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MS: doenca heterogénea -
hereditariedade e ambiente

World Distribution of Multiple Sclerosis
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A genética da MS

» Estudos populacionais apontam para a associagdo
do HLA DR15, DQ6 com a MS, com associagdes
mais fortes entre os descendentes do norte da
Europa.

“loci candidato: 6p21.3

mtDNA na MS:
v'Elevada transmissdo da doenca de mae para filho.
v'Associacdo entre LHON e MS.

“*Mutacdes de LHON nos nucleétidos 3460 e 11778
em doentes com MS.
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Decurso da MS:
remissbes e exacerbacgbes
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RRMS: Relapsing- Reminting

Tame
fonte: http:/ /www.mult-sclerosis.org/msprognosis.html SPMS: Secondary Progression

Disabity

Fase I: Assintomadtica; inflamagdo frequente, desmielinizagdo, alteragdes de
seccgdo axonal, plasticidade e remielinizagao.

Fase II: Continuacdo da inflamagdo e desmielinizagdo persistente, RRMS

Fase Ill: Inflamagdo pouco frequente, degenerescéncia axonal crénica,
gliose, SPMS

MS: processo inflamatério
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Ocorrem lesdes axonais agudas desmielinizantes.
Principal candidato a mediador toxico: NO.

MS:
Mau funcionamento da conducdo nervosa

Caracteristicas neuropatoldgicas:
= desmielinizagdo;
= neurodegenerescéncia neuronal.
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MitocOndria como fonte de energia

Caracteristicas gerais:

2 membranas fosfolipidicas:

- externa (lisa)

- interna (dobra-se formando vilosidades,

chamadas cristas).

. . . Mitochondrial Energetics
Ciclo acido citrico:

NADH
FADH2
Dadores de -es para a CRM

Fosforilag&o oxidativa mitocondrial:
transferéncia de —es a partir do
NADH para gerar ATP

Origem bigenédmica da CRM

Matriz mitocondrial:

~Proteinas
-Ribossomas

~DNA mitocondrial (forma circular):

» 37 genes
» 13 peptideos da CRM
» 2 rRNAs
» 22 tRNAs

. ~ .
Mitocdndria:

fonte de espécies reactivas
» Producao mitocondrial de O, e H,0,
UQH- + 0, — UQ + H* + 0,
FMNH- + 0, — FMN + H* + O,

H* + Oy + O, — H,0, + O,
0, + H,0,— 0, + OH- + OH-

» Producdo mitocondrial
de NO

M

NO+ 0, — ONOO~
ONOO" + H* —» ONOOH
ONOOH —» OH: +NO,-

s

oNOO

Adaptado de Navarro A, Boveris A, Am |
Physiol Cell Physiol 202: C670-C686, 2007
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Mitocondria:
alvo de espécies reactivas

ROS/RNS

Inlbigio da CRM

Diminuigio ATP

Gradlente de Na+e
diminuicdo de AY,
Necrose abertura MPT Libertagdo cit ¢

Libertacio
glutamato

Caspases

Actlvagio Apoptose
NMDA-R

Morte por
excltotoxicidade
‘Adaptado de Brown and Borutite, Free Rad Biol Med, 33 (11),
2002

Porque é que a mitocondria é
importante na MS?

w
zaics 5
SEmT deficiente
domDNA
<. Ay
Mudancas . . e ST
esttuis da Anomalias mitocondriais na MS izmanc:
amomal
Aumento
deROS
o ‘edanos oxidativos

mDNA

m (Esavema adaptado de Mao et al, 2009)

Stresse oxidativo e
desmielinizacao
ROS e RNS:

danos oxidativos no mtDNA;

diminuicdo da actividade enzimdtica dos complexos da MRC;
peroxidagao lipidica;

peroxidacdo das proteinas constituintes da mielina;
nitrosilacdo dos residuos de tirosina.

ROS desestabilizam as bainhas de mielina
através da peroxidacdo dos lipidos das suas
membranas.




Mecanismo subjacente a perda de
axonios

/{m}
Hypoxia/ Inﬂnmmm% gens. ?400{\ L

ischemia expression

Nitricoxide /. Na®K'-ATPase Na,1.6 Na/Ca?* exchanger
A il
i 7 KX m A
Rundown ~ Persistent Na* S Ca? nflux
U of ATPase " ; \
Energy failure
Axon

- Calcium-induced calcium release
+ Mitochondrial Cat* |
Depolarization Activation of nitric oxide synthase
Activation of proteases
Activation of lipases

Nature Clinical Practice Neurology (2008) 4, 159-169

Possivelmente a morte neuronal pode surgir em
resultado da exposicdo dos axdénios a NO-, em
particular devido a sobrecarga de ides Na*,
resultante do impulso nervoso.

Disfuncdo mitocondrial na MS

Aumentode
radicals
livres
Processo Aumento
. i danos
inflamatério na
e oxidativos
no mDNA
Axbnlos Mutagdes
desmlellnizados, podem alterar
mais susceptiveis as fungdes
alesdes mitocondriais
Diminuigio
Mitocdndria dos nivels
disfuncional energéticos da.

célula

Objectivos

» Analisar o envolvimento funcional da OXPHOS
na MS.

» Investigar a correlacdo destes dados com os
estudos de genética molecular do mtDNA.
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Relevancia Clinica

» Contribuir para o esclarecimento da
etiopatogenia da MS;

» Encontrar novas ferramentas de diagndstico.

Amostragem

Doentes e controlos

+~ Doentes: seguidos no servico de
Neurologia dos HUC; tém MS definitiva.

‘Namero de individuos 50

Sexo FIM S5F/T5M
dade média (an05) % 5D (min-max) 705109 (22 61)
EDSS média (anos)  SD (min-max) 75:23(19)
dade e infcio media (an0s) & SD (min-max) 2982105 (15:52)
Duragao média da doenca (anos) SO (min-max) 134284 230)

v Controlos: sem doencas neuroldgicas.

Ensaio Bioquimico

» Isolam-se linfécitos a partir de sangue total em EDTA.

As actividades espectrofométricas dos complexos da MRC e
da CS sdo medidas de acordo com (Rustin et al, 1994) usando
um espectrofotometro de duplo comprimento de onda
(Aminco 2000).

Faz-se o estudo dos complexos II, lll, IV e do segmento II-+llI
da MRC.

A CS é usada como enzima mitocondrial de referéncia.

A actividade é considerada deficiente quando < 40% do valor
médio de referéncia corrigido para a CS (Grazina M, Tese
Doutoramento, 2004).




Resultados
Analise Bioquimica da MRC

Actividade enzimética especifica
160

& Controlo

 Doentes Ms

Actividade enzimética corrigida paraa CS

(<1 i avooansm o cs

& Controlo

 Doentes MS,

CHCs  CCS  CIV/CS  CllIlCS

Resultados
Andlise Bioguimica da MRC
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Resultados
Estudos genéticos (mtDNA)

Numero de individuos 87
Sexo F/M 61F/26 M
Idade (anos) + SD (min-méx) 43,3+10,8 (22-63)
EDSS (anos)  SD (min-max) 3.7:23(18)
Idade de inicio (anos) + SD (min-méax) 31,9+10,7 (15-57)
DuragAo da doenca (anos) + SD (min-méx) 11,3+ 8,7 (1-39)
Haplogrupos mtDNA
mControlos (n=216) W Doentes MS (n=87]
0
7
3475
11
Teste exacto de Fisher: 205
- néo existem diferencas estatisticamente significativas. -
% ﬁ’
H m x Outros
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Resultados
Estudos genéticos (mtDNA)

Variagdo de sequéncia do mtDNA Controlos (n=50) noen«e§M§(n£7)
(n) frequéncia (n) frequéncia
ausente (43) 86% (38)43.7%
4216T>C (20)23%
4917A56 (10)11.5%
13708G>A (15)17.2%
15257G>A (3)a6%
As mutacdes patogénicas 3460,11778,14459, 14484, ndo 2 —
foram em nenhuma amostra. X?=14,10; p**=0,0070

Controlos (n=50) Doentes MS (n=87)

m Ausente m Ausente

m Presente m Presente

P <0,0001 (teste exacto de Fisher)

Resultados
Correlacdo Bioquimica -Genética

e Doentes MS Doentes MS
aplogrupo (n=87) (n=50)

H 27 (31%) 14 (28%)

ar 20 (23%) 11 (22%)

OUTROS 40 (46%) 25 (50%)

X2=0,2197; p=0,8960

Doentes MS Doentes MS
Alteragges miDNA

X (n=87) (n=50)
Sem 38 (43.7%) 26 (52%)
Com 49 (56,3%) 24 (48%)

X2=0,8834; p=0,3473

Resultados
Correlacdo Bioquimica -Genética

d doent

MRC deficlente ou normal

=

H

g .

H
L
wouTRos

MRC com défice MRC normal

X2= 4,857; p=0,0881

Teste exacto de Fisher:
n&o existem
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Resultados
Correlacdo Bioquimica -Genética

Distribui¢do de doentes com ou sem alteragdes ao nivel do mtDNA
no grupo de doentes com/ sem défice na MRC

8 Sem alteragdes no mDNA

' Com alterages no mtDNA

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%
0.0%

X2= 7,898; p*=0,0050

TEF: p** =0,0074

OR =8,571

RR=3,789

MRC normal MRC com défice

Existe associacao e estas duas variaveis.

Conclusoes

Os resultados obtidos com o presente trabalho reforcam a
hipétese da disfuncdo mitocondrial como resultado de lesdo
oxidativa na MS.

As variacdes do mtDNA estudadas conferem susceptibilidade
para a doenca (RR 3,8).

Dado o papel central da mitocondria em tantas funcdes celulares
importantes, incluindo a producdo de energia, é razoavel que a
sua disfuncdo seja um contributo chave no processo
neurodegenerativo que ocorre na doenca.

Tratamentos neuroprotectores e dirigidos a mitocéndria, ou a
combinacdo de neuroprotectores e imunomodeladores poderiam
representar uma abordagem terapéutica mais racional na MS.
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