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As citopatias mitocondriais constituem um grupo heterogéneo de doengas que se caracterizam por alteragdes da
estrutura mitocondrial e deficiéncia da fosforilagdo oxidativa (OXPHOS).

A OXPHOS é constituida por cinco complexos proteicos e dois transportadores de electées. A NADHubiquinona
oxidoreductase — complexo |, o primeiro e maior dos cinco complexos € o principal ponto de entrada de electroes,
provenientes do ciclo de Krebs, no sistema OXPHOS.

Os défices do complexo | sdo um diagndstico relativamente frequente de citopatia mitocondrial, sendo causados
por mutagdes no DNA mitocondrial ou no DNA nuclear. Devido a este controlo genético duplo, que contribui para
a complexidade do sistema OXPHOS, defeitos no complexo | resultam numa variedade de fendtipos clinicos, que
estdo geralmente associados a disfungdes metabdlicas graves da infancia, incluindo cardiomiopatia progressiva,
encefalomiopatia, leucodistrofia ou sindrome de Leigh. Na investigacdo dos mecanismos subjacentes aos défices
do complexo |, sdo utilizados varios modelos, tais como a Neuropora crassa e os cibridos, que conjuntamente com
o uso de novas ferramentas bioquimicas (Blue Native Polyacrylamide gel electrophoresis), revelam-se de extrema
importancia para o processo.

Perante a complexidade deste sistema enzimatico, quer estrutural como na sua manutengéo, é dificil efectuar um
diagndstico molecular na rotina laboratorial. Em Portugal, o estudo destes pacientes tem sido restrito a medigao
da actividade enzimatica dos complexos da cadeia respiratéria e pesquisa das mutagdes pontuais mais comuns e
rearranjos do mtDNA, até ha alguns meses atras. Como consequéncia a maioria dos casos de défices do complexo
| continuam por esclarecer sob o ponto de vista molecular, tornando-se assim indispensavel avangar para uma in-
vestigagdo mais abrangente, possibilitando desta forma um aconselhamento genético adequado e um diagndstico
pré-natal para as familias de risco.
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INTRODUGAO citocromo ¢ oxidoreductase EC 1.10.2.2) e finalmente
o complexo IV (citocromo c oxidase EC 1.9.3.1) (Figura
1). A CRM possui ainda dois transportadores de elec-
trées, ubiquinona e citocromo c. Estes constituintes bem
como o complexo V, ATP sintetase, formam o sistema
de fosforilagado oxidativa (OXPHOS), que fornece o ATP
necessario a célula.

A funcgéo global da cadeia respiratéria é a oxidagao

de nicotinamida-adenina-dinucleétido reduzida (NADH) e

A mitocondria € um organelo intracelular existente
na maioria das células eucaridticas, desempenhando
um importante papel na produgao de ATP celular. A mi-
tocéndria esta envolvida na homeostasia celular, tendo
um importante papel na sinalizagao intracelular, apop-
tose, metabolismo de aminoacidos, lipidos, colesterol,
esteroides e nucleodtidos. Contudo, a sua principal funcao

€ no metabolismo energético, nomedamente, $-oxidacéo
dos acidos gordos, ciclo da ureia e na via final comum
de produgao de ATP — cadeia respiratoria.

Os componentes da cadeia respiratéria localizam-se
na membrana interna da mitocéndria sob a forma de
quatro complexos proteina-lipidos, o complexo | (NADH-
ubiquinona oxidoreductase EC 1.6.5.3) com mais de
40 polipéptidos, o complexo Il (succinato-ubiquinona
oxidoreductase EC 1.3.5.1), o complexo Il (ubiquinol-

flavina adenina dinucleétido reduzida (FADH2), proveni-
entes de outras vias metabdlicas, bem como o transporte
de equivalentes reduzidos ao longo de uma série de
transportadores para o aceitador final, o oxigénio. Os
complexos I, lll e IV funcionam como uma bomba de
protdes. Estes acumulam-se no espago intermembranar,
criando uma diferenca de potencial electroquimico, uti-
lizado pela ATP sintase na formagéo de ATP, a partir de
ADP e P;. A velocidade da respiragdo mitocondrial pode
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Fig. 1 - Representagédo esquematica dos complexos da Cadeia Respiratéria Mitocondrial. Complexo | (NADH-ubi-
quinona oxidoreductase EC 1.6.5.3); complexo Il (succinato-ubiquinona oxidoreductase EC 1.3.5.1); complexo Il
(ubiquinol-citocromo c oxidoreductase EC 1.10.2.2) e complexo IV (citocromo c oxidade EC 1.9.3.1).

ser controlada pela disponibilidade de ADP.

O sistema OXPHOS, sendo o mecanismo final de
todas as vias metabdlicas para a produgéo de energia,
procede a sua regulacdo e portanto qualquer défice na
CRM tem consequéncias nesse sistema.

A actividade do ciclo de Krebs é regulada pela razédo
NAD/NADH, que por sua vez esta dependente dadisponib-
ilidade de ADP e este da utilizagdo do ATP.Adicionalmente,
algumas enzimas do ciclo sdo também reguladas, como
€ o caso, por exemplo, da citrato sintetase que é inibida
alostericamente pelo ATP e acil-CoA de cadeia longa e
da isocitrato desidrogenase que é activada pelo ADP e
inactivada pelo ATP e NADH. A succinato desidrogenase
€ inibida pelo oxaloacetato, e a sua disponibilidade é
controlada pela malato desidrogenase, que depende da
razdo NADH/NAD.

Assim no caso de existir um défice na CRM, o NADH
n3o vai ser oxidado a NAD™ e consequentemente este
nao vai estar disponivel para o ciclo de Krebs, levando a
acumulagao dos seus metabolitos intermediarios.

As citopatias mitocondriais s&o um grupo de doencgas
multissistémicas de expresséo clinica heterogénea que
tém na sua origem alteragdes do metabolismo energético
celular causadas pela disfungdo de um ou mais complexos
enzimaticos do sistema OXPHOS.

Estas doencas atingem principalmente o sistema
nervoso central, o musculo esquelético ou ambos, sendo
por conseguinte na grande maioria encefalomiopatias.
Outros 6rgaos, como o coragao, figado, pancreas, olho
e rim podem também ser afectados, levando a um com-
plexo espectro de manifestacdes clinicas.
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O aparecimento dos primeiros sintomas pode ocor-
rer em qualquer idade, podendo ser progressivamente
lentos, rapidos ou até fatais (1). Embora ndo exista um
tratamento especifico para este tipo de doencgas, tém
sido utilizados tratamentos sintomaticos, que melhoram
a qualidade de vida destes doentes (2, 3).

A marca histolégica das miopatias mitocondriais s&o
as RRFs (ragged red fibers) demonstradas através da
coloragao de Tricrémio de Gomori modificado (Figura 2).

Fig. 2 - Corte histolégico onde podem ser visualizadas
RRFs (ragged red fibers), coradas com o corante de
tricromio de Gomori modificado.
(http.//www.neuro.wustl.edu/neuromuscular/pathol/mi-
tochondrial.htm).
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A alteragao das fibras musculares normais para RRFs é
devida a acumulagao sub-sarcolémica de mitocondrias
anormais quer em numero quer em tamanho. Apesar da
importancia da presenca de RRFs no diagndstico das
citopatias mitocondriais, a sua auséncia néo exclui este
tipo de diagndstico, principalmente nas criangas. Sao
também efectuados estudos bioquimicos que permitem
identificar defeitos na CRM.

Contudo, tornou-se evidente que apenas estes estu-
dos nao séao suficientes para classificar este grupo de
doengas tdo heterogéneo. Actualmente recorre-se ao
estudo molecular do DNA mitocondrial (mtDNA) para
detecgdo de mutagdes, bem como ao Southern Blotting
para detecgcao derearranjos, tais como delecgdes simples
de grande tamanho ou delec¢gdes multiplas.

COMPLEXO |

As citopatias mitocondriais séo as doencas hereditarias
do metabolismo mais frequentes e segundo a literatura
o défice do complexo | € o mais comum.

O complexo | é constituido por um grande nimero de
proteinas (46 subunidades nos mamiferos), com origem
genética dupla—nuclear e mitocondrial, sendo sete destas
subunidades (ND1-ND6, ND4L) codificadas por genes
mitocondriais (Figura 3) e as restantes codificadas por
DNA nuclear (nDNA).

Contém uma flavina mononucleétido (FMN) e centros
ferro-enxofre [Fe-S] como grupos prostéticos.

Fig. 3 - Representagdo esquematica do genoma mito-
condrial (mtDNA), onde se encontram assinalados a
cinzento os 7 genes codificantes para subunidades do
complexo | - MTND1-MTNDG6, MTND4L (adaptado de
http://www.mitomap.org).

Este complexo contribui significativamente para
a produgédo de energia na mitocondria, catalizando o
primeiro passo da cadeia respiratéria mitocondrial, no
qual ocorre a oxidagdo de NADH, usando a ubiquinona
(Q) como aceitador de electrbes. A transferéncia de dois
electrbes é acompanhada pela translocagao de quatro
protdoes (H+) da matriz para o espago intermembranar,
criando um gradiente proténico que é utilizado para a
sintese de ATP (4).

NADH + H* + Q + 4H* matriz > NAD™ + QH, + 4H*
espago intermembranar

Os dois electrdes fornecidos pela oxidagdo do NADH
séotransferidos, via FMN (aceitador de electrées primario
do complexo ), para uma cadeia de clusters [Fe-S],
pela seguinte sequéncia N3-N1b-N4-N5-N6a-N6b-N2.
Pensa-se que a subunidade 49 KDa, que contém o
cluster N2 esteja envolvida na ligacdo da ubiquinona.
De acordo com as observagdes mais recentes, sete dos
oito clusters Fe-S participam na cadeia transportadorade
electrées do complexo |, porémo clusterN1aencontra-se
afastado, o que leva a crer que é pouco provavel a sua
participagao directa no transporte de electrdes. Contudo,
devido a localizagdo do N1 préximo da FMN, pensa-se
que possa estar envolvido na prevengao do excesso de
redugéo de FMN, redistribuindo os electrdes pela cadeia
de transporte. Os electrbes sao depois transferidos para
o aceitador final — ubiquinona, que é entao reduzida a
ubiquinol (QH>).

O primeiro centro redox &€ um cluster tetranuclear N3
localizado na metaloproteina 51 kDa (NDUFV1), que
também contém o aceitador primario de electroes — FMN
e o local de ligagao do NADH. Os clusters N1b, N4, N5
e N7 localizam-se na subunidade 75 kDa (NDUFS1), o
cluster N6a e N6b localizam-se na subunidade TYKY
(NDUFS8) e o ultimo cluster da cadeia — N2 encontra-se
na subunidade PSST (NDUFS7). O cluster N1a localiza-
se na subunidade de 24 kDa (NDUFV2) (4).

Devido a sua complexidade e a falta de estruturas 3D
cristalograficas de alta resolugéo, pouco se sabe acerca
de estrutura do complexo I. Contudo tem sido aceite,
com os dados de estruturas 3D de baixa resolugédo que
o complexo | tem uma estrutura cuja forma se assemelha
a um L, tal como tem sido demonstrado para a enzima
da Neurospora crassa, Yarrowia lipolytica, Esherichia
coli e mitocdndria do coragao do bovino. Esta estrutura
€ constituida por dois bragos perpendiculares entre si:
um brago hidrofébico embebido na membrana lipidica
e um hidrofilico, brago periférico protuberante para a
matriz (Figura 4).

Existem 14 subunidades essenciais para a catalise da
transferéncia de electrdes do NADH para a ubiquinona
e para a formagao do potencial de membrana. Metade
das subunidades sao codificas pelo DNA nuclear, sendo
as mais conservadas entre as subunidades eucariotas
(NDUFS1-3, NDUFS7-8, NDUFV1-2), constituindo o
dominio periférico que compreende todos os centros re-
dox e o local de ligagao do substrato NADH. As restantes
sete subunidades (ND1-6, ND4L) sao codificadas pelo
mtDNA, formando o dominio membranar. Supdem-se
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Fig. 4 - Representagao esquematica do complexo | dos mamiferos, onde se encontram representados os genes
humanos (escuro) e os respectivos genes homaélogos bovinos.

que as subunidades ND2, ND4 e ND5 fazem parte da
maquinaria de translocagao de protdées. A subunidade
ND1 possui um local de ligagdo da quinona, propondo-
se assim que possa estar relacionada com a ligacao da
ubiquinona.

Estd descrito que o papel das 32 subunidades
acessorias no complexo | esta relacionado com o au-
mento de estabilidade estrutural ao manter os grupos
redox na posigcao correcta e protecgdo da enzima dos
radicais livres de oxigénio. Podem também estar impli-
cadas na regulacéo da actividade ou processamento do
complexo I.

Aspectos clinicos

Devido a ac¢ao concertada dos genomas mitocondrial
e nuclear na complexidade do sistema

OXPHQOS, defeitos neste sistema resultam numa var-
iedade de fenotipos clinicos. Podem observar-se também
varios tipos de hereditariedade, desde a hereditariedade
materna, autossémica dominante ou recessiva, ligada ao
X ou esporadica. No que diz respeito as mutagdes no
mtDNA, na maioria dos casos, nao se observa uma cor-
relagéo gendtipo-fendtipo, dado que diferentes mutagdes
podem resultar em fenétipos semelhantes ou as mesmas
mutagdes podem levar a fenétipos clinicos distintos.

As deficéncias do complexo | estdo associadas a um
grupo heterogéneo de doengas. Fendtipos clinicos causa-
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dos por mutagdes nucleares estao geralmente presentes
no lactente e primeira infancia, enquanto que aqueles
associados a mutagdes mitocondriais estdo presentes
na segunda infancia e adolescéncia.

LHON (Leber hereditary optic neuropathy) e MELAS
(mitochondrial encephalopathy lactic acidosis stroke-like
episodes) sdo dos sindromes mais comummente asso-
ciados a défices do complexo | causados por mutacgdes
mitocondriais (5, 6).

Os fendtipos clinicos descritos associados a mutagdes
nucleares dividem-se em cinco categorias: acidose lactica
infantil fatal, sindrome de Leigh, cardiomiopatia neonatal
com acidose lactica, leucodistrofia com macrocefalia e
hepatopatia com tubulopatia renal. Existe ainda um grupo
adicional que engloba encefalomiopatias inespecificas
que apresentam sintomas neuromusculares e que nao
podem ser incluidas em nenhum fenétipo especifico (4,
7).

Aspectos bioquimicos

A abordagem bioquimica das citopatias mitocondri-
ais engloba os doseamentos de lactato (L) e piruvato
(P) sanguineos, assim como a respectiva razao molar
(L/P). Uma alteragdo da OXPHOS pode provocar um
bloqueio do ciclo de Krebs devido ao excesso de NADH
ou falta de NAD+, aumentando os niveis de lactato e
de piruvato. Assim, uma hiperlactacidemia e uma razao
L/P superior a 25 podem ser um indicativo de citopatia
mitocondrial (8).
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Podem também ser efectuadas determinacdes dos
corpos cetonicos sanguineos, 3-hidroxibutirato (3OHB) e
acetoacetato (AA), e respectiva razdo molar (30HB/AA),
onde um aumento de qualquer um destes paradmetros é
um factor importante no diagndstico ja que reflectem o
nao consumo de acetil-CoA pelo ciclo do acido citrico e
a sua consequente canalizagdo para a cetogénese. Em
caso de citopatia mitocondrial é provavel a obtengéo de
um perfil anormal de acidos organicos urinarios obtido
por cromatografia gasosa / espectrometria de massa
(GC/MS), nomeadamente um aumento de excregao dos
acidos: lactico, 3-metilglutaconico, etilmalénico, 2-etilhi-
dracrilico, metabolitos do ciclo de Krebs (acidos fumarico,
succinico e malico) e corpos ceténicos (30OHB e AA).
Pode-se também obter um perfilanormal dos aminoacidos
plasmaticos —aumento de alanina (hiperalaninemia) e/ou
urinarios (hiperaminoaciduria generalizada) (8).

Aspectos miopatolégicos

Na maioria dos casos em que ha suspeita de citopatia
mitocondrial procede-se a bidpsia muscular, que deve ser
conservada em azoto liquido ou neve carbdnica. Amarca
histolégica das miopatias mitocondriais sdo as ragged
red fibers (RRFs), como foi referido anteriormente. Sao
usadas varias coloragdes histoquimicas / histoenzimati-
cas especificas para as enzimas oxidativas (citocromo
c oxidase - COX, succinato desidrogenase - SDH, entre
outras) com o objectivo de analisar a distribuicao das
mitocOndrias e verificar a sua actividade enzimatica.

Asuspeita de citopatia mitocondrial € equacionada nos
musculos em que se observaram mais de 3% de RRFs
por fragmento, mais de 3% de fibras com auséncia de
actividade COX (fibras COX negativas), um aumento da
actividade da SDH e presenca de inclusdes paracristalinas
(observadas por microscopia electrénica).

Aspectos enzimaticos

As disfungbes da cadeia respiratéria mitocondrial
podem ser investigadas através da determinagdo da
actividade enzimatica dos diversos complexos por es-
pectrofotometria, avaliando assim o défice da cadeia
respiratéria mitocondrial (CRM).

Os estudos espectrofotométricos consistem em
ensaios com enzimas respiratérias isoladas ou combi-
nadas, baseando-se na transferéncia dos equivalentes
reduzidos cedidos por substratos naturais ou artificiais
(NADH, succinato, coenzima Q, citocromo c, ascorbato).
N&o requerem o isolamento de fracgdes mitocondriais e
podem ser realizados em homogeneizados de tecido.
Por esta razdo, a quantidade de material requerida é
muito pequena e pode ser facilmente derivada de uma
amostra de biopsia de musculo (50 — 100 mg), figado,
rim e miocardio ou de um pellet de linfécitos. No entando
este estudo deve ser efectuado preferencialmente em
biopsia de musculo.

E efectuada a determinacgdo individualizada da
actividade dos complexos |, II, lll e IV e conjunta dos

complexos Il e Ill da CRM. Através da utilizacdo de
inibidores especificos adequados para cada um dos
complexos, séo eliminadas as interferéncias devido as
actividades inespecificas. A actividade da enzima citrato
sintetase (CS)—enzima do ciclo de Krebs, é determinada
simultaneamente com os restantes doseamentos, sendo
utilizada como controlo de qualidade da amostrae do seu
estadode conservagao. Osresultados sdo calculadosem
fungédo daactividade das proteinas presentes nomusculo
e referidos a actividade da enzima de referéncia, CS.

Adeterminagéo da actividade do complexo | baseia-se
nareducao da coenzima Q (decilubiquinona) pelo NADH,
sendo feita na presenca e auséncia de rotenona, que é
um inibidor deste complexo.

Aspectos moleculares

As deficiéncias do complexo | sdo uma das causas
mais comuns das citopatias mitocondriais (7, 9).

Dada a complexidade das enzimas do sistema de fosfo-
rilagao oxidativa, tanto na estrutura como namanutengao,
nem sempre é facil obter um diagndstico molecular devido
ao elevado numero de genes envolvidos. Deficéncias do
complexo | podem ser causadas por mutagdes quer no
mtDNA quer no nDNA.

A investigacdo molecular passa pela extracgao de
DNA a partir de sangue ou biépsia muscular (quando
existente é o material mais adequado para aidentificagao
de muta¢cdes no mtDNA). Atécnica de Polymerase Chain
Reaction (PCR), seguida de sequenciagao directa dos
genes que codificam para subunidades do complexo |
€ a estratégia utilizada para a pesquisa de mutagoes. A
abordagem genética deste estudo deve iniciar-se pela
pesquisa das mutagcdes mais comuns e delecgbes de
grande tamanho do mtDNA (3243A>G, 3271T>C, 8344A
>G,8356T>C, 8993T>C/G) (5,10, 11). Seguidamente es-
tudam-se os sete genes mitocondriais (MTND1-MTNDG,
MTNDA4L) e posteriormente, sdo sequenciados 0s onze
genes nucleares onde até a data foram descritas muta-
¢6es—NDUFS1,NDUFS2, NDUFS3, NDUFS4, NDUFS6,
NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1, NDUFV2, NDUFA1 e
NDUFAS8. Se todo o estudo for negativo pode ainda
efectuar-se a pesquisa de mutagdes nos genes B17.2L
e NDUFAF1 (CIA30), que codificam para factores de
processamento do complexo |, bem como em genes
que codificam para subunidades onde nao foram ainda
descritas mutacoes.

Actualmente estao descritas 46 mutagdes no nDNA
em 10 genes que codificam subunidades do complexo |
e trés mutagdes em genes codificantes dos factores de
processamento (Tabela 1), e ainda cerca de 43 mutagdes
patogénicas no mtDNA (12).

Mutagdes nos genes nucleares NDUFS1, NDUFS4,
NDUFS7,NDUFS8,e NDUFV1resultamemdoencgas neu-
rolégicas, maioritariamente sindrome de Leigh. Por outro
lado, mutagdes nos genes NDUFS2 e NDUFV?2 estao as-
sociados a cardiomiopatia hipertréfica e encefalomiopatia.
Alteragdes nos genes mitocondriais estdo associadas a
uma grande variedade de sintomas, que podem envolver
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Tabela 1 - Mutagdes nucleares associadas ao défice do complexo |, ja descritas, e respectivos fenoétipos
clinicos.

Gene Genétipo Fenétipo Clinico Referéncia
L231V Sindrome de Leigh 17
R241W/R557X Sindrome de Leigh 18
D252G/del codéo 222 Leucodistrofia 18

NDUFS1 Q522K Leucoencefalopatia. Regresséo psicomotora, evoluindo 19

para uma tetraparésia espastica
M707V/delecao de grande Sindrome de Leigh 18
escala
A224V Encefalomiopatia 19
NDUFS2 (NDUFA8: E109K) Hipotonia neonatal, caracteristicas dismoérficas, epilep-
sia e envolvimento neuroldgico
R228Q Cardiomiopatia hipertrofica e encefalomiopatia 20
P229Q
S413P

NDUFS3 T1451/R199W Sindrome de Leigh 21
IVSnt-1 Sindrome de Leigh 22
W15X Leigh-like syndrome 23

NDUFS4 W96X Leigh-like syndrome 24
R106X Leigh-like syndrome 24
L158fs (duplicagdo de 5 pb) Sindrome de Leigh 25

NDUFS6 IVS2nt+2 / Delegéo de gran- Doenga mitocondrial infantil fatal 26
de escala
V122M Sindrome de Leigh 27

NDUFS7 R145H Sindrome de Leigh 28
c.17-1167 C>G Sindrome de Leigh 29
R18C/P79L Encefalomiopatia 30

NDUFS8 P79L/R102H Sindrome de Leigh 31
P85L/R138H Sindrome de Leigh de revelacao tardia 32
R59X/T423M Encefalomiopatia 33
Y204/C206G Sindrome de Leigh 18

NDUFV1 A211V Hipotonia muscular e nistagmus 34
E214L/IVS8nt+4 Sindrome de Leigh 18
A341V Leucodistrofia e epilepsia mioclénica 33

Leucoencefalopatia 19
A432P/Del nt 989-990 Sindrome de Leigh 18

NDUFV2 IVS2+5 +8del1GTAA Cardiomiopatia hipertréfica e encefalomiopatia 35
E109K Encefalomiopatia

NDUFA8 (NDUFS2: A224V) Hipotonia neonatal, caracteristicas dismoérficas, epilep- 19

sia e envolvimento neuroldgico

NDUFA1 G8R Sindrome de Leigh 36

(ligado ao X) R37S Epilepsia mioclénica: atraso de desenvolvimento

B17.2L R45X Encefalopatia progressiva. Caracteristicas semelhan- 37

tes a leucoencefalopatia com "vanishing white matter”

NDUFAF1 T207P/K253R Cardiomiopatia hipertréfica, atraso de desenvolvimento, 38
hipotonia e acidose lactica, cifoscoliose, perda de visédo
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um unico 6rgao ou serem multissistémicas.

Aspectos funcionais

No aspecto funcional, o estudo dos défices do com-
plexo | pode ter diferentes abordagens, desde técnicas
bioquimicas até modelos eucaridticos.

O BN-Page (Blue Native Polyacrylamide gel elec-
trophoresis) € uma técnica bioquimica desenvolvida
para analise de proteinas de membrana. Associada a
coloragao histoquimica, esta técnica permite a analise
e caracterizagao dos complexos enzimaticos da CRM,
nomeadamente a integridade dos mesmos (13).

A origem mitocondrial do defeito enzimatico pode ser
demonstrada utilizando a técnica de transferéncia de hi-
bridos citoplasmaticos, mais conhecida, por cibridos (14).
Estes sao linhas celulares eucariéticas produzidas pela
fusao de células enucleadas com células desprovidas do
seu proprio mtDNA (rho-zero). Assim, um cibrido € uma
célula hibrida que combina o genoma nuclear de uma
fonte com o genoma mitocondrial de outra, permitindo
dissociar a contribuigdo genéticado genoma mitocondrial
do genoma nuclear.

As alteragdes nucleares podem ser estudadas recor-
rendo ao organismo mais extensivamente utilizado para
o estudo da biogénese do complexo | - fungo aerébio
Neurospora crassa. O complexo | deste fungo é muito
similar ao de mamiferos e, actualmente, € o Gnico organ-
ismo eucarioticoem que é possivel fazer experimentagao
genética e bioquimica avangada, no que diz respeito a
esta enzima, fazendo dele um modelo de extrema im-
portancia para o estudo do complexo | (15, 16).

CONSIDERAGOES FINAIS

Na nossa casuistica, os défices da CRM mais frequen-
tes estavam associados ao complexo IV, contrariamente
a outros estudos, que referem o défice do complexo |
como sendo o mais comum (10).

De 1500 bidpsias musculares investigadas nos ultimos
dezanos, sécercade 1% apresentavamum défice isolado
docomplexo | e 1,3% dos casos défices combinados, em
que o complexo | estava envolvido. Destes casos apenas
em aproximadamente 18 % dos défices isolados e 37%
dos défices combinados foi possivel identificar a muta-
¢ao patogénica causal desta doenga, com a estratégia
utilizada ha alguns anos, neste centro, para o estudo de
delecgdes e mutagdes mais comuns do mtDNA.

Atendendo ao nimero de casos ainda semdiagnéstico
molecular, tornou-se urgente avangarmos para uma in-
vestigagdo mais abrangente, de forma a caracterizar um
maior numero de doentes. Assim, sera possivel oferecer
umaconselhamento genético adequado e um diagnéstico
pré-natal molecular as familias de risco, umavez que ndo
existe um tratamento efectivo destas patologias.

Ainvestigacao dos défices do complexo | € de elevada
complexidade devido ao grande niumero de subunidades

que o compdem, dificultando assim a caracterizagéo
molecular destes doentes.

Presentemente procedemos ao estudo dos genes
mitocondriais MTND1-MTND6, MTND4L, bem como
dos genes nucleares referidos anteriormente, onde ja
foramidentificadas mutagdes. Contudo, esta descrito que
em cerca de 60% dos doentes nao foram encontradas
mutacdes em nenhum destes genes, o que sugere que
factores envolvidos no processamento e manutengao
do complexo | sejam também relevantes na etiologia
da doenca. Nesta conformidade, pretendemos alargar
o estudo aos genes, ja conhecidos, que codificam para
factores de processamento (NDUFAF1e B17.2L), assim
como aos que codificam para subunidades do complexol,
€ nos quais nao foram descritas mutagdes até a data.

Esperamos que esta investigacdo mais aprofundada
permita aumentar o niumero de doentes com diagndstico
definitivo, bem como contribuir de forma valiosa para um
melhor conhecimento da histéria natural destas patologias
numa perspectiva mundial.
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