a expressao oral também sao afetadas, mas sdo mais evidentes

as consequéncias relativamente aos problemas de pronunciacdo de palavras
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e da expressao facial, do que a consequéncia da disfungao cognitiva (Brandt,
1991).

Os critérios utilizados para o diagndstico da DH, tendo em conta as
caracteristicas descritas até agora, incluem:

i) histéria familiar da DH,;

ii) défice motor progressivo associado a coreia ou rigidez sem outra

causa definida;

iii) alteragbes psiquiatricas com deméncia progressiva, sem outra

causa.

Hoje em dia, os individuos que apresentam estes sintomas sao
submetidos ao teste genético, com vista a avaliar a presenga da mutacao

asssociada a DH e confirmar o diagndéstico (Gil-Mohapel e Rego, 2011).

1.1.2 Epidemiologia da DH

A DH é uma doencga que surge no adulto jovem (entre os 35 e 50
anos), exceto em raras excegdes nas quais pode ter um inicio mais precoce,
como aos 2 anos de idade, ou um inicio tardio, por volta dos 80 anos.
Normalmente, os doentes sobrevivem cerca de 15-20 anos apds o0s primeiros
sintomas do inicio da doenga (Kremer, 2002; Cattaneo et al., 2005; Gil e
Rego, 2008; Reddy et al., 2009). A prevaléncia desta doenga € muito menor
em comparagao com a doenga de Alzheimer ou Parkinson (Munoz-Sanjuan e
Bates, 2011). Tem uma prevaléncia de 5 a 10 em 100.000 habitantes em
todo o mundo e estima-se que afete 4 a 10 em 100.000 individuos,
maioritariamente de origem caucasiana (Kremer, 2002). Em Portugal, em
2007, de acordo com a Associagao Portuguesa de doentes de Huntington,
existiam entre 500 a 1.000 casos de DH numa populagdo de 10.617.575
habitantes (APDH, 2007).

1.1.3 Patologia da DH
A doenga de Huntington é caracterizada por uma degenerescéncia

progressiva de um subconjunto de neurdnios do estriado, os neurdnios
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piramidais corticais no cértex motor, frontal e occipital (Schippling et al., 2009;
Duff et al., 2010; Paulsen et al., 2010; Pavese et al., 2010; Thu et al., 2010).
A forma mais comum de avaliar a neurodegenerescéncia em doentes de
Huntington, consiste num sistema de graduagao, aplicado em post mortem,
desenvolvido por Vonsattel et al. (1985). De acordo com este sistema, a DH é
classificada em 5 graus (0 a 4), associados a diferentes estadios de
gravidade neuropatoldgica (Vonsattel e DiFiglia, 1998).

Relativamente ao estriado, os neurdnios espinhosos de projegcdes
médias (que correspondem a 95% da populagdo neuronal dessa regido) sao
a populagédo de neurdnios mais afetados (Albin et al., 1989; Joel e Weiner,
1997). Foi observada uma atrofia do hipotdlamo, que pode levar a perda de
40% do peso total do cérebro (Gusella, 2001; Kassubeck et al., 2004). Além
disso, a neuropatologia na doenga de Huntington também é caracterizada
pela acumulagao de inclusdes intranucleares neuronais (lINs) e agregagao de
neurites distroficas (DiFiglia et al., 1997; Sapp et al., 1999). Geralmente,
verifica-se uma perda de massa cerebral nos doentes, antes da perda de
peso corporal e do inicio dos sintomas neurolégicos, em que as I[INs surgem
antes da perda de peso cerebral (Vonsattel e DiFiglia, 1998).

No que diz respeito as repeticdbes de poliglutamina, séo altamente
polimdrficas e 0 aumento do numero a cada geragao, quando herdadas por
individuos do sexo masculino, esta associado a um aparecimento mais
precoce da doenga, fendmeno que é designado por “antecipacédo” (Reddy et
al., 1999). A Huntingtina € uma proteina com 350 kDa, que é expressa de
forma ubiqua no cérebro e tecidos periféricos. Mais especificamente, no
cérebro, esta proteina encontra-se preferencialmente no citoplasma dos
neurdnios (Reddy et al., 1999; Bates, 2005; Li e Li, 2004; Orr e Zoghbi, 2007).
A huntingtina na forma wild-type tem um papel importante na sobrevivéncia
das células, controlando as vias de apoptose, a regulagdo da maquinaria de
transporte intracelular, o trafego vesicular e a secregdo. A mutagdo nesta
proteina induz tanto uma perda como um ganho de funcdo (Reiner et al.,
2003; Cattaneo et al., 2005; Borrell-Pages et al., 2006).
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1.1.3.1 A proteina huntingtina

O papel fisiolégico da huntingtina ainda ndo é conhecido com exatidao,
mas, até ao momento, foram ja apresentadas varias hipéteses. Conforme
referido anteriormente, esta proteina € ubiqua e os seus niveis de expressao
mais elevados sao no cérebro e nos testiculos (Borrell-Pages et al., 2006).
No cérebro é expressa pelos neurdnios, assim como pelas células da glia
(Shin et al., 2005). Estudos realizados com modelos (ratos), nos quais o gene
DH estava silenciado (HD knock-out) mostraram que a auséncia da Htt era
letal (Harjes e Wanker, 2003).

Existem varios estudos que atribuem diversas fungdes possiveis a
proteina normal. Estes estudos sugerem que a proteina possa desempenhar
um papel anti-apoptdtico, estar envolvida na transcricdo, na exocitose
neuronal, participar na formagdo de sinapses ou ser necessaria ao
desenvolvimento embrionario (DiFiglia, 1995; Zeitlin et al., 1995; Harjes e
Wanker, 2003 Sugars e Rubinsztein, 2003; Massouh, 2007). Desta forma,
nao € adequado atribuir-se uma unica fungao a esta proteina. A huntingtina
deve ser considerada como uma molécula multifuncional, visto poder assumir
conformacgdes e papéis especificos, ao ter a capacidade de se ligar a outras
proteinas, dependendo da sua localizagdo e maturagado na célula (Harjes e
Wanker, 2003; Macdonald, 2003; Marcora, 2003; Li e Li, 2004).

A huntingtina mutada (mtHtt) é caracterizada por um dominio rico em
glutamina ao nivel do N-terminal. Os mecanismos pelos quais esta expansao
polyQ tornam a proteina tdxica e, mais especificamente, causa a
degenerescéncia selectiva de neurénios do estriado, sdo ainda pouco claros
(Charvin, 2005). Nesse sentido, Sugars e Rubinsztein (2003) enfatizaram um
ponto importante: os sintomas da doenca de Huntington n&o devem ser
somente considerados como a consequéncia de uma perda neuronal, mas
também como a consequéncia da disfungao inicial das células, que tém um
papel relevante no surgimento dos sintomas clinicos. Segundo Rangone et al.
(2004), o papel da proteina mutada no surgimento da doenga de Huntington
situa-se a dois niveis. Por um lado, a propria mtHtt é toxica e, por outro lado,
a mutacao leva a perda de propriedades benéficas da proteina funcional.

Assim, ainda ndo esta claramente definido de que forma a mtHtt causa
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neurodegenerescéncia. Para além de trés dominios HEAT (Huntingtin-
Elongation-A subunit-TOR), que parecem estar relacionados com a interagao
de proteinas, as fungdes detalhadas da huntingtina permanecem
desconhecidas (Andrade e Bork, 1995; Takano e Gusella, 2002). Na
literatura, s&o encontrados estudos, indicando que a Htt interage com mais
de 200 proteinas e que as interagdes anormais da proteina podem, em parte,
levar a sua toxicidade (Sugars e Rubinsztein, 2003; Thomas, 2006).

As fungdes toéxicas adquiridas pela mtHtt podem envolver, quer a
forma full-length da proteina wild type, quer o fragmento N-terminal, obtido
pela clivagem realizada por varias proteases, que ainda nao foram
identificadas em detalhe (Damiano et al., 2010). Como ja foi mencionado,
dados disponiveis sugerem que o0 mecanismo de accdo da mtHtt esta
relacionado com um ganho de fungéo, enquanto outros mostram uma ligagao
a perda de fungdo. Os mecanismos propostos para um ganho de fungao da
mtHtt incluem a modulagdo transcricional, agregacdo de proteinas e
exocitose (DiFiglia, 1990; Cha, 2000; Zuccato et al, 2001; Ross, 2004; Fan e
Raymond, 2007). Foi demonstrado que correntes de NMDAR e Ca** estavam
aumentadas em neurdnios espinhosos médios de ratos transgénicos
(Fernandes et al., 2007; Zeron et al., 2002; Zeron et al., 2004). Por outro lado,
outros estudos referem a clivagem da mtHtt pela caspase 6, como um
processo relacionado com a toxicidade mediada pela huntingtina (Graham et
al., 2006). No entanto, também ha dados que revelam que a mtHtt leva a
neurodegenerescéncia por um mecanismo de perda de funcido. Neste
sentido, foi demonstrado que a Htt wild type regula a expresséo do brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), que € um fator importante na
sobrevivéncia neuronal do estriado. No que diz respeito a esta regulagao, foi
evidenciado que a mtHtt altera a expressdo do gene BDNF, comprometendo,
consequentemente, a sobrevivéncia neuronal e do trafego de vesiculas de
BDNF (DiFiglia, 1990; Zuccato et al., 2001; Zeron et al., 2002; 2004; Zuccato
et al.,, 2003; Ross, 2004; Zeron et al., 2004; Borrel-Pages et al., 2006;
Graham et al., 2006; Fan, 2007; Fernandes et al., 2007). O que parece
acontecer € que os niveis de BDNF reduzidos no estriado tornariam os
neuronios espinhosos médios muito vulneraveis, podendo este ser um

mecanismo na base da DH. Deste modo, €& possivel que ambos os

Fernandes S, 2012 9



Investigagdo do mtDNA nas doengas de Huntington e Parkinson

mecanismos de ganho e perda de fungdo coexistam e contribuam para a

complexidade das vias moleculares subjacentes a DH (Damiano et al., 2010).

1.1.4 Genética da DH

A doencga de Huntington é uma patologia autossomica dominante que
afeta tanto homens como mulheres. Geralmente, esta relacionada com um
antecedente familiar, exceto em caso de mutacdo de novo (muito raro). E
caracterizada como uma doenca de penetrancia completa, isto €, a mutacao
exprime-se sempre ao nivel do fendtipo, sendo que os filhos tém 50% de
risco de desenvolver a doenga (Gusella et al., 1983).

Em 1983, foi identificado o fator genético responsavel pela DH, no
braco curto do cromossoma 4 (4p16.3), correspondente a um segmento de
DNA instavel, que contém uma expansao continua de repeti¢gdes do tripleto
CAG (Figura 3). Este trinucledtido localiza-se perto do terminal 5° do exao 1
do gene Interesting Transcript 15 (IT15, que codifica a proteina huntingtina),
com um tamanho de 200 kb e composto por 67 exdes (The Huntington’s
Disease Collaborative Research Group, 1993).

A presenca anormal e instavel de uma expanséao de tripletos de CAG,
igual ou superior a 37, é responsavel pelo fendétipo da doenca (Kremer et al.,
1994). No entanto, pode existir uma penetrancia incompleta para um numero
de repeticbes de CAG entre 35 e 40, apesar de ser considerada sempre
completa a partir de 40 CAG e o gene normal possuir 9 a 34 CAG (Tabela 1).
A presenga de um numero anormal de residuos de glutamina confere a
huntingtina uma alteragdo na sua conformacgdo, interacgdes e fungdes

bioquimicas (Snell et al., 1993).
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Tabela 1. Classificagdo do risco de transmissdo da DH para a descendéncia, tendo em conta o niumero
de repeticbes CAG (adaptado de Mohapel e Rego, 2011).

T:pt:;%:se Risco de transmﬁissa_io para a Manifestagao da
CAG descendéncia Doenca
<28 N&o ha transmissao Nao ha
Intermediario (no caso da ocorréncia de
28-35 mutag,(")es que Ievam_a~um aumento do NZo ha
numero de repeticoes CAG na
descendéncia)
Possibilidade de vir a
35-40 Penetrancia incompleta manifestar ou inicio
mais tardio
40-50 Penetrancia completa Na idade adulta
> 50 Penetrancia completa Precocemente (juvenil)

A mutagdo genética esta presente a nascenga, mas sO se exprime
clinicamente mais tarde. A idade de inicio dos sintomas da doenca esta
relacionada com o comprimento da expansao CAG, que é inferior a 30 anos

para formas longas e superior a 50 anos para formas curtas (Andrew et al.,
1993; Snell et al., 1993).

(CAG)n

——p > 60 inicio juvenil

— DH inicio idade adulta
~—JPp 36 - 40 penetrancia incompleta
—P 29 - 35 possibilidade de mutacao

~— 8 - 29 normal
IT15
Gene huntingtina

- 67 exoes
- 200 kb
- cromossoma 4

4p16.3

Cromossoma 4

Figura 3. Representagdo do gene huntingtina (ou gene DH ou IT15) e impacto do tamanho das
repeticdes de poliglutamina no inicio da DH (adaptado de Rego e de Almeida, 2005).

Fernandes S, 2012 11



Investigagdo do mtDNA nas doengas de Huntington e Parkinson

1.1.5 Cibridos e DH

Nos ultimos anos, os cibridos tém sido uma ferramenta muito por
varios investigadores, para explorar questdes fundamentais do DNA
mitocondrial (mtDNA), relacionadas com a biologia molecular. Diversos
estudos mostraram que sao uteis em casos de doengas neurodegenerativas
relacionadas com disfungdo mitocondrial, uma vez que permitem a
transferéncia mitocondrial desses doentes, criando assim linhas de cibridos
que resumem e perpetuam os mesmos defeitos bioquimicos (Swerdlow,
2007).

Os cibridos, ou células hibridas citoplasmaticas, sdo formados pela
fusdo de dois tipos celulares diferentes, a partir de uma célula Rho-0 (célula
desprovida de mtDNA) para a qual é transferido o genoma mitocondrial de
doentes ou de individuos saudaveis (controlo). Para a produgao de cibridos,
€ necessario, em primeiro lugar, obter células Rho-0 (Swerdlow, 2007).

Esta producdo de cibridos também pode ser efetuada a partir de
plaguetas, que tém a vantagem de nao possuirem nucleo e, portanto, ndo
sera necessario proceder previamente a eliminacdo do nucleo. No que diz
respeito a este procedimento, é de referir que foi evoluindo ao longo dos
anos. Na década de 60 utilizou-se brometo de etideo, uma vez que este se
intercala nas cadeias de DNA, devido a sua carga positiva em relagdo ao
DNA, de carga negativa, resultando assim numa falha na replicagcao
(Slonimski et al., 1968; Goldring et al., 1970). Quer nestes estudos, em
leveduras, quer num estudo posterior numa linha celular eucaridtica,
observou-se uma deplegdo quase completa do mtDNA (Wiseman e Attardi,
1978). No entanto, foi em 1985 que se atingiu este objectivo por completo,
numa linha de fibroblastos de galinha. Neste caso, para além de recorrerem
ao brometo de etideo, os autores basearam-se no facto de uma enzima
requerida para a sintese de pirimidinas depender da funcdo da cadeia
respiratéria mitocondrial (CRM). Assim, antecipando que a deple¢ao do
mtDNA resultaria no comprometimento da CRM e, consequentemente, da
sintese de pirimidina, as células foram expostas a brometo de etideo e a
uridina (intermediaria da via da sintese das pirimidinas). Tal parece ter

facilitado a reducdo dos niveis de mtDNA, de 600 coépias por célula para
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nenhuma cépia detectavel (Gregoire et al., 1984; Desjardin et al., 1985). Em
1989 foi publicado o primeiro caso de sucesso em células humanas, tendo
sido usado, para além de brometo de etideo e uridina, também piruvato, para
manter o potencial redox da célula (King e Attardi, 1989; King e Attardi,
1996).

Apods obter células Rho-0, foi entdo possivel proceder a transferéncia das
mitocondrias de outras células para estas, normalmente mediada por

polietilenoglicol ou por inje¢ao das mitocdndrias (King e Attardi, 1989).
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1.2. A doenca de Parkinson

As doencgas neurodegenerativas relacionadas com o avango da idade
— e em particular a doenca de Parkinson — sdo um problema de saude
publica que tem vindo a crescer. A seguir a doenga de Alzheimer, a doenga
de Parkinson (DP) é a segunda doenga neuroldgica mais frequente, mas, até
hoje, ndo existe cura para nenhuma destas duas doengas (Rahkonen et al.,
2003).

De facto, inicialmente a descricdo da doenca de Parkinson fazia
referéncia a sintomas motores, sem ter em conta qualquer tipo de
‘perturbagcdo mental” (Parkinson, 1817). Foi um século depois que o
neurologista Jean-Martin Charcot definiu “The Shaking Palsy’, observada por
James Parkinson como uma sindrome distinta e designou-a como doenga de
Parkinson. Em 1912, Lewy descreveu as inclusdes intraneuronais presentes
no cérebro de individuos que sofrem desta doenga, que, alguns anos mais
tarde, foram designados de corpos de Lewy por Trétiakoff. Na década de 20,
Joseph Babinski aponta para o facto de ocorrerem variagdes motoras nesta
patologia. Hassler, em 1938, e Greenfield e Bosanquet em 1953, mostraram
que a substancia nigra mesencefélica € particularmente afetada e, alguns
anos depois, foram Ehringer e Hornykiewicz quem descreveu uma deficiéncia
em dopamina no estriado (Greenfield e Bosanquet, 1953; Ehringer e
Hornykiewicz, 1960; Goetz et al, 2001a; Goetz et al, 2001b; Suchowersky e
Furtado, 2004; Goetz, 2005). Foram associados casos de deméncia com a
presenca de corpos de Lewy difusos, corticais e subcorticais (Okazaki et al.,
1961). Desde entdo, foram descritos varios casos, nos quais a presenga de
corpos de Lewy difusos estavam associados ou a uma sindrome
parkinsoniana isolada, ou a uma sindrome de deméncia, ou ainda a
associagao dos dois (Kosaka et al., 1984).

Mais recentemente, o Professor Arvid Carlsson (Prémio Nobel de
Medicina 2000), contribuiu para a descoberta da neurotransmissao mediada
pela dopamina e do desenvolvimento de L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina),
para o tratamento sintomatico da doenga de Parkinson (Manyam e Sanchez-
Ramos, 1999).
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A doencga de Parkinson provoca tremores, rigidez muscular crénica,
problemas no controlo dos movimentos e equilibrio, assim como diversos
outros sintomas neuromotores e neuroldgicos (Jakobsen e Jensen, 2003).
Esta patologia € altamente debilitante, resultando principalmente na
degenerescéncia dos neurdnios dopaminérgicos (Figura 4) ao nivel da

substancia nigra (Dauer e Przedborski, 2003).

A B
Normal Doenca de
- Nucleo caudado ) Parkinson
v ) S\ Nucleo
v _ y L ¢4 — s caudado
P o 8 { — 3
y . < ‘, A ) & SRSy J} 2\ Putamen /,/
/ e d — A /
fL‘ WY ot ' t/
” -~ —
- 4 ( f/ ' /
?’ :& ‘\\ \ o y Via :.v
\\{ - -/ nigro-estriatal \

Substénéia
negra

Figura 4. A via nigro-estriatal apresentada em condigbes normais e em condigbes patoldgicas.
SNpc — Substancia nigra pars compacta. (A) (adaptado de Vinckel, Université Blaise Pascal,
Clermont-Ferrand); (B) (adaptado de Dauer W e Przedborski S, 2003).

Esta perda anormal de neurdnios, induz a reducdo da estimulacao
dopaminérgica no estriado e, consequentemente, a uma desregulagao das
redes neuronais envolvidas no controlo das funcdes motoras. A partir do
momento em que a doenga é detectada a nivel clinico, grande parte dos
neuronios dopaminérgicos da via nigro-estriatal (mais de 70%) encontra-se ja

em processo degenerativo (Mc Geer et al., 1988).

1.2.1 Caracteristicas clinicas da DP

As manifestagcdes e a progressao dos sintomas clinicos da doencga de
Parkinson s&o variaveis, em fungdo do individuo e da fase da doenca,
podendo ser distribuidos ao longo de décadas. Em geral, esta doenca

neurodegenerativa leva a uma alteracdo progressiva e assimétrica das
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capacidades motoras, afetando o controlo dos musculos. Estes disturbios
motores incapacitantes sdo designados de “parkinsonismo” (Lang e Lozano,
1998; Dauer e Przedborski, 2003; Weintraub et al., 2008). Normalmente,
consistem em tremor muscular no repouso (cabega e bragos), rigidez,
lentiddo (bradicinesia), auséncia de movimento inconsciente normal,
incapacidade de iniciar movimentos (acinesia), disturbios da marcha, perda
de reflexos da postura, problemas de equilibrio, uma posicdo caracteristica
da postura e uma expresséo facial reduzida (Olanow et al., 2004).

Efetivamente, estes sintomas primarios podem ser acompanhados por
sintomas secundarios, isto €, sintomas nao motores, que contribuem
consideravelmente para a deficiéncia e agravamento da qualidade de vida do
doente. Estes sintomas podem variar de acordo com o individuo e com a fase
da doengca, mas nem sempre estdo relacionados com a patologia de
Parkinson. Assim, estes sintomas secundarios incluem: alteracées do humor,
(depressao, ansiedade, apatia), danos cognitivos (problemas na fala,
deméncia, confusdo) e outros disturbios, tais como dificuldades em engolir,
perturbagdes do sono, disfungdo sexual, disfungdo da bexiga, problemas de
pressado arterial, diminuicdo da sinalizacdo da dor e perda do sentido de
olfato (Lang e Lozano, 1998; Weintraub et al., 2008). E de notar que a perda
de sentido do olfato é usada como teste de diagndstico, pois € um dos
primeiros sintomas clinicos que surgem, mesmo antes dos tremores (Doty et
al., 1995).

O diagndstico da DP é baseado na observagédo de sintomas clinicos,
exames neurolégicos e na resposta a medicamentos para Parkinson. No
entanto, € comum surgirem dificuldades em realizar o diagndstico, devido aos
sintomas serem semelhantes aos de outras doencas. Os mais
frequentemente confundidos sdo o tremor, a paralisia progressiva, o
parkinsonismo induzido por farmacos e hidrocefalia de pressao normal. Além
disso, a DP inclui diferentes formas e outros disturbios neurolégicos, tais
como a doenca de Alzheimer, onde pode coexistir a atrofia de varios
sistemas (Ramaker et al., 2002). Pelas razbes acima mencionadas, as quais
se acresce o facto de, por vezes, os testes de diagndstico ndo permitirem

estas distingdes, esta doenga permanece dificil de diagnosticar.

Fernandes S, 2012 16



Investigagdo do mtDNA nas doengas de Huntington e Parkinson

Embora a esperanca de vida dos doentes de Parkinson seja curta,
esta doenca raramente, € por si, s6 causadora de morte de uma forma direta,
pois geralmente a morte € causada por complicagdes secundarias, como

pneumonia ou problemas cardiovasculares (Moussaud, 2011).

1.2.2 Epidemiologia da DP

Os dados epidemioldgicos relativos a DP sao limitados, visto serem
relativos a um periodo de tempo recente e pelas dificuldades que existem no
seu diagnéstico clinico (Rahkonen et al., 2003).

A nivel europeu, existem alguns estudos de prevaléncia da doenga,
tendo sido o mais recente publicado em 2005, por von Campenhausen e
colaboradores. De acordo com este estudo, no qual reuniram 39 estudos
anteriores, as estimativas de taxa de prevaléncia bruta variaram de 66 casos
por 100.000 pessoas a 12.500 casos por 100.000 pessoas.

Em Portugal, estd a decorrer um estudo epidemioldgico de base
populacional em territério nacional para determinar a prevaléncia desta
doencga. Segundo a Associacdo Portuguesa de Parkinson, estima-se que
existam entre 20 a 30 mil doentes de Parkinson em Portugal, podendo o
numero ser muito superior, uma vez que nao ha um registo oficial de doentes
(www.parkinson.pt). Um estudo de Dias et al. (1994) identificou uma
prevaléncia de 130 por 100.000 pessoas; o Observatorio Nacional de Saude,
em 2005, apresentou uma prevaléncia auto-declarada de 392 por 10.000
pessoas (Branco et al., 2005).

Tem-se verificado uma maior incidéncia em individuos do sexo
masculino, com um risco de 2% para os homens e 1,3% para as mulheres
(Elbaz et al, 2002). A razdo homens:mulheres afetados pela doenca é de
aproximadamente 1,43:1 (Roos et al., 1996). A idade de inicio da doenca
varia, segundo alguns estudos, entre 55 e 63 anos (Hoehn e Yahr, 1967;
Roos et al, 1996). No caso da doenga de Parkinson juvenil, tem inicio antes
dos 21 anos de idade, enquanto a doenga com inicio precoce surge entre os
21 e 0s 40 anos (Schrag et al, 1998).
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1.2.3 Patologia da DP

Os principais sintomas parkinsénicos estdo diretamente relacionados
com a degenerescéncia anormal dos neurdnios dopaminérgicos, localizados
no mesencéfalo, mais especificamente na substancia nigra (Jakobsen e
Jensen, 2003). Estes neurdnios dopaminérgicos projetam os seus axonios
para o corpo estriado, formando assim a via dopaminérgica nigro-estriatal.
Esta via encontra-se subdividida nas vias direta e indireta. No conjunto,
formam uma espécie de equilibrio, crucial no controlo dos movimentos. A
degenerescéncia dos neurénios dopaminérgicos da substancia nigra induz
uma reducdo da estimulacdo da dopamina do estriado, que leva a um
aumento de excitacao da via indireta, aumentando, por outro lado, a inibicao
da via direta. Este desequilibrio tem como consequéncia uma inibicao
aumentada do nucleo ventral anterior do talamo e uma excitacdo diminuida
do cortex motor (Moussaud, 2011).

A DP é caracterizada por uma fase assintomatica bastante
prolongada. Efetivamente, quando o tremor surge, ja se perderam mais de
metade dos neurdnios dopaminérgicos da substancia nigra. No entanto, esta
nao é a unica area afetada por esta doencga. Nas fases iniciais da doenca, os
bolbos olfatérios e a parte inferior do tronco encefalico sdo as primeiras
regides afetadas, seguidas do prosencéfalo basal e do hipocampo. Nas fases
mais avangadas, quase todas as regides podem aparecer afetadas (Braak et
al., 2003; Braak et al., 2004).

1.2.3.1 A alfa-sinucleina na doenca de Parkinson

Os agregados de alfa-sinucleina no cérebro sdo uma caracteristica
molecular das sinucleinopatias, nomeadamente da doenca de Parkinson. A
alfa-sinucleina ou non-A-beta component of AD amyloid (NACP) é uma
proteina constituida por 140 aminoacidos, com um peso molecular de
aproximadamente 14 kDa, que se encontra nos terminais pré-sinapticos, mas
também no nucleo, tendo sido mais recentemente detetada na mitocondria
(Yu et al., 2007; Liu et al., 2009). O gene que codifica para a proteina,

denominado por SNCA ou PARK1, localiza-se no brago longo do
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cromossoma 4 (4921) e consiste em sete exdes, cinco dos quais codificam
para a proteina (Spillantini et al., 1995).

Do ponto de vista estrutural, a alfa-sinucleina é constituida por trés
dominios principais (Figura 5). A sua extremidade N-terminal € composta por
motivos de repeticdo, que possuem a sequéncia consenso KTKEGV (Moore
et al., 2005). Esta sequéncia favorece a formagao de a-hélices (Davidson et
al., 1998). A regiao central contém o dominio NAC (non amyloid component)
que esta envolvido na agregacdo da proteina. Por ultimo, o dominio C-
terminal contém um motivo de fixacdo aos acidos gordos (Sharon et al,
2001).

(a) 4q21.3-q22
Cromossoma 4 | | | J
5 1atb 2 3 4 5 6 3
111.09 kb
- o . Cauda hidrofilica
(b) Regiao anfipatica Dominio NAC acidica
§ ~ Y N\ N 3
Exao 2 Exao3 Exao 4 Exao5 Exao6
(c) = o o Cauda hidrofilica
Regiao anfipatica Dominio NAC acidica
N-terminal ~7 N7 ~ C-terminal

Proteina
a-sinucleina :
A \ J
1 T T 61 95 TT 140
A30P AS3T Agregacao Ser129

E46K Tyr125

Figura 5. Representacéo esquematica da alfa-sinucleina humana: (a) estrutura do gene SNCA, (b)

mRNA, e (c) dominios da proteina: (adaptado de Venda et al., 2010).

Existem trés variantes que resultam do splicing alternativo do gene: a
forma full lenght da alfa-sinucleina, que codifica a proteina completa,
constituida por 140 aminoacidos e que é expressa principalmente no cérebro,
nomeadamente no hipocampo, neocortex, estriado, talamo e cerebelo (lwai et

al., 199%5); a variante da alfa-sinucleina com 126 aminoacidos, que nao possui
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0 exao 3; e, por fim, a variante da alfa-sinucleina com 112 aminoacidos, na
qual esta ausente o exao 5 (Xia et al., 1998).

A alfa-sinucleina pertence a uma familia de proteinas de forma nativa
“‘desenrolada” (unfolded) e nao apresenta uma estrutura secundaria
especifica (que depende do ambiente que a rodeia) (Davidson et al., 1998;
Perrin et al., 2000). Nas sinucleinopatias, a alfa-sinucleina pode sofrer uma
alteracdo conformacional, passando de uma estrutura inicial aleatoria a uma
estrutura em folhas 3. A formacao destas estruturas parece favorecer a
agregacao e a formacao de fibrilhas semelhantes a filamentos observados
nos corpos de Lewy, caracteristicos de algumas deméncias e da DP
(Giasson, et al., 1999; Serpell, et al., 2000).

No que diz respeito a mutagdes no gene, foram publicadas trés
mutacdes pontuais (A30P, A53T e E46K), associadas a algumas formas
familiares de doenca, pensando-se que estas mutagdes podem acelerar a
formagao de fibrilhas de alfa-sinucleina (Perrin, et al., 2001; Greenbaum, et
al., 2005). Para além dessas mutagdes pontuais, a duplicagéo e triplicagao do
gene SNCA podem também estar na origem de algumas formas familiares da
doenca de Parkinson (Singleton, et al., 2003; Ibanez, et al., 2004). Mais
especificamente, a triplicagdo desse gene € responsavel por duplicar a
expressao da alfa-sinucleina no cérebro, estando esta principalmente
associada a forma hereditaria que leva ao aparecimento da DP em idades
precoces. A forma da DP com duplicagdo gendémica assemelha-se a forma
idiopatica, que parece surgir mais tardiamente na vida dos doentes e, desta
forma, levar a maior longevidade (Nishioka et al., 2006; Perfeito e Rego,
2011).

Relativamente as fungdes que a alfa-sinucleina possa ter, ainda nao
sao claramente conhecidas, supondo-se que possa ter um papel nos
terminais nervosos pré-sinapticos, relacionado com processos associados a
membranas (lwai et al., 1995; George, 2001). Existem diversos estudos a
sugerirem que a alfa-sinucleina funciona como uma proteina chaperone,
devido a sua estrutura bioquimica, com capacidade para se ligar a outras
proteinas intracelulares, pois possui homologia com regides da familia das
chaperones 14-3-3 (Tzivion et al., 1998; Ostrerova et al., 1999). Ainda no que

toca a hipotese das chaperones, a alfa-sinucleina parece interagir nos
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terminais sinapticos com varias proteinas que regulam a homeostase da
dopamina nos neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais (Perfeito e Rego,
2011). Neste aspeto, sabe-se que a alfa-sinucleina regula a actividade
catalitica da tirosina hidroxilase, a principal enzima envolvida na sintese de
dopamina. A proteina parece desempenhar um papel importantissimo no que
toca a fosforilagdo da enzima tirosina hidroxilase e, portanto, na sintese da
dopamina nos neurdnios dopaminérgicos (Perez et al, 2002; Drolet et al,
2005).

Até ao momento, foram ja descritos alguns fatores que parecem
acelerar/facilitar a agregacdo da alfa-sinucleina e a formacgao de fibrilhas
como, por exemplo, mutacdes na proteina ou stress oxidativo. Efetivamente,
as formas mutantes desta proteina formam fibrilhas mais rapidamente do que
a sua forma nativa em solugédo aquosa (Greenbaum et al., 2005). De entre as
mutacdes A30P e A53T, pensa-se que a alfa-sinucleina A53T possua taxas
de agregacao mais elevadas quando em comparagao com a outra mutagao
(Conway et al., 1998). Além do mais, a mutagado A53T causa stress a nivel do
reticulo endoplasmatico, parecendo contribuir para uma disfungdo no
armazenamento da dopamina em vesiculas e promovendo o stress oxidativo
e alteragdes na fungdo metabdlica (Lotharius et al., 2002). Ainda no que diz
respeito a esta mutagao, parece existir um defeito na ligagao desta forma
mutante as membranas lipidicas, considerando-se ser um dos passos iniciais
que conduzem a sua agregacao e incorporagao em filamentos (Fortin et al.,
2004; Perfeito e Rego, 2011). Quanto ao stress oxidativo, o aumento de
radicais livres pode estar na origem da quebra da estrutura em hélice alfa e

levar a conformacgdes patogénicas da proteina (Souza et al., 2000).

1.2.4 Genética da DP

Apesar de ainda n&o serem conhecidos os processos exatos de
degenerescéncia dos neurdnios dopaminérgicos, sabe-se que, para cerca de
5% dos casos, a DP é hereditaria, tendo ja sido identificadas mutacdes
genéticas em determinados genes que codificam proteinas associadas a

doencga. Assim, mutagdes nos genes alfa-sinucleina, UCH-L1, HTRAZ2 e

Fernandes S, 2012 21



Investigagdo do mtDNA nas doengas de Huntington e Parkinson

LRRK2 estao relacionadas com a doenca na forma autossémica dominante,
enquanto que nos genes Parkin, PINK1, DJ1 e ATP13A2 induzem a doenca
na forma autossdmica recessiva. No entanto, a DP hereditaria apresenta
algumas diferencas em relagdo a DP esporadica, uma vez que as formas
familiares tém uma idade de inicio mais precoce e os sintomas e resposta
aos tratamentos também diferem (Vila et al., 2008).

No caso da DP ndo familiar, isto &, os restantes 95% dos casos, as
causas e processos envolvidos na doenga ainda ndo sao claramente
conhecidos. Pensa-se que existem diversos fatores que podem influenciar a
prevaléncia como, por exemplo, a localizagdo geografica ou o estilo de vida
(Hernan et al., 2002; Goldman et al., 2006).

Fernandes S, 2012 22



Investigagdo do mtDNA nas doengas de Huntington e Parkinson

1.3 A mitocondria e o DNA mitocondrial

Varios autores demonstraram que as mitocéndrias parecem ter surgido
nas células eucariodticas, por endossimbiose de uma célula hospedeira e
células procaridticas. A endossimbiose (simbiogénese) € o processo que
origina um novo organismo através de uma associagdao simbidtica estavel
(Oliveira e Menck, 2001).

As células possuem um numero variado de mitocondrias. Algumas
contém até 10.000 mitocdndrias, como as células do musculo estriado, e
outras nado contém nenhuma, como os eritrocitos (Souza, 2005). As
mitocdndrias possuem um genoma préoprio, 0 DNA mitocondrial (De Robertis,
2003). Dado que, em média, existem cerca de 1.000 mitocondrias em cada
célula e que cada mitocondria contém varias copias (2-10) de DNA
mitocondrial, podem existir cerca de 10°-10* moléculas de mtDNA idénticas
numa unica célula, com excec¢do dos espermatozdides e ovocitos, ~10° e
~10°, respectivamente (Satoh e Kuroiwa, 1991; Grazina, 2004).

A mitocondria (Figura 6) possui um tamanho variavel, de 0,5 a 1,0 um
de didmetro e 5,0 a 10 um de comprimento. No que diz respeito a sua
funcdo, participam em inumeros processos € Sao responsaveis pela
respiracao celular, sendo consideradas auténticas fabricas de producido de

energia, necessaria para o bom funcionamento da célula (De Robertis, 2003).

particulas sintetizadoras de ATP

espaco intermembranar

ribosomos

granulos

membrana interna
membrana externa

Figura 6. Imagem representativa de uma mitocéndria (adaptado de

http://www.acervosaude.com.br/artigo_009_41.html).
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A energia necessaria para o funcionamento celular é obtida a partir da
oxidagdo dos nutrientes. A oxidagao desses “combustiveis” pelo oxigénio
liberta uma quantidade importante de energia, que é armazenada pela
mitocdndria sob a forma de uma ligagdo anidrido, na fosforilagdo de
adenosina difosfato (ADP) em adenosina trifosfato (ATP). Os substratos
celulares utilizados para produzir ATP sdo os produtos da glicélise, acidos
gordos, corpos cetdnicos e alguns aminoacidos. O conjunto destas reagdes,
que levam a sintese do ATP, consomem oxigénio, constituindo o processo
designado por respiragdo mitocondrial, levada a cabo pela cadeia respiratoria
mitocondrial (CRM) (Berg et al, 2002).

A CRM (Figura 7) € composta por cinco complexos enzimaticos, cujas
subunidades s&o codificadas pelos genomas mitocondrial e nuclear, a
excegao do complexo Il, inteiramente codificado pelo genoma nuclear. Nesta
via de producdo de energia, os equivalentes reduzidos de NADH e FADH;
formados durante o ciclo de Krebs e da [(-oxidacdo entram na cadeia de
transporte de eletrbes (complexos I-IV do sistema OXPHOS) ao nivel do
complexo | (NADH: ubiquinona-oxirredutase) ou ao nivel do complexo |l
(succinato desidrogenase). Os eletrbes sao posteriormente transferidos por
um intermediario, a coenzima Q, para o complexo Il (ubiquinol: citocromo ¢
oxirredutase ou complexo bc1). Ja o segundo intermediario transportador de
eletrdes, o citocromo ¢, atua como uma ponte para a transferéncia de
eletrbes entre os complexos Ill e IV (citocromo c¢ oxidase). Depois de os
eletrbes chegarem ao complexo |V, sdo transferidos para o oxigénio
formando-se agua. Durante a transferéncia de eletrbes através da cadeia
transportadora de eletrdes (complexos I-1V), os eletrbes sdo simultaneamente
transferidos da matriz para o espaco intermembranar mitocondrial, pelos
complexos |, Il e IV. Essa transferéncia de eletrbes cria um gradiente
eletroquimico, que é utilizado pelo complexo V (ATPase sintetase) para gerar
ATP, ao mesmo tempo que transporta protdes de volta para a matriz
(Schagger, 2001).

O mtDNA codifica 13 subunidades da CRM, sendo os restantes
codificados pelo DNA nuclear (nDNA). Deste modo, relativamente ao
complexo |, o mtDNA codifica 7 subunidades (ND1, -2, -3, -4, -4L, -5, e -6); ao

complexo Ill, de 11 polipéptidos s6 um (citocromo b) é codificado pelo
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mtDNA; o complexo IV, de 13 polipéptidos, trés (COI, -ll, e -lll) sdo
codificados pelo mtDNA; e ao complexo V, de 16 polipéptidos, dois (ATP6 e
ATP8) sao codificados pelo mtDNA. Dos cinco complexos, apenas o0s
complexos I, Ill, IV e V transportam protdes, correspondendo a aqueles que

possuem subunidades codificadas pelo mtDNA (Wallace et al., 2010).

Complexo 1 I1 111 A% \%

Espaco
intermembranar S + N "+ @ e + +

Figura 7. Representagdo esquematica da fosforilagdo oxidativa (adaptado de
http://billb.babs.unsw.edu.au/OXPHOS.htm).

No caso da CRM nao estar a desempenhar as suas fungdes normais,
pode ocorrer a produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) que, se nao
forem eficazmente neutralizadas, podem causar danos irreversiveis (Grazina
e Oliveira, 2000). De facto, os danos a nivel das proteinas mitocondriais e do
mtDNA, poderdo reduzir a bioenergética mitocondrial e a sua eficiéncia. O
mecanismo na base da produgdo anormal de ROS pela mitocéndria esta
relacionado com o potencial redox alterado dos transportadores da CRM e o
tempo de meia-vida aumentado da semi-ubiquinona. Isto resulta num
transporte de eletrbes diminuido, produzindo intermediarios que permanecem
reduzidos por mais tempo, aumentando, assim, a probabilidade dos eletrdes
escaparem, e, juntamente com o oxigénio molecular, originar ROS (Sullivan e
Brown, 2005).
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O DNA mitocondrial humano (Figura 8) é uma moléculasde DNA
pequena, sendo circular, de cadeia dupla, com um tamanho de 16.568 pb
(pares de base), tendo sido completamente sequenciado por Anderson et al.
(1981). Os genes mitocondriais codificam 13 proteinas, 2 rRNAs e 22 genes
tRNAs (Anderson et al. 1981).

RNA -~ D-Loop Cytb

: A
AN L 016569 P

RNA /00000 P
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D ATPase6
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ATPase8

Figura 8. O genoma mitocondrial humano (mtDNA) (adaptado de Xing et al., 2007).

As cadeias de DNA mitocondrial tém uma distribuicdo assimétrica de
guanina e citosina, o que gera uma cadeia pesada (H) e outra leve (L). Cada
cadeia é transcrita a partir dos promotores das duas cadeias, P. e Py, ambos
localizados no D-loop (Gées, 2003). O D-loop corresponde a uma regiao nao
codificante do mtDNA, na qual existem locais de controlo da replicacdo e
transcricdo (Mambo et al., 2003; Lee et al., 2004; Shin et al., 2004).
Demonstrou-se que esta regidao de controlo do mtDNA humano é altamente
polimorfica, provavelmente devido as elevadas taxas de mutagao (Wilson et
al., 1997).
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O DNA mitocondrial difere do DNA nuclear, na medida em que o nDNA
forma uma dupla hélice, que codifica aproximadamente 50.000 genes. Ja o
MtDNA representa 1 a 2% do DNA celular, em duplo filamento circular e
codifica 37 genes. O mtDNA codifica aproximadamente 10% das proteinas
constitutivas das mitocéndrias e para um bom funcionamento da mitocéndria,
€ necessario uma boa cooperagao entre os dois genomas (Giles et al, 1980;
Cann et al, 1987). No que diz respeito a composi¢ao quimica, as diferencas
sdo menores, mas o0 mtDNA possui um codigo genético proprio (Giles et al,
1980; Cann et al, 1987). Por outro lado, a sequéncia do mtDNA é codificante
quase na sua totalidade, com os genes que codificam os tRNAs e rRNAs
distribuidos ao longo de todo o genoma, intercalados nas sequéncias que
codificam os peptideos da CRM (Grazina, 2004). O mtDNA n&o possui
intrdes, o que pode ser uma vantagem, tendo em conta o “empacotamento
econdmico” deste genoma (Attardi, 1985). Por outro lado, pode constituir uma
desvantagem, uma vez que o mtDNA é maioritariamente constituido por
zonas codificantes. Devido a proximidade do mtDNA com a producido de
espécies reativas de oxigénio, o mtDNA pode estar sujeito a maior risco de
alteracao pois nao existindo intrées, ira afetar regides codificantes muito mais
facilmente (Grazina, 2004). A acrescer a este risco, € de notar que o mtDNA
€ desprovido de histonas e os seus mecanismos de reparagao sao pouco
eficazes (Wallace et al., 2010).

1.3.1 Caracteristicas particulares do mtDNA

A hereditariedade do mtDNA ocorre por via materna (Giles et al, 1980).
De facto, apesar de algumas mitocondrias do espermatozdide penetrarem no
o6vulo durante o processo de fecundacdo, elas sdo posteriormente
degradadas (Sutovsky et al., 1999).

O mtDNA é de origem materna e as mitocondrias no évulo sao
separadas ao acaso para as células filhas. De facto, tem sido amplamente
observada a coexisténcia de mtDNA wild-type e mutante na mesma célula e

tecido - heteroplasmia (lvanov et al., 1996; Shin et al., 2004).
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Deste modo, quando ha divisdo celular ocorre segregagao mitética e
da-se uma distribuicdo aleatéria das copias mutadas de mtDNA nas
mitocondrias, nas células e nos tecidos, formando-se “mosaicos” de células
com diversas percentagens de copias mutadas em relagcdo ao numero de
moléculas de mtDNA normais. Assim pode-se encontrar, desde células com
todas as copias normais (homoplasmia normal) a células com todas as
moléculas mutadas (homoplasmia mutante), passando por varios graus de
heteroplasmia (Wallace, 1987; Schon, 1994; Schon, 2000; Citado de
Grazina, 2004) (Figura 9).

Tal como ja foi mencionado, as mutagdes no mtDNA podem afetar
algumas, mas nem todas as moléculas de mtDNA. Com efeito, a expressao
clinica da mutagao patogénica do mtDNA é determinada, em grande parte,
pelas propor¢cdes de mtDNA normal e mutante em diferentes tecidos - efeito
limiar. Assim, a percentagem de mtDNA mutante que ira causar um defeito
bioquimico suficiente para causar um fenétipo clinico especifico, denomina-
se limiar critico. Uma grande variedade de autores considera que é
necessaria uma carga de mutacdo minima (acima de 70%) para causar

disfungdo mitocondrial num 6rgao ou tecido (DiMauro e Schon, 2008).
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Figura 9. Esquema representativo de heteroplasmia vs. homoplasmia

(adaptado de www.associationfrangaisecontrelesmyopathies.org, 2007).
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1.3.2 Complexo | — NADH Desidrogenase e DH e DP

O primeiro complexo enzimatico da CRM consiste numa estrutura de
45 subunidades distintas, com um peso molecular total de aproximadamente
980 kDa (Carroll et al., 2003; 2006). E codificado pelos genomas nuclear -
subunidades designadas por NDU - e mitocondrial - subunidades
denominadas por ND. Para além disso, também é usado um prefixo na
designacao dos fatores de assembly - NDUFAF (NDU de NADH
desidrogenase, F de subcomplexo alfa, AF de fator de assembly), seguido de
um numero indicativo da altura em que foi classificado pela primeira vez
(Mimaki et al., 2012).

A NADH desidrogenase (Figura 10) é o maior dos complexos da CRM,
e o mtDNA codifica 7 das suas subunidades: ND1-ND6 e ND4L (mddulo P).
No que toca a estas subunidades, pensa-se que estejam envolvidas no
transporte de eletrdes e na ligagdo a ubiquinona, de forma semelhante as
bactérias (Janssen et al., 2006; Friedrich e Bottcher, 2004). As restantes 38
subunidades sao codificadas pelo nDNA e importadas para a mitocéndria
(Hoogenraad, 2002; Hirst et al., 2003). Destas, 7 compdem o centro catalitico
da enzima, catalizando a oxidacdo do NADH e a transferéncia de eletrbes
(Janssen et al., 2006; Lazarou et al., 2009). Ainda no que diz respeito a sua
estrutura, o complexo | apresenta-se na forma de um “L”. A sua porgcao
periférica € constituida por dois médulos: N e Q. De acordo com o que se
sabe até ao momento, o mdédulo N, responsavel pela oxidagdo do NADH,
engloba trés subunidades nucleares, enquanto o médulo Q, que tem como
funcdo a transferéncia de eletrdes para a ubiquinona, engloba pelo menos 4

subunidades nucleares (Vogel et al., 2007).
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Figura 10. Representacdo esquematica da estrutura do complexo | mitocondrial de mamiferos
(adaptado de Mimaki et al., 2012).

A deficiéncia do complexo | € uma das alteracbes mais comuns da
CRM em doencas humanas. Possui uma ampla variedade de apresentacdes
clinicas, que vao desde doengas mitocondriais infantis letais, a doencas
neurodegenerativas da fase adulta, e podem ser causadas por mutagdes no
mtDNA ou nDNA (Robinson et al., 1987; Kirby et al., 1999; Skladal et al,
2003; Distelmaier et al., 2009). Foram descritos deficiéncias no complexo |
causadas por varios defeitos genéticos, em diferentes subunidades, incluindo
as subunidades codificadas pelo mtDNA. Além do mais, varios autores
debrucaram-se sobre o estudo da relacdo destas mutagcdes com os fatores
de assembly deste complexo, revelando defeitos neste processo. Mutagdes
nos genes MT-ND1 e MT-ND6 causam deficiéncia grave no processo de
assembly, o que ird condicionar a integragdo das subunidades no complexo
(Hofhaus e Attardi, 1993; Ugalde et al., 2003; Kirby et al., 2004). Contudo, é
necessario nao esquecer que os efeitos das mutacdées no mtDNA, incluindo
as que afetam este complexo, também dependem da propor¢cao de mtDNA
mutante e da mutagao que ira afetar a fungdo normal da proteina (Mimaki et
al., 2012).

No que diz respeito ao complexo | em doentes de Huntington, podem

existir alteracbes no mtDNA causadas pela mtHtt, incluindo delecdes. Ja
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foram identificadas alteragdes em cérebros de doentes de DH, assim como
nos tecidos periféricos, tem sido sugerido que levam a uma estrutura
mitocondrial alterada (Banoei et al., 2007). Estes processos parecem estar
relacionados com a idade (Acevedo-Torres et al., 2009). Num estudo
envolvendo ratos, como modelo animal, foi encontrada uma reducédo nos
niveis de mMRNA de duas das subunidades mitocondriais do complexo | - ND4
e NDG6. Assim, considerou-se que os danos no mtDNA poderiam ser um bom
marcador da neurodegenerescéncia associada a DH (Acevedo-Torres et al.,
2009), apesar de alguns estudos parecerem contraditérios e, portanto, deste
aspeto ndo estar completamente esclarecido.

Ja no que toca a DP, pensa-se que a perda de atividade deste
complexo contribua para a perda de fungao celular observada na doenca,
pois varios estudos demonstraram que a inibicdo da enzima causa DP quer
em ratos, quer em humanos (Nicklas et al., 1985; Betarbet et al., 2000; Zhang
et al., 2002). De facto, a atividade da NADH desidrogenase esta reduzida em
diferentes tecidos, como plaquetas, musculo ou cérebro (substancia nigra)
(Yoshino et al., 1992; Cardellach et al., 1993;, Parks et al., 1999). Segundo
Schapira, observa-se uma reducdo de cerca de 35% da atividade do
complexo | em doentes de Parkinson (Schapira, 2000). Ainda de acordo com
o estudo de Smigrodzki et al (2004) foi referido um elevado numero de
mutacdes no gene ND5S, em doentes de Parkinson, em comparagdo com
controlos. Além disso, foram detetadas varias alteracbes de aminoacidos
associados as mutagdes do mtDNA, em cérebros de doentes de DP, mas

nao em cérebros controlo.

1.3.3 A disfungdo mitocondrial nas doengas de Huntington e Parkinson
Cada vez mais se tem evidenciado o papel da disfungao mitocondrial e
da bioenergética na DH. Para além das mutacbées nos complexos,
anteriormente referidas, existem outros fatores relacionados com a
mitocondria a mencionar. Estudos em ratos, modelos de DH, revelaram uma
reducdo na atividade dos complexos |-V da CRM. Estes resultados sao

consistentes com estudos em neurénios estriatais humanos de DH, que
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mostraram uma reducgéo na atividade dos complexos Il, Il e IV (Browne et al.,
1997; Fukui e Moraes, 2007; Pandey et al., 2008). O trafego mitocondrial
também tem grande destaque na doenga, com grande influéncia da mtHtt,
que parece comprometer o trafego de diferentes formas. Efetivamente, na
sua forma nativa, a Htt interfere com varios mediadores do transporte
mitocondrial nos neurdnios. Diversos trabalhos mostraram que a agregacao
mediada pela mtHtt sequestra a Htt e componentes da maquinaria de
transporte, prejudicando o trafego mitocondrial (Trushina et al., 2004). Por
outro lado, a mtHtt pode atuar como blocos fisicos a nivel neuronal e, assim,
impedir a passagem das mitocéndrias nos processos neuronais,
comprometendo as fung¢des neuronais normais (Chang et al., 2006). O
transporte de calcio ao nivel da mitocéndria € outra possivel causa a
acrescentar na DH, ja que existem estudos a comprovar que este transporte
se encontra alterado. Foi descrito que células que expressam mtHtt
aparentam ter um uptake reduzido de calcio, alterando o potencial
membranar. No conjunto, os dados de estudos distintos sugerem que a mtHtt
a entrada excessiva induz Ca?* nos neurénios de DH, na mitocondria,
induzindo a abertura do mPTP, levando a alteracdo de potencial membranar
e decréscimo do ATP, que, por fim, conduz a atrofia cerebral (Reddy et al.,
2009).

A disfungcédo mitocondrial também esta implicada na DP. Tal como ja foi
referido, uma das causas da DP autossdmica dominante sdo as mutacdes no
gene da alfa-sinucleina. A inibicdo do complexo |, também ja mencionada na
DP, promove a agregacado da alfa-sinucleina em culturas celulares e em
modelos animais da doenca (Lee et al., 2002; Sherer et al., 2002; Sherer et
al., 2003). Mas também outros genes implicados na DP se localizam na
mitocdndria e/ou influenciam a fisiologia mitocondrial, caso das proteinas
Parkin, DJ1, PINK1 e LRRK2. De facto, € conhecido que um decréscimo no
potencial da membrana mitocondrial, resultante de um comprometimento da
fosforilagao oxidativa ou excesso de ROS, pode funcionar como sinal para a
proteina Parkin ser translocada do citosol para a mitocéndria. Neste sentido,
alguns estudos tém evidenciado que esta translocagédo possa ser promovida

pela fosforilacdo desta proteina pela PINK1. Como consequéncia desta
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translocagao, é promovida a fissdo das mitocéndrias e a sua degradacgao por

mitofagia (Gegg et al., 2011).
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Il — Objetivos
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A DH pode, de facto, estar relacionada com uma ampla variedade de
mecanismos patoldégicos, havendo destaque para a mitocdndria,
nomeadamente no que toca a stress oxidativo, comprometimento no
transporte de calcio, disfungdo metabdlica, entre outros ja mencionados. Para
produzir cibridos torna-se, em primeiro lugar, necessario obter as chamadas
células Rho-0, pelo que é essencial a confirmagao de uma deplecao total de
mMtDNA nestas células.

Também na DP existem evidéncias de uma correlagdo com a
mitocondria. Tem-se verificado e reconhecido um papel da alfa-sinucleina
nesta doencga, assim como uma relacdo com a mitocondria na DP. Com a
finalidade de tentar compreender uma possivel relacdo entre o mtDNA e a
expressao desta proteina, recorreu-se a um sistema Tet-off, do qual resulta
uma expressao normal ou sobre-expressao da alfa-sinucleina.

Deste modo, neste trabalho pretendeu-se:

- Quantificar o numero de cépias de mtDNA, em células Rho-0

derivadas de controlos e de um doente de Huntington;

- Quantificar o numero de cépias mtDNA em células de modelo da

DP que expressavam a alfa-sinucleina nas condi¢cdes +Dox e -Dox;

- Sequenciar o mtDNA de células com expressdo da proteina

referida, em particular, dos genes mitocondriais MT-ND.
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Ill — Material e Méetodos
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3.1 Amostras bioldgicas

As células em cultura utilizadas para analise do mtDNA neste trabalho
foram preparadas previamente no ambito de uma outra tese de Mestrado
(Joana Rodrigues) para outros estudos. Relativamente as células de modelo
da DP, foram preparadas anteriormente, num trabalho inserido numa tese de

Doutoramento (Rita Perfeito) para outros estudos.

3.1.1 Células Rho-0

A preparacdo de células Rho-0 teve como intuito estabelecer um
modelo para estudos posteriores relacionados com a investigagdoo dos
mecanismos envolvidos na doenga de Huntington.

A cultura foi mantida a 37°C, numa atmosfera com 95% de ar, 5% de
CO,. O meio usado foi RPMI, suplementado com 15% de FBS nao ativado,
2mM de glutamina, 50 pg/mL de estreptomicina e 100 IU/mL de penicilina.
Para a producéao das células Rho-0 o meio foi suplementado com 100 pg/mL
de piruvato de sédio e 100 ug/mL de uridina. As células foram colocadas em
placas a uma densidade de 0,3 x10° células/mL. Cada amostra foi colocada
em frascos com 5mL de suspensdo celular. A cada frasco foi adicionado
brometo de etideo (BrEt) numa concentracgao final de 0, 50 ou 75 ng/mL. As
células cresceram em suspensao nestas condi¢des, formando agregados. O
meio foi mudado a cada trés ou quatro dias e reposto com novo meio Rho-0
(com a respetiva concentragdo de BrEt). Quando atingida a densidade celular
desejada, as células foram transferidas para novos frascos. Este
procedimento foi realizado em dois ensaios independentes, pelo que a
metodologia deste estudo foi realizada também em duplicado, para as

condi¢cdes mencionadas.
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Tabela 2. Caracterizagéo das amostras das linhas celulares de linfoblastos.

Idade de Expansoées N°
Amostra Género Idade
inicio de CAG passagens
Doente Masculino 48 58 42/18 18
Controlo 1 Masculino - 42 - 15
Controlo 2 Feminino - 45 - 15

Deste modo, apds extracdo de DNA pelo método de fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico, foi realizada a quantificacdo do numero de copias de
mtDNA, através de PCR em tempo real, para as concentracbes de BrEt
referidas, para os controlos e para o doente, conforme sera descrito em

seguida.

3.1.2 Modelo celular de doenca de Parkinson

No que diz respeito as amostras relativas a DP, utilizaram-se células
de neuroblastoma humanas (SH-SYS5Y), modificadas para expressarem de
forma regulada a alfa-sinucleina e, desta forma, poderem mimetizar um
modelo celular de Parkinson. Pensa-se que a sobre-expressao da proteina
possa ser toxica, tendo sido criado um modelo induzido por tetraciclina
(andlogo da doxiciclina), - dox, no qual, retirando dox ao meio, é ativada a
expressao do gene da alfa-sinucleina — sistema designado por Tet-off. Em
condigdes normais (controlo) as células sdo mantidas em meio com dox, para
que a expressao do gene esteja inibida e se mantenham apenas os niveis
endégenos. Os sistemas Tet-off envolvem a co-transfecdo de dois vetores (0
ativador e o repressor) que sao regulados por Dox e, dependendo se sdo On
ou Off, “ligam” ou “desligam” a ativagdo dos genes. Em relagdo as condi¢des
de manutencéo, as células cresceram a 37°C, em meio RPMI 1640 com 10%
de FBS, L-Glutamina (2 mM) e 1% Pen/Strep. O meio de cultura tem de
conter sempre higromicina B (50 ug/ml) e G418 (250 ug/ml), que sé&o os

antibidticos de selecdo. Para além disso, a dox esteve presente no meio a
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concentragao de 2 ug/ml e foi renovada de 2 em 2 dias. A expressao maxima
de alfa-sinucleina foi obtida ao fim de 4-6 dias sem Dox.

Desta forma, foram usadas células nas condicbes +Dox e -Dox,
correspondendo a uma expressdao normal da proteina (gene inativo) ou a
uma sobre-expressao da proteina (gene ativo).

Assim, apos extracdo pelo método de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico destas amostras, foi realizada a quantificacdo do numero de
copias de mtDNA, através de PCR em tempo real e sequenciados os sete

genes mitocondriais MT-ND por sequenciagao automatica.

3.2 Extracao de DNA

A extracdo e a purificacdo de acidos nucleicos a partir de diversas
amostras experimentais (bactérias, fungos, tecidos vegetais e animais) € uma
etapa fundamental para garantir eficiéncia na amplificagdo nos protocolos
que usam a reagao em cadeia da polimerase (PCR).

O método mais utilizado para purificacdo do DNA é a extracdo com
fenol-cloroférimo, onde se aplicam agentes quimicos que provocam a
desnaturacdo das proteinas contidas na amostra de modo eficiente. A
proteinase K, juntamente com a solugédo de proteinase K, promovem a
desnaturacdo das proteinas e de outras estruturas celulares, de modo a
expor o DNA. A acdo do fenol/cloroférmio baseia-se nas propriedades
hidréfobas das proteinas, que apresentam afinidade por solventes organicos.
No que diz respeito a precipitacdo do DNA, o etanol induz a transicao
estrutural nas moléculas de acidos, fazendo-as agregarem-se (formando uma
medusa), com consequente precipitagdo. Para além de concentrar o DNA, a
precipitagdo com etanol absoluto ajuda a remover sais e residuos de
solventes organicos presentes na amostra.

As amostras de células (3.1.1 e 3.1.2) foram submetidas a extragdo. O
processo foi iniciado com adicdo de proteinase K e solugao de proteinase K
para solubilizar as proteinas, e, de seguida, incubou-se overnight. No dia
seguinte, adicionou-se fenol, procedeu-se a centrifugacgao e retirou-se a fase

organica. Precipitou-se a fase aquosa (que contém o DNA) com etanol
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absoluto e o sobrenadante foi desprezado, deixou-se secar e ressuspendeu-
se em TE (Tris EDTA), colocou-se a 4°C até a completa solubilizagdo do
DNA.

3.3 Quantificagcao de DNA

Os acidos nucleicos absorvem luz Ultravioleta (UV) num comprimento
de onda de 250 até 280 nm com um maximo de 260 nm. A quantificagao do
DNA foi efetuada num equipamento de leitura de absorvancia, NanoDrop®
ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, EUA), através da medicao
da absorvancia a diferentes comprimentos de onda (Sambrook et al., 1989).
Para cada uma das amostras foram efetuadas duas leituras no equipamento:
uma a 260 nm, que permite quantificar o DNA, e outra a 280 nm, pois a razao
A(260)/A(280) permite estimar a sua pureza.

Para efetuar estas leituras, usaram-se 2 pyL da amostra, calibrando o
aparelho com o branco, que consistiu em agua (2 pL). A formula [DNA]= DOy *

0,05 x fatorgiuicao (Mg/ML) foi usada para efetuar a quantificagcdo do DNA.

3.4 PCR em tempo real quantitativo (qQPCR-RT)

A PCR em tempo real é utilizada com diversas finalidades, nomeadamente
para a quantificagcdo de acidos nucleicos e para genotipagem. Desde a sua
descricdo, em 1996, o numero de publicacbes com a utilizagao desta técnica tem
vindo a crescer de uma forma notavel. O seu fundamento relaciona-se com o
facto do processo de amplificacdo ser monitorizado em tempo real, através da
utilizacao de fluorescéncia. Assim, sdo usadas sondas de hibridizacdo marcadas
com fluorocromos, em termocicladores de “tempo real”’, que acumulam duas
funcbes, a de termocicladores e a de medidores de fluorescéncia. Sao
monitorizadas, em “tempo real”’, modificagdes nas caracteristicas da fluorescéncia
das sondas que se ligam aos produtos da PCR de sequéncias alvo, durante a
amplificagdo (Dorak, 2006). A possibilidade de monitorizar, ao longo da reacgéao, a
quantidade de produto formado a cada ciclo e de quantificar este produto durante

a sua fase exponencial de formacgao, confere mais precisdo e reprodutibilidade a
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PCR em tempo real em comparagao com a PCR convencional.

Uma das possiveis abordagens para a analise dos resultados obtidos,
utilizando este método, € a analise das curvas de fusao ou de melting, isto é, as
sequéncias amplificadas podem ser caracterizadas em funcdo da sua
temperatura de melting. Estas representam a temperatura dependente da
fluorescéncia e sdao fungcdo do tamanho e composicdo em bases do produto
amplificado. No presente estudo, a sua detecdo foi efetuada utilizando um
fluoréforo especifico para DNA de cadeia dupla (dsDNA), o SYBR® Green (Dorak,
2006). Este reagente consiste em moléculas DNA-binding dye que se incorporam
nas cadeias duplas de DNA, formadas durante a reacdo de PCR, emitindo
fluorescéncia proporcional a quantidade de produto sintetizado (Giulietti et al.,
2001; Sherrill et al., 2004) (Figura 11).

SYBR Green livre

Primer o
® e

O SYEBER Green
Ivra emita pouca

0 o l Desnaturagao
(=
fluorascéncia —_:_/————.

e 9 l Hibridizagdo

O prmer iga-sa
a saquéancia

alo “—l

Ligagao do primer

e 6 Extensao

Emissao de

fluorascéncia =
ERORORICNASS SYBR Green incerporado — activo

da SYEBR Green
(o) Medicao da
flucrescéncia

Figura 11. Representagéo esquematica da amplificacdo de DNA com SYBR Green, por PCR em tempo real

(adaptado de http://www.ilm.pf/PCRtempsreel).
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A fluorescéncia é detetada por um sistema Ooptico e analisada pelo
software do aparelho a medida que o produto € amplificado, e o grafico tipico
resultante encontra-se representado na Figura 12. Esta metodologia permite
monitorizar o momento da reacdo em que a quantidade de fluorescéncia
ultrapassa um limiar definido, conhecido como Ct (cycle threshold). A
quantificacao relativa de produto amplificado realiza-se através da diferenca entre
estes valores de Ct para a amostra alvo e para o controlo endégeno (Arya et al.,
2005).

ARN

0500 Threshaold | | Exbonential phase

0000 H——————————— ] 1
Ct

-0500

2345678 F10M12B14158617189022B2A4B2BLTWB2H0IN323334353537383940

Cycle number

Figura 12. Curva de amplificagdo de gqPCR-RT. Legenda: ARn — Emissao de fluorescéncia do produto em

cada momento; Ct — Cycle threshold (adaptado de http://www3.appliedbiosystems.com/).

No presente trabalho, utilizou-se esta técnica com o objetivo de quantificar
0 numero de copias do mtDNA nas amostras, recorrendo ao aparelho 7500 Fast-
Real Time PCR system (Applied Biosystems, CA). Conforme mencionado
anteriormente, utilizou-se SYBR® Green (Bio-Rad, CA), e foram amplificados os
genes Microglobulina-2-3 (82M) (nuclear, de copia unica) e tRNA leucine 1 (gene

mitocondrial), com primers especificos (Bai e Wong, 2005) (Tabela 3). No que diz

Fernandes S, 2012 42



Investigagdo do mtDNA nas doengas de Huntington e Parkinson

respeito as condigdes de PCR, aplicou-se um programa de 30 a 35 ciclos de trés
temperaturas (95°C; ~60°C; 72°C). A medigao do numero de cépias foi realizada

duas vezes para todas as amostras, em triplicado, perfazendo um n=12.

A andlise dos resultados foi realizada com o software 7500° V.2.0.4 e a
quantificacao relativa do numero de cépias da amostra alvo foi obtida através da
formula 2 (22°Y), com ACt = (Ct alvo — Ct controlo).

No procedimento desta técnica foi preparada uma mix contendo primer
forward (F) e reverse (R) (10 uM) e SYBR Green.

3.5 Amplificagao dos sete genes MT-ND no modelo de DP

Foi em 1983 que Kary Mullis descobriu a técnica de reagdo em cadeia da
polimerase, tendo recebido o prémio Nobel de quimica, em 1993, pela sua
criacao (Mullis et al., 1986). Esta técnica revolucionou a genética e a biologia
molecular e tem acelerado a taxa de progresso de estudo de genes e genomas.
Tem trazido também um enorme avango no que diz respeito ao diagndstico de
doencas, medicina forense, entre outras areas (Ma et al., 2006).

O fundamento desta técnica baseia-se nos principios da replicacido do
DNA, simulada na técnica de PCR, que utiliza os principios da replicagao natural
para obter uma grande quantidade de cépias de fragmentos de DNA. A replicagao
do DNA é denominada de “semi-conservativa” pois durante a formacdo de uma
nova cadeia nucleotidica tem-se como referéncia uma unica cadeia nucleotidica
molde do DNA que esta a ser replicada. Para que o processo de replicagdo se
inicie, € necessario a atuacéo da enzima DNA helicase, que se liga a cadeia de
DNA e desliza sobre ela, quebrando as ligagdes entre as duas cadeias (pontes de
hidrogénio), separando-as. Em seguida, apds a ligagdo de primers as cadeias
simples de DNA, da-se o inicio da replicagao, através da DNA polimerase, a partir
de uma extremidade 3’OH livre. Os nucleotideos livres vao ligar-se, por
complementaridade de bases, as cadeias de DNA, mediante a acdo da DNA
polimerase, que polimeriza a partir da origem de replicagdo. A partir de uma

cadeia original de DNA formam-se assim duas novas cadeias (Videira, 2001).
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A PCR traduz-se entdo na repeticao ciclica de trés reacdes simples, que
variam na temperatura de incubacao. Desta forma, sdo necessarios os seguintes
componentes numa técnica de PCR: DNA polimerase; desoxirribonucledtidos
trifosfato (dATP, dGTP, dCTP, e dTTP); dois primers que delimitam a sequéncia
alvo a amplificar, denominados de primer forward e primer reverse; solugao
tampao, que fornece as condi¢cdes de pH e salinidade para que ocorra sintese;
ides Mg?* (cofatores necessarios a atividade da Taqg polimerase) e o DNA alvo
que inclua a sequéncia a amplificar (Guo et al., 2008; Strachan e Read, 2002). O
primeiro passo — desnaturagcdo — consiste na desnaturagdo do DNA a
temperaturas elevadas, com vista a obter duas cadeias simples de DNA. De
seguida, o segundo passo € realizado a temperaturas mais baixas, e consiste na
ligacao dos oligonucledtidos (primers) de forma a que fiquem a delimitar a zona
que se quer amplificar. Esta fase é denominada de annealing. Os dois primers
nao devem ser complementares entre si, de modo a ndo emparelharem entre si, e
os seus locais de hibridagdo ndo devem ser muito proximos, de modo a que seja
possivel a sintese de novos produtos (Videira, 2001). Por fim, o terceiro passo —
extensdo — inclui a sintese de DNA pela Taq polimerase, que faz o elongamento
dos primers, usando como molde a cadeia com que cada primer esta
emparelhado (Buitrago e Jimenez, 2001) (Figura 13).

Os ciclos de desnaturacao (95°C), annealing (temperatura dependente dos
primers) e extensdo (72°C) sdo assim repetidos varias vezes no termociclador,
sem intervenc¢ao manual. Sé ao fim do terceiro ciclo de PCR se obtém moléculas
de DNA em cadeia dupla cujas extremidades sao definidas pelas extremidades 5’
dos primers utilizados. Durante cada ciclo de PCR posterior, estas moléculas séo
duplicadas levando a um crescimento exponencial do fragmento alvo. Cada n
ciclos leva a produgéo de 2" moléculas de DNA (Strachan e Read, 2002).

Neste estudo, esta técnica foi utlizada com o objetivo de amplificar os sete
genes mitocondriais codificantes para o complexo |, MT-ND. As posi¢cdes destes

genes no mtDNA encontram-se descritas na Tabela 4.
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Cadeia dupla
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Figura 13. Respresentacdo esquematica das etapas da PCR (adaptado de http://www-ed-sdvs.u-

strasbg.fr/openlab).
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Tabela 3. Localizagdo dos genes MT-ND no genoma mitocondrial humano (Adaptado de: MITOMAP: A

Human Mitochondrial Genome Database. http://www.mitomap.org, 2011).

Map locus Inicio Fim Descricao
MT-ND1 3307 4262 NADH Desidrogenase subunitdade 1
MT-ND2 4470 5511 NADH Desidrogenase subunitdade 2

MT-ND3 10059 10404 NADH Desidrogenase subunitdade 3
MT-ND4L 10470 10766 NADH Desidrogenase subunitdade 4L
MT-ND4 10760 12137 NADH Desidrogenase subunitdade 4
MT-NDS 12337 14148 NADH Desidrogenase subunitdade 5
MT-ND6 14149 14673 NADH Desidrogenase subunitdade 6

No procedimento seguido no presente trabalho, foi utilizado uma mistura
de reacao contendo contendo um volume total de 25 uL. A mistura de PCR incluiu
H,O MilliQ, primers forward e reverse (2,5 uM), DNA (1ng/ pL), dNTPs (2 mM),
tag DNA polimerase (Fermentas) e respetivo tampao (1x) MgCl,. Foi usado um
controlo negativo (contendo agua em vez de DNA) para todas as reacgdes de
PCR.

A sequéncia dos primers utilizados no estudo encontra-se apresentada na

tabela abaixo:
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Tabela 4. Caracteristicas dos primers utilizados neste estudo (Landsverk et al, 2012).

Primer Sequéncia (5'para 3°) ;:?;:ﬂ:?pdbc;
E AACTTTACAGTCAGAGGTTC 817
R ACAAAATATGTTGTGTAGAGTTC
E CCCTCACCACTACAATCTT 808
R ACCTCTGGGACTCAGAAGT
E ACTCTCCGGACAATGAAC 922
R GATTTGCGTTCAGTTGATG
E ACACATCCGTATTACTCGCA 808
R TATACCAATTCGGTTCAGTCT
E ATCATCATCCTAGCCCTAAG 809
R CCAAGGTGGGGATAAGTG
E TCTACCTCTCTATACTAATCTC 718
R TTTGAGTTTGCTAGGCAGAAT
E ATCGCTCATTGCATACTCTTC 759
R GGTTATAGTAGTGTGCATGG
E ACTCATGCCTCCATGTCTA 289
R GGGTGGAGACCTAATTGGG
E AACGCTAATCCAAGCCTC 812
R TGCGGGGGAAATGTTGTTAG
E CACCCTTACTAACATTAACGAA 854
R TAATTTATTTAGGGGGAATGATG
E AGGATACTCCTCAATAGCC 299
R TTCATTGAACTAGGTCTGTCC

Legenda: F- forward; R- reverse

Foi usado um programa de PCR com 35 ciclos (95°C, 45”; 50-60°C, 45”;
72°C, 1°).

3.6 Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese € uma técnica bioquimica padrao para separar moléculas de
acordo com o seu peso molecular e carga elétrica. Permite a separagao de
fracdes de biomoléculas como DNA, RNA e proteinas, pela migragao destas num
gel, durante a aplicagdo de um potencial elétrico. Para separar moléculas de
DNA, é usada a eletroforese em gel. Normalmente este gel é feito de agarose
(um polissacarideo), que €& preparado numa solugdo tampdo. Durante a

preparagao do gel é adicionado brometo de etideo, que se intercala nas bases de
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DNA, formando um complexo, que, quando é irradiado por luz UV, emite
fluorescéncia, permitindo, assim, visualizar os fragmentos de DNA. A
percentagem de agarose pode variar entre os 0,8 e 3,0% (Pierce, 2004;
McPherson e Moller, 2006).

As amostras de DNA foram misturadas com loading buffer antes da
aplicagao no gel. Este tampé&o € uma solugéo composta por azul de bromofenol e
glicerol, utilizados com o objetivo de aumentar a densidade das amostras,
impedindo que saiam do gel, além de dar a coloragéo, que serve como indicador
do progresso eletroforético. Foi também adicionado um marcador de peso
molecular, que é uma mistura de fragmentos de DNA de tamanhos conhecidos,
que serve para se comparar a distancia percorrida pelos fragmentos das
amostras com os do marcador (Pierce, 2004; McPherson e Moller, 2006). O
marcador utilizado foi o PUC 8 MIX (Fermentas, Lituania). A corrida eletroforética
deu-se a voltagens entre os 100-140V, durante 40-70 minutos, de acordo com a
dimensao do gel. As bandas foram observadas sob radiagdo UV, recorrendo ao
transiluminador do equipamento ChemiDoc™ XRS (Bio-Rad, Estados Unidos da

América).

3.7 Purificacao dos produtos de PCR

Esta técnica tem como objetivo eliminar vestigios de primers e dNTP’s que
permanecem na mistura do produto de PCR apds a amplicacdo, de modo a nao
interferirem com o processo de sequenciacdo. Neste estudo recorreu-se a
ExoSAP-IT® (Affimetrix®), que contém duas enzimas hidroliticas, a exonuclease |
e a fosfatase alcalina. Relativamente a primeira, degrada primers e restos de
DNA de cadeia simples (ssDNA) inespecificos, produzidos durante a PCR,
enquanto que a segunda hidroliza dNTP’s (N = A, C, G, T) que ficaram livres e
que podem prejudicar a reagao de sequenciagao (Werle et al., 1994). Utilizaram-
se 2 uL de ExoSAP®/10 uL de produto, a temperatura de 37°C, com inativacao a
80°C.
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3.8 PCR de sequenciacao e sequenciacao automatica

Esta técnica baseia-se nos mesmos principios descritos para a técnica de
PCR de amplificacdo. A reacdo tem o mesmo fundamento, mas com duas
diferencas principais:

1. Uso de apenas um primer (forward ou reverse);

2. Uso de di-desoxi-nucleétidos marcados com fluorescéncia (ddNTP’s).

Atualmente, a técnica mais utilizada para sequenciar DNA é a de Sanger,
assim denominada em homenagem a Fred Sanger que, com Walter Gilbert,
recebeu o prémio Nobel de quimica, em 1980 (Sanger et al., 1977). O método de
Sanger, ou “di-deséxi” para sequenciagao de DNA, baseia-se no processo de
replicacao. Nesta técnica usam-se nucleétidos especiais, denominados ddNTP’s,
idénticos aos dNTP’s, com a diferenga de que lhes falta um grupo 3’OH. Quando
€ incorporado um ddNTP numa cadeia de DNA, ndo pode ser adicionado mais
nenhum nucleétido, pois ndo ha grupo 3’'OH para formar uma ligagao fosfodiéster
com o nucledtido seguinte, interrompendo-se a sintese de DNA.

Na metodologia classica de Sanger, a reagdo ocorre em quatro tubos
distintos. O primer liga-se a sua sequéncia complementar na extremidade da
cadeia, para que se inicie a sintese de DNA. A partir desse primer, a DNA
polimerase faz a extensao de uma nova cadeia de DNA, usando-a como molde.
Existem mais dNTP’s do que ddNTP’s na mistura de reagao, permitindo que a
sintese de DNA continue. Ocasionalmente, €& incorporado um ddNTP,
aleatoriamente, em posigdes diferentes em fragmentos diferentes, produzindo um
conjunto de cadeias de tamanhos diferentes. As reagbes que ocorrem em cada
tubo sao equivalentes, recebendo apenas um ddNTP diferente. Quando
terminada a sintese, o DNA dos tubos é desnaturado e os produtos de cadeia
simples de cada reagdo sao separados por eletroforese em gel. Os conteudos
dos quatro tubos sao separados lado o lado nesse gel, de modo que as cadeias
de DNA mais curtas migram mais rapidamente que as mais longas. Apds a
eletroforese, o gel é revelado por auto-radiografia.

Durante a reacao, a incorporacao de dNTP’s e ddNTP’s ocorre ao acaso.
No entanto, quando é incorporado um ddNTP, ndo sao incorporados mais
nucleodtidos, razdo pela qual os ddNTP’s sdo designados por nucleétidos de

terminacdo. Assim, no final da reagdo, sao gerados fragmentos de diferentes
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tamanhos, cujo nucledétido final (ddNTP) sera posteriormente detetado na leitura
da sequéncia no processo de sequenciacdo. Os ddNTP’s usados sdo marcados
com um agente fluorescente, diferente para cada nucleétido. Os fragmentos de
diferentes tamanhos separam-se no capilar que contém o gel e migram,
passando por um laser e um detetor. Os fluorocromos sdo ativados e a
fluorescéncia é detetada, gerando um grafico de picos correspondentes a cada
nucledtido, obtendo-se assim a sequéncia do DNA em estudo (eletroferograma).

A mistura de reacdo para PCR de sequenciagao utilizada neste trabalho
continha um volume final de 10 pL que incluiu: BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems) e respetivo tampao, DNA, primer (2,5 uM) e H,O MilliQ.

No termociclador, o programa utilizado para esta reacc¢éo foi de 45 ciclos
(96°C, 10”; 55°C, 5”; 60°C, 4’).

Em seguida, o DNA foi purificado, com o objetivo de eliminar residuos,
aumentando a qualidade das sequéncias produzidas. Neste trabalho, recorreu-se
a purificagdo com Sephadex, uma técnica descoberta em 1957.

O Sephadex é um polimero utilizado para separar biomoléculas, que forma
uma rede, sendo utilizada como método de separacido. Este polimero é soluvel
em agua e, por centrifugagédo, formar-se uma coluna, que pode ser usada para
filtracdo. O produto de PCR de sequenciacao foi colocado na coluna e submeteu-

se a centrifugacdo (2000xg), de modo a purificar o DNA.

3.9 Analise in silico

Apds a analise das sequéncias obtidas por sequenciagao automatica, as
alteragdes encontradas foram inseridas numa base de dados (MITOMAP, 2012) e
no MitoAnalyzer, para obter a descricdo da alteragdo encontrada, incluindo o
aminoacido e a sua posicao na proteina.

Nos casos em que se verificou que a substituicdo conduzia a alteracdo do
aminoacido na posicdo em causa, recorreu-se a duas ferramentas in silico:
PolyPhen-2° — Polimorphism Phenotyping v2 (Adzhubei et al., 2010) e SIFT® -
SIFT Aligned Sequences (Ng e Henikoff, 2006). A primeira € uma ferramenta que
da uma previsdo do possivel impacto de uma substituicio de aminoacido na

estrutura e funcdo da proteina, com base em consideragdes fisicas e
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comparativas. A segunda da uma previsdo do mesmo tipo, baseando-se no grau
de conservacao de aminoacidos no alinhamento de sequéncias de diferentes
espécies, introduzidas pelo utilizador. Por ultimo, também se analisou a
conservagao evolutiva para estes casos, tendo-se recorrido a uma ferramenta de

alinhamento UniProt®.

3.10 Analise estatistica

No sentido de avaliar se os dados da analise do numero de cépias
seguiam uma distribuicdo Gaussiana, foram realizados testes de normalidade,
visto a analise estatistica posterior a aplicar depender do tipo de distribuicdo dos
dados em analise. Relativamente ao teste t de Student, por exemplo, apenas
pode ser usado em dados que sigam um tipo de distribuigdo denominado normal,
de acordo com uma distribuicdo em curva tipo Gaussiana.

Para proceder a comparacdo dos resultados obtidos neste trabalho,
quando os dados nao seguiam uma distribuicdo Guassiana, realizou-se uma
analise estatistica A-NOVA para comparagdes multiplas — teste de Kruskal-Wallis,
Post-test Dunn ou teste Mann-Whitney.

Uma diferenga é considerada estatisticamente significativa quando p<0,05.
Foi sempre aplicado um intervalo de confiangca (Cl) de 95% e as diferengas
significativas estéo indicadas por asterisco.

O software usado para a analise estatistica referida foi o Prism v4.0® para
Windows, GraphPad Software (Motulsky, 1999).
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1V — Resultados

Fernandes S, 2012 52



Investigagdo do mtDNA nas doengas de Huntington e Parkinson

4.1 Quantificagdo do numero de cépias de mtDNA

Através do método de PCR em tempo real foi quantificado o numero de
copias de mtDNA para as amostras de DH e DP, de acordo com os objetivos
anteriormente mencionados.

Na Figura 14 encontram-se os resultados relativos as amostras de DH
organizados por controlos e doente, nas diversas concentragdes de BrEt usadas.
No presente estudo, foram analisadas células controlo correspondentes a

diferentes linhas celulares de linfoblastos.

A partir destes dados obteve-se o seguinte gréfico:
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Figura 14. Numero de copias de mtDNA/célula, para as células controlo e doente, para as diferentes
concentragdes de BrEt a que foram expostas.

Apds a analise estatistica dos dados, é possivel concluir que, em relacao
aos controlos, ha uma diferenga estatisticamente significativa entre as
concentragdes de 0 e 50 ng/mL de BrEt, assim como entre as concentracdes de 0
e 75 ng/mL visto p< 0,01 e p< 0,01, respetivamente. Procedendo a uma
comparagao entre controlos e doente para a mesma concentracdao de BrEt,

apenas se verificou uma diferengca estatisticamente significativa para as
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concentragdes de 50 e 75 ng/mL de BrEt, com p<0,001 e p<0,01, respetivamente.
No que diz respeito a comparagao entre as diferentes concentragdes para o
doente, ndo se observaram diferengas estatisticamente significativas para

qualquer uma das condicdes.

No que diz respeito as amostras de DP, os resultados sdo mostrados na
Figura 15. Os dados estdo organizados pela presenga (+Dox) ou auséncia (-Dox)
de doxiciclina, que resulta na expressdao normal ou sobre-expressdo de alfa-
sinucleina, respetivamente. Os ensaios foram realizados duas vezes, cada um

em triplicado, originando um valor de n=12 para cada condigao.
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Figura 15. Numero de copias de mtDNA/célula, para as amostras de Parkinson, para as condigbes +Dox e
-Dox.

De acordo com a analise estatistica, a diferenca entre o numero de cépias
detetado para as condi¢des +Dox e -Dox ndo é estatisticamente significativa, com

um valor de p=0,2356.
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4.2 Sequenciagao dos sete genes MT-ND nas amostras de DP
No que diz respeito a sequenciagdo das amostras de DP, apés
amplificagdo (Figura 16) dos genes em estudo realizaram-se os procedimentos

subsequentes até a sequenciagdao automatica e analise da presenca de
alteracoes.

1 2B 3 4B56BM

€— 1118 pb
881 pb

692 pb

Figura 16. Exemplo de uma imagem de gel de agarose corado com brometo de etideo, relativo a amplificagéo
de um fragmento em estudo.

Legenda: Os numeros, dois a dois, correspondem as duas amostras de DP, para diferentes pares de primer.
O B representa o controlo negativo para cada mistura de reagdo e o marcador de peso molecular encontra-se
representado pela letra M (PUC 8 MIX).

Apds analise das sequéncias, verificou-se a presenca de uma alteracao
em ambas as amostras (Figura 17). Uma vez que a alteragdo em causa,
m.11016G>A, leva a alteracdo de aminoacido, recorreu-se as ferramentas
referidas para o estudo in silico. A informagao obtida encontra-se resumida na
Tabela 5.

ll[IIOO 11010 ) ll?ZO 11930
! .
C GCC CGCCACTTATCC TG CCACTATCACG
C GCC cGcCccC CTTATCC T G cC CTATC CG
] | | I
631 641 651 661
AN NN AN NN

Figura 17. Representagdo do eletroferograma que mostra o resultado obtido por sequenciagdo automatica,
com a alteragéo detetada (m.11016G>A).
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Tabela 5. Resumo da informacgéo obtida do estudo in silico para a alteragdo m.11016G>A.

Alteragao n11016G>A
Polimorfismo
Descrigédo (MITOMAP) Mutagao somatica (descrita em tumor da
tirdide)
Locus MT-ND4
Aminoacido Serina (Ser)
Alteracdo de aminoacido Sim: Asparagina (Asn)
Posicao do aminoacido na proteina 86 (de 460)
Tipo de mutacéo Nao sinénima
Tipo de substituicdo Transicao
Patogenicidade (PonPhen-2® / SIFT®) Benigna / Tolerada

Os resultados para a patogenicidade da alteragdo m.11016G>A foram
obtidos a partir das previsdes do PonPhen-2® e SIFT®, tal como evidenciado na
Tabela 5. Na Figura 18 encontram-se representados os resultados para cada uma

destas ferramentas:

A
This mutation is predicted to be  BENIGN with a score of 0.000 (sensitivity: 1.00; specificity: 0.00)

0,00 0.20 0.40 0.60 0.80 1,00

B
Substitution at pos 86 from S to N is predicted to be TOLERATED with a score of 1.00.

Figura 18. (A) Representagéo da previsédo obtida pela ferramenta Polyphen—2®.
(B) Representacao da previsdo obtida pela ferramenta SIFT®.

Usando o UniProf®, procedeu-se ao alinhamento das sequéncias de

diferentes espécies, com o objetivo de analisar a conservagao evolutiva do
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aminoacido que sofreu alteragao (Figura 20), considerando oito espécies para
além da espécie humana, na comparagdo. Assim, as espécies incluidas na
analise foram: Homo sapiens (HUMANO); Bos taurus (BOVINO); Rattus
norvegicus (RATO); Mus musculus (RATINHO); Gallus gallus (GALINHA); Pan
troglodytes (CHIMPANZE); Xenopus laevis (RA); Drosophila melanogaster
(MOSCA); Danio rerio (Zebrafish) (PEIXE).

LSRKKLYLSMLISLQISLIMTFTATELIMFY 119 P03905  NU4M_HUMAN
TRKKLFITMLISLOLFLIMTFTAMELILFY 119 P03910  NU4M_BOVIN
QKLYISMLISLQILLIMTFSATELILFY 119 P05508  NU4M_RAT

60  PLSTPLIILTAWLLPLMLMASQNHLE QKLYISMLISLQILLIMTFSATELIMFY 119 P03911  NU4M_MOUSE
60 QISTPLLVLSCWFLPLMIMASQGHLOHEPHKRKRMFISTLIIIQPFIILAFSATELMLFY 119 PI18939  NU4M_CHICK
60  PLTTPLLMLTAWLLPLTIMASQRHLS 3li'l SRKKLYLSMLISLOQISLIMTFSATELIMFY 119 P03906  NU4M_PANTR
60 QISTPLLILTCWLLPLMLIASQONHLSNEPISRQRTFITMLVFLOLSLIMAFSATELILFY 119 P03912  NU4M_XENLA
56 MLSYGLILLSLWICSLMLLASEMINK=- H YRNLFLLNIIILLLLLILTFSSMSLFMFY 113 P18931  NU4M _DROME
61  PLSTPLLVLTCWLLPLMILASQNHINS UII' RORMYITLLASLQTFMIMAFGATKIIMFY 120 Q9MIY1  NU4M_DANRE

Figura 19. Resultado do estudo da conservagao evolutiva na subunidade ND4 codificada pelo mtDNA,
recorrendo ao Uniprot®. As espécies consideradas para a analise foram: a) Homo sapiens; b) Bos taurus; c)
Rattus norvegicus; d) Mus musculus; e) Gallus gallus; f) Pan troglodytes; g) Xenopus laevis; h) Drosophila
melanogaster, i) Danio rerio.

60 PLTTPLLMLTTWLLPLTIMASQRHLSS Jli'

60  SLSTPLLILTMWLLPLMLMASQHHLS wﬂ

60  PLSTPLIILTTWLLPLMMLASQNHME ":-N
KD

Os resultados do estudo da conservagao evolutiva mostraram que que o
aminoacido (serina) presente na posicdo referente a alteracdo genética
m.11016G>A na espécie humana é pouco conservado, encontrando-se apenas

na sequéncia da proteina de uma das espécies estudadas, a Danio rerio.
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V- Discussao
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Ao longo dos anos, tem-se verificado que a mitocdndria esta fisicamente
ou funcionalmente alterada nas diversas doengas neurodegenerativas. Foram
publicadas alteragbes genéticas relacionadas com algumas doengas
neurodegenerativas. No entanto, os mecanismos celulares, moleculares e
patolégicos subjacentes a progressdo dessas doengcas € a morte neuronal
seletiva permanecem ainda desconhecidos. Diversos estudos tém mostrado
alteracbes ao nivel da mitocdndria, nomeadamente defeitos na fosforilacdo
oxidativa, trafego de calcio, acumulagao de proteinas mutadas na mitocéndria e
potencial membranar, que ocorrem nas doengas neurodegenerativas. Tal como ja
foi descrito, foram descritas algumas destas alteragbes nas doengas de
Huntington e de Parkinson (Gil e Rego, 2008; Kasraie et al., 2008; Vila et al.,
2008).

De acordo com a literatura, os mecanismos de danos e reparacao do
MtDNA sao pouco conhecidos, porém, sabe-se que o0 mtDNA se encontra sujeito
a niveis mais elevados de stress oxidativo do que o nDNA. O mtDNA é
particularmente sensivel a agentes oxidantes, devido a sua proximidade com a
membrana mitocondrial interna e a falta de histonas. Existe também uma relagao
inversa entre o dano oxidativo do mtDNA em determinados érgéos, como o
coragao e O cérebro, e o periodo de vida de mamiferos, sugerindo que a
acumulacao de danos no mtDNA desempenha um papel importante na causa de
varios disturbios associados ao envelhecimento, cancro e neurodegenerescéncia
(Lee e Wei, 2007; Wallace et al., 2010).

Deste modo, é relevante proceder a uma analise do mtDNA, que no
presente estudo, foi realizada através da quantificacdo do niumero de copias de
genoma mitocondrial e da sequenciagao, dos sete genes MT-ND. Como se sabe,
a mitocOndria possui multiplas copias do seu DNA. O numero de cépias de
mtDNA ndo é aleatério, sendo especifico do tecido e do seu estadio de
desenvolvimento. De facto, o numero de copias alterado pode estar relacionado
com doencga, tendo sido demonstrado em estudos de esclerose multipla,
diferentes tipos de cancro, diabetes ou cardiomiopatia, entre outros. No entanto,
0s mecanismos pelos quais occore a regulacdo dos niveis de mtDNA
permanecem desconhecidos. Existem diferentes propostas para tentar explicar
esta regulacdo. No geral, as hipdéteses centram-se num possivel papel das

proteinas relacionadas com a replicagdo do mtDNA (Montier et al., 2009
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Para proceder ao estudo da sequéncia dos sete genes MT-ND do mtDNA,
e procurar eventuais alteracdes, recorreu-se a sequenciagao automatica. Trata-se
de um método adequado para detetar alteragbes na sequéncia genética,
permitindo também detetar novas alteracbes. Efetivamente, as alteracbes no
mtDNA estdo frequentemente relacionadas com a funcdo comprometida do
OXPHOS, sendo um defeito bioquimico bastante comum em doengas
neurodegenerativas (Grazina et al., 2006). Tendo em conta os fatores descritos
nos capitulos anteriores, tornou-se importante a analise destas do mtDNA, em

particular dos genes relacionados com o complexo |.

5.1 Quantificagdao do numero de céopias de mtDNA nas amostras
de DH

Relativamente a metodologia utilizada para estudar as amostras de DH, o
objetivo foi proceder a esta quantificagdo a partir de células controlo e doentes,
em diferentes concentragdes de BrEt. Este é, de facto, um passo essencial para a
obtencdo de células Rho-0, que servirdo para produzir de cibridos de DH, um
modelo importante no estudo da DH. Nesse sentido, foi relevante compreender a
que concentracao de BrEt existiria deplecédo total do mtDNA, comprovando que
as células eram Rho-0. Através da analise dos resultados, verificamos que nao foi
possivel estabelecer uma concentracdo para a qual existisse deplegao total ou
mesmo parcial. Mais importante, para nenhuma concentracdo, de controlos ou
doente, se verificou uma deplecdo total do mtDNA, tal como evidenciado na
Figura 14. Pelo contrario, observou-se um aumento do numero de cépias de
mtDNA, em controlos, para as concentragdes de BrEt usadas, podendo
evidenciar um efeito compensatério na replicacdo do mtDNA, referida noutras
situagdes (Bai e Wong, 2005; Yu et al., 2007; Montier et al., 2009).

Uma vez que nao ocorreu uma deplecao total do mtDNA, evidencia-se que
nao é possivel a utilizagao das células estudadas para a obtengao de cibridos. De
facto, pela analise da literatura, verifica-se que € comum a maioria dos estudos
nao referirem a confirmacao da nao existéncia de mtDNA, mencionando apenas a
exposicao ao BrEt (Swerdlow et al., 1999; Swerdlow, 2007). Por outro lado, outros

estudos recorreram indiretas a evidéncias como sinal da auséncia de mtDNA (Yu
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et al., 2007). De entre os estudos nos quais foi referida a criagado de células Rho-
0, destaca-se o0 uso de técnicas como o Southern Blot, consumo de oxigénio ou
PCR convencional (Lee et al., 2000; Yu et al., 2007). Nao pretendendo pbér em
causa a deplecao de mtDNA nesses estudos, seria essencial a quantificagao do
numero de coépias de mtDNA, por ser a unica forma de obtencao de células Rho-
0. Assim, a quantificacdo do numero de cépias de mtDNA por PCR em tempo real
€, ndo s6 uma forma de confirmar a auséncia de mtDNA, mas também um
método de quantificagdo. De acordo com os dados da literatura, encontrou-se um
estudo no qual foram combinadas diferentes técnicas com o objetivo de ter a
certeza maxima quanto a deplegao total (Yu et al., 2007). Neste trabalho, os
autores mediram o potencial membranar da mitocéndria (que estava reduzida) e
analisaram a sua morfologia (que estava alterada). Para além disso, utilizaram a
técnica de DNA dot blot, que deteta mtDNA, para mostrar que este estava
ausente. Por ultimo, amplificaram o gene MT-COX2 do mtDNA e a regido D-loop
por PCR convencional, em especifico, tendo também evidenciado a auséncia de
MtDNA nas células Rho-0 (Yu et al., 2007). A técnica de qPCR-RT seria uma
forma mais simples e rapida de confirmar a deplecao total de mtDNA, em vez de
seguir todos os procedimentos referidos, quase todos indiretos € nenhum que
permitisse quantificar o mtDNA.

O nosso estudo evidenciou que, com as concentracdes de BrEt utilizadas,

nao é possivel obter células Rho-0 para formar cibridos.

5.2 Analise das amostras de DP

A ordem dos aminoacidos de uma proteina € determinante para a sua
funcao, pelo que a manutencido desta ordem é critica. Assim, uma alteragao na
sequéncia de nucledtidos podera produzir uma alteragdo na sequéncia de
aminoacidos da proteina, afetando a sua estrutura e/ou fungdo. Uma vez que
uma alteracdo de aminoacido pode ter este impacto, torna-se importante a
utilizacdo de métodos que possam ajudar a prever se uma alteragdo tem um
impacto negativo na funcéo proteica. Neste sentido, foram realizados estudos in
silico usando o Polyphen-2® e SIFT®.

No primeiro, é colocada a sequéncia ou a sua identificacdo e a posicao do

aminoacido em causa, assim como o aminoacido da sequéncia inicial e da
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alterada. A previsdo € dada através da conservagdo de sequéncias homalogas,
escolhidas automaticamente pela ferramenta, e na estrutura da proteina, tendo
em conta a posicdo do aminoacido substituido. Ja no SIFT®, sdo colocadas
sequéncias de espécies definidas pelo utilizador, que s&o posteriormente
alinhadas. Este software baseia-se na homologia entre as sequéncias, sendo a
previsdo dada por um score. Para valores acima de 0,05, a alteragdo é
considerada tolerada, e para valores inferiores prevé-se que afete a funcdo da
proteina. Deve-se ter em atengdo que, apesar de em ambos a escala de
resultados variar de 0,00 a 1,00, o valor maximo de uma das escalas corresponde
ao valor minimo da outra escala, isto &, para o valor de 0,00 no Polyphen-2® a
alteracao é benigna, ao passo que no SIFT® se considera que altere a funcao da
proteina.

Apods a sequenciagao dos sete genes MT-ND das amostras de modelo da
DP, foi encontrada, quer para a condicao +Dox, quer para a condicdo -Dox, a
alteracdo m.11016G>A, localizada na subunidade ND4. Esta alteragcdo esta
descrita no MITOMAP (Mitomap, 2012) como um polimorfismo (PRC) e como
mutagcdo somatica no mtDNA em patologia humana de tumor da tiréide. De
acordo com o estudo onde foi publicada esta alteracdo, foram detetadas 57
mutagbes somaticas em 51,5% dos tumores analisados. Para além desta
alteracao, foram encontradas alteracbes em outras subunidades do complexo |,
assim como nos restantes complexos da CRM codificados pelo mtDNA (Maximo
et al., 2002).

Ainda no que diz respeito a esta alteragao, a analise in silico recorrendo as
ferramentas Polyphen-2® e SIFT® revelou resultados concordantes, uma vez que
ambos prevém que a alteragdo de aminoacido seja benigna/tolerada (Tabela 5).
De facto, se observarmos a sequéncia na qual o Polyphen-2® se baseia podemos
constatar que o aminoacido é pouco conservado (Figura 19) tendo em conta as
espécies analisadas. O mesmo tipo de conclusdo se aplica ao resultado dado
pelo SIFT®. A substituicdo da origem a uma alteragédo de aminoacido, de serina
para asparagina. Ambos os aminoacidos sao polares, pelo que se considera que
existira menor possibilidade de alterar a estrutura da proteina e,
consequentemente, a sua fungao. Este fator é tido em conta pelo Polyphen-2®, o]

que também podera contribuir para a previsao dada.
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Relativamente a alteragcdes no gene MT-ND4 na doenga de Parkinson, um
grupo encontrou pela primeira vez uma mutag¢ao pontual, m.11778G>A, num caso
familiar de DP. Este doente apresentava neurodegenerescéncia da substancia
nigra, e foi sugerida uma associagao entre a mutacdo e a DP. De acordo com
este mesmo estudo, apesar de terem sido encontradas mutacbées no mtDNA em
doentes de Parkinson, nao foram identificadas mutagdes de caracter claramente
patogénico nestes doentes (Grazina et al., 2003). Embora estas variagdes no
mtDNA permanegcam como uma possibilidade a considerar na DP, os dados
recolhidos por Clark e colaboradores conduziram a hipotese de que as mutacdes
somaticas no mtDNA poderem contribuir para o comprometimento da funcdo do
complexo | na DP (Clark et al., 2011). Assim, a alteragdo detetada neste estudo,
pode estar relacionada com uma alteracdo da fungcdo da NADH desidrogenase,
em sinergia com outras alteracbes e/ou outros fatores nao identificadas no
presente trabalho. Tal como ja foi referido, estudos anteriores evidenciaram que a
inibicdo do complexo | (ja reportada em casos de DP) promove a agregacgao da
alfa-sinucleina em culturas celulares e em modelos animais da doencga (Lee et al.,
2002; Sherer et al., 2002; Sherer et al., 2003). Deste modo, caso a alteragao
m.11016G>A estivesse relacionada com o funcionamento normal do complexo |,
poder-se-ia colocar a hipbétese de estar correlacionada com a agregacédo da
proteina em doentes de Parkinson. No entanto, esta alteracao foi detetada quer
nas amostras +Dox quer nas -Dox. Efetivamente, apenas na condi¢cao -Dox se
verifica uma sobre-expressao da alfa-sinucleina, que esta relacionada com a sua
agregacao. Tendo em conta estes aspectos, a alteracdo nao seria especifica em
relacdo a agregacao da proteina, apesar de poder contribuir para uma alteragao
na atividade do complexo I. Em todo o caso seria necessario estudos adicionais
para esclarecer esta questao.

No que diz respeito a quantificagdo do numero de copias de mtDNA nas
amostras de modelo da DP em estudos os resultados obtidos, sugerem que
parece nao existir uma relagdo entre a expressao e sobre-expressao de alfa-
sinucleina com o numero de cépias, uma vez que nao existe uma diferenca
estatisticamente significativa entre os valores obtidos para as duas condigdes
estudadas. Isto é, o numero de coépias para uma expressao normal de proteina
(+Dox) nédo apresenta uma diferenca estatisticamente significativa em relacéo a

sobre-expressao da proteina (-Dox). Analisando a literatura disponivel, é possivel
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observar que nao existe concordancia entre os resultados obtidos, dado que
ainda ndo se estabeleceu se o numero de copias aumenta ou diminui em certas
condigdes, nem como essa regulagao é estabelecida. A patologia na qual existem
mais estudos do numero de copias de mtDNA e na qual existe maior consenso
entre os resultados € o cancro, onde se tem verificado um aumento do niumero de
copias. A explicacdo mais frequentemente dada pelos autores destes trabalhos
esta relacionada com a possibilidade de o aumento ser resultante de um efeito
compensatério de delegcdbes no mtDNA (Yu et al., 2007; Montier et al., 2009). Em
relagdo a estudos em doengas neurodegenerativas, sdo escassos os trabalhos
relacionados com o numero de copias do mtDNA. No entanto, em estudos
anteriores, verifica-se que esta quantificacdo foi utilizada no sentido de a
relacionar a delegdes de grande escala no mtDNA (Bai e Wong, 2005; Frahm et
al., 2005; Bonner et al., 2005; Yu et al., 2007), que nao se detetaram no nosso
estudo. Porém, mesmo nesses estudos nao se verificou uma relagao clara entre
as delecbes e o numero de copias, pois os resultados foram heterogéneos. No
presente trabalho ndo se observou concordancia entre a quantificacao realizada e
a expressao ou sobre-expressao de alfa-sinucleina, assim como nao se observou

uma ligacéo especifica entre a alteragdo detetada e estas duas condigdes.
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VI — Consideracoes finais
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Existem alguns dados na literatura que tém mostrado a utilidade dos
cibridos para o estudo de doengas neurodegenerativas, relacionado com a
disfuncdo mitocondrial. De facto, este modelo permite mimetizar os defeitos
bioquimicos mitocondriais, permitindo assim estabelecer uma comparacao entre o
fendtipo entre cibridos obtidos a partir da fusdo de uma linha celular Rho-0 com
células anucleadas contendo mitocdndrias normais ou mitocéndrias de doentes.
Porém, e como ja foi referido, a obtencao destas células depende de um primeiro
passo, a producgao de células Rho-0, células totalmente desprovidas de mtDNA.

No nosso estudo, ndo se observou deplecao do mtDNA, quer nas células
controlo quer nas de doente. Assim, a producao de cibridos estara limitada, uma
vez que o primeiro passo nao foi conseguido e dele depende a producgao final de
cibridos para, futuramente, estudar com detalhe o papel da mitocondria na DH.

A PCR em tempo real revelou-se uma técnica importante na analise do
numero de copias, dado que permite obter uma quantificacdo precisa do numero
de moléculas de mtDNA nas células em estudo, para além de se tornar uma boa
alternativa ao conjunto de técnicas utilizado noutros trabalhos, para averiguar a
deplegcao. Por outro lado, podera ser util na otimizacdo da obtencao de células
Rho-0, uma vez que é simples e os resultados sao obtidos rapidamente, até que
se verifique deplecéao total, sendo, assim, possivel avancgar posteriormente para a
fusao e formacgao de cibridos.

De acordo com diversos estudos, o numero de copias de mtDNA é
especifico do tecido e do seu estadio de desenvolvimento (Frahm et al., 2005; Yu
et al., 2007), tendo ja sido demonstrada a alteragdo do numero de cépias deste
genoma em diversas doengas (Bai e Wong, 2005; Yu et al., 2007; Montier et al.,
2009). Contudo, os resultados para doengas neurodegenerativas sdo escassos e
heterogéneos. Neste trabalho, analisamos o numero de copias em células usadas
como modelo de DP, que, através de um sistema Tet-off, expressam ou sobre-
expressam a alfa-sinucleina. De acordo com o que sabe desta proteina em
relacdo a bioenergética mitocondrial, pareceu importante avaliar o numero de
copias de mtDNA e sequenciar os genes MT-ND nestas células. Ndo se observou
diferencga estatisticamente significativa entre os valores de numero de copias para
+Dox e -Dox. Relativamente a sequenciagdao, foi detetada a alteragao
m.11016G>A em ambas as condicdes. Apesar desta alteracdo estar descrita

como um polimorfismo, de ter sido encontrada nas condi¢gdes +Dox e -Dox e de
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nao parecer existir uma relacdo entre o numero de cépias nestas condigdes, nao
se pode excluir a possivel relacdo do mtDNA com a alfa-sinucleina na DP. Além
disso, estudos anteriores j4 mostraram uma associagdo entre alteragées no
mtDNA e a DP. Outros estudos revelaram que a inibicdo da atividade do
complexo | podera conduzir a agregacdo da proteina. Deste modo, seria
importante avaliar a atividade deste complexo nas células em estudo, para
compreender melhor esta relagao.

O estudo que apresentamos € inovador e representa uma contribuicao
muito significativa no estudo de células Rho-0, pois demonstramos que a
quantificacdo do numero de copias de mtDNA é essencial para comprovar a

existéncia de deplegaoo total do mtDNA.
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