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Resumo

A neuropatia otica hereditaria de Leber (LHON) é uma doenga genética mitocondrial que se
caracteriza pela morte de células ganglionares da retina, levando a atrofia do nervo 6tico. A LHON
afeta predominantemente individuos do sexo masculino em idade jovem, sendo a sua principal
manifesta¢do clinica a perda subita de visdo central, com evolucdo rapidamente progressiva. A
maioria dos doentes (90 a 95%) possuem uma das trés mutacdes patogénicas primarias do DNA
mitocondrial (mtDNA) previamente associadas a doenga: m.3460G>A, m.11778G>A e m.14484T>C.
Estas variacOes, localizadas em genes que codificam subunidades do complexo | da cadeia
respiratdria mitocondrial, afetam a producao de energia. No entanto, as mutagdes no mtDNA exibem
penetrancia incompleta, sugerindo que outros fatores genéticos, mitocondriais ou nucleares,
poderdo estar envolvidos na etiologia da doenca. Embora, frequentemente, esta se restrinja a
anomalias oftalmoldgicas, existem casos de LHON-plus, com fendtipos mais graves que sdo

agravados por sintomas neurolégicos adicionais.

Em 2007, foi publicado um caso de LHON-plus verdadeiramente atipico no que respeita a idade de
inicio dos sintomas, género, gravidade e progressao das anomalias neurolégicas. A doente em causa
apresenta a mutacdo pontual m.11778G>A, em diversos tecidos, sendo portadores da mesma
alteracdo outros membros da familia da linhagem materna, nomeadamente a mae, avd, tias e tios.

No entanto, nenhum destes familiares desenvolveu a doencga até ao momento.

A maioria das proteinas mitocondriais é codificada pelo nlcleo, sintetizada no citosol e
posteriormente importada para a mitocéndria. Assim, existem genes nucleares que podem estar
associados a doengas mitocondriais, nomeadamente os genes OPA1 (optic atrophy 1) e OPA3 (optic
atrophy 3), ambos relacionados com outros tipos de atrofia dtica. Enquanto a fun¢do da proteina
OPA3 permanece ainda por esclarecer, a proteina OPA1 sabe-se estd envolvida na manutengao das
cristas mitocondriais, na fusdao mitocondrial, na regulagdo da apoptose e do processo de fosforilagao
oxidativa e ainda na manutengao do mtDNA. Um estudo publicado em 2010 revelou que a expressao
do gene OPA1 se encontra diminuida em doentes com LHON, sugerindo que este gene poderd

constituir um fator com contribuicdo para a patogénese da doenca.

Assim, o objetivo deste trabalho consistiu em analisar a sequéncia dos genes OPA1 e OPA3, na
probanda e respetivos familiares, com o intuito de encontrar varia¢bes genéticas que possam

explicar a penetrancia incompleta da doencga na familia bem como o fenétipo atipico de LHON-plus.

Os resultados deste estudo, quanto a sequenciacdo do gene OPA1, ndo permitiram a identificacdo de

um fator genético exclusivo da probanda, relativamente aos restantes familiares portadores da
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mutacdo m.11778G>A. Deste modo, ndo ha evidéncias de que variacGes de sequéncia no gene OPA1,
em sinergia com a mutacdao no mtDNA, estejam na causa da manifestacdo da doenca na familia em
estudo. Contudo, foram identificadas na probanda, entre outras, duas variacées de sequéncia em
OPA1 que conduzem a alteragdo de aminodacido na sequéncia da proteina e uma alteragao localizada
na regido 3’UTR do gene. Estas, devido a sua possivel relevancia ao nivel da funcdo da proteina,
foram analisadas em controlos saudaveis e em doentes com suspeita clinica de LHON, da populacao

portuguesa e foi encontrada associa¢do para a alteracdo c.473G>A (p=0,0156).

A analise do gene OPA3 permitiu a identificacdo de uma variacdo de sequéncia presente na probanda
e ausente nos restantes portadores da mutacdo m.11778G>A. Contudo, trata-se de uma delecao
intrénica cuja analise in silico efetuada prevé que ndo tenha como consequéncia a alteracdo do

processo de splicing.

Assim, este estudo ndo permitiu identificar variantes genéticas que expliguem a penetrancia
incompleta da mutacdo m.11778G>A na familia em estudo. Porém, ndo pode ser excluida a hipdtese
de as varia¢des de sequéncia identificadas contribuirem para o fendtipo da probanda uma vez que se
trata de um caso de LHON-plus atipico e grave para o qual poderdo contribuir multiplos fatores
genéticos que se manifestem em sinergia com a mutacdo no mtDNA. Contudo, ndo pode ser
eliminada a possibilidade do envolvimento dos genes OPA1 e OPA3 e respetivas proteinas devido a

fatores extrinsecos a sequéncia genética analisada no presente estudo.

Esta investigacdo permitiu identificar um possivel fator de risco para o desenvolvimento de LHON no
sexo masculino, nomeadamente o polimorfismo c.473G>A no gene OPA1. O presente estudo é um

contributo relevante para o estudo genético da LHON.

Palavras-chave: LHON, OPA1, OPA3, Cross-talk bigendmico.
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Abstract

Leber’s hereditary optic neuropathy (LHON) is a mitochondrial genetic disease characterized by
retinal ganglion cells death, leading to optic nerve atrophy. LHON predominantly affects young males
and its main clinical manifestation is the lost of central vision with rapid and progressive evolution.
Most of the patients (90 to 95%) have one of the three mitochondrial DNA (mtDNA) mutations
previously associated with the disease: m.3460G>A, m.11778G>A and m.14484T>C. These variations,
located in genes that codifying complex | subunits of the mitochondrial respiratory chain, affect
energy production. However, mtDNA mutations have incomplete penetrance, suggesting that other
genetic factors, mitochondrial or nuclear, may be involved in the disease’s aetiology. Although visual
failure is the main clinical feature of the disease, other neurological abnormalities leading to the

development of more severe phenotypes called LHON-plus have also been reported.

In 2007 it was reported a LHON-plus case, atypical for age of onset, gender, severity and progression
of the associated neurological findings. The female patient has the m.11778G>A mutation, in various
tissues, and other maternal relatives are carriers for the same genetic alteration, namely her mother,

grandmother, aunts and uncles. However, none of the relatives have the disease so far.

The majority of mitochondrial proteins is nuclear-encoded, synthesized in the cytosol and then
imported to the mitochondria. Thus, there are nuclear genes that could be associated to
mitochondrial diseases, such as OPA1 (optic atrophy 1) and OPA3 (optic atrophy 3), both related to
other optic atrophies. While OPA3 function remains poorly understood, the role of OPA1 is well
known in mitochondrial cristae maintenance, mitochondrial fusion, apoptosis and oxidative
phosphorylation regulation and mtDNA maintenance. A paper published in 2010 demonstrated that
OPA1 expression is reduced in LHON patients, suggesting that this gene could contribute to disease

pathogenesis.

Thus, the aim of this work was to analyze the sequence of OPA1 and OPA3 genes, in the proband and
relatives, in order to find genetic variations that could explain both the incomplete penetrance of the

disease in the family and the atypical LHON-plus phenotype.

The results of OPA1 gene sequencing did not allow the identification of a genetic factor present only
in the proband and absent in the relatives carrying the same mtDNA mutation. Accordingly, there is
no evidence that sequence variations in OPA1 gene, acting synergistically with the mtDNA mutation,
are the cause of disease in the family. Nevertheless we identified, among others, two sequence

variations which lead to amino-acid alteration in protein sequence and one other alteration located
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in the 3’UTR region of the OPA1 gene. These were analyzed in healthy controls and LHON patients

from the Portuguese population and a positive association was found for c.473G>A (p=0,0156).

OPA3 gene analysis allowed the identification of a sequence variation in the proband that is absent in
the relatives with the m.11778G>A mutation. However, this is an intronic deletion and in silico

analysis indicates that it does not change splicing process.

In this study, we have not identified genetic variations that could explain the incomplete penetrance
related to the m.11778G>A mutation in the family under study. However, we cannot exclude the
possibility that these variations contribute to the proband’s phenotype because it is an atypical and
severe LHON-plus case, which may have the contribution of multiple genetic variations acting in
synergy with the mtDNA mutation. However, we cannot exclude the possibility of OPAI1 and OPA3
genes and corresponding proteins involvement due to factors extrinsic to the gene sequence

analyzed in this study.

This investigation allowed the identification of a possible risk factor for the development of LHON in
males, the polymorphism c.473G>A. The present study is a relevant contribution for the genetic

study in LHON.

Keywords: LHON, OPA1, OPA3, bigenomic cross-talk.
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1.1. Doengas mitocondriais

O conceito de doenga mitocondrial foi introduzido pela primeira vez em 1962 quando Luft e
colaboradores descreveram uma mulher com hipermetabolismo de origem ndo tiroidal,
apresentando anomalias ao nivel da manutencdo do controlo da cadeia respiratéria mitocondrial

(CRM) (Luft et al., 1962).

O processo de fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) constitui uma via metabdlica ubiquitaria que fornece
energia a maioria dos drgdos e tecidos. Consequentemente, deficiéncias ao nivel deste sistema
bioquimico podem, teoricamente, dar origem a qualquer sintoma, em qualquer érgdo ou tecido, em
qualquer idade e com qualquer modo de hereditariedade, devido a dupla origem genética das
enzimas da CRM (Rétig & Munnich, 2003). No entanto, é frequentemente verificado que as doencas
mitocondriais envolvem preferencialmente o musculo e o cérebro, ambos tecidos pds-mitdticos e
com taxas metabdlicas e gastos energéticos elevados. Assim, as principais manifestacées clinicas das
doencas mitocondriais incluem sintomas neuromusculares, tais como: convulsdes, enxaqueca,
debilidade do musculo-esquelético, distonia, intolerdncia ao exercicio, acidente vascular cerebral,
cardiomiopatia, surdez neurossensorial, atrofia 6tica, retinite pigmentar, ptose, oftalmoplegia,
diabetes mellitus, hipotiroidismo, refluxo gastrointestinal, disfuncdo renal ou imunodeficiéncia, entre

outros (McFarland & Turnbull, 2009; Wong, 2010).

Estudos realizados no nordeste de Inglaterra estimaram que 9,2 em 100.000 adultos manifestam
doenga mitocondrial associada a alteragdes genéticas no DNA mitocondrial (mtDNA) e que 16,5 em
100.000 individuos da populagdo em geral possui risco elevado de desenvolvimento de doenga
mitocondrial em virtude da relagdo em primeiro grau com individuos afetados (Schaefer et al., 2008).
A prevaléncia das doengas mitocondriais na populagao infantil é mais dificil de determinar, em parte
devido ao facto da dificuldade em alcangar o diagndstico genético, uma vez que, na maioria dos
casos, estdo envolvidas mutacdes nao identificadas no DNA nuclear (nDNA) (Uusiama et al., 2000).
No entanto, é possivel que as muta¢gées no mtDNA ocorram mais frequentemente na populacdo
pediatrica do que atualmente é conhecido, mas a sua prevaléncia permaneca baixa devido ao facto
de serem fatais na infancia ou da sua heteroplasmia estar abaixo do limiar detetdvel no momento da
investigacdo (McFarland & Turnbull, 2009). De acordo com os resultados combinados de estudos
epidemioldgicos de doengas mitocondriais, em criangas e adultos, a prevaléncia minima estimada

para estas patologias é de cerca de 1 em 5.000 (Schaefer et al., 2004).

A era molecular das doencgas mitocondriais teve inicio em 1988 com a descricdo das primeiras
mutacles patogénicas no mtDNA, nomeadamente grandes delecées em doentes com miopatia

mitocondrial e a mutagcdo pontual m.11778G>A, presente em familias com neuropatia 6tica
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hereditaria de Leber (LHON) (Holt et al., 1988; Wallace et al., 1988). A identificacdo de genes
nucleares responsdveis por doengas mitocondriais ocorreu posteriormente, em 1995, quando
Bourgeron e colaboradores identificaram uma mutacdao homozigética no gene que codifica a

succinato desidrogenase A (SDHA), uma subunidade do complexo Il da CRM (Bourgeron et al., 1995).

Atualmente, sabe-se que as doencas mitocondriais podem ser causadas por defeitos genéticos em
qualquer gene do mtDNA ou nDNA que codifique fatores mitocondriais (proteinas ou RNAs) com
relevancia na atividade da CRM e, consequentemente, com impacto na producdo de energia pelo
processo de OXPHOS (Wallace et al.,, 2010). Dependendo da causa primaria, as doencas
mitocondriais podem ser autossémicas recessivas, autossomicas dominantes, ligadas ao X ou com

hereditariedade materna (Wong, 2010).

Vdrias doencas mitocondriais tém sido descritas como estando frequentemente, mas ndo sempre,
associadas a um gendtipo particular. No entanto, esta associacdo de fendtipo com gendtipo estd
longe de ser concreta nestas doencas, uma vez que diferentes mutacdes no mtDNA ou no nDNA
podem resultar no mesmo fendtipo, tal como uma mutacdo no mtDNA pode originar diferentes
fendtipos (McFarland & Turnbull.,, 2009). Por exemplo, a mutacdo mais comum no mMtDNA,
m.3243A>G, pode causar miopatia, encefalopatia, acidose lactica e episddios tipo AVC (MELAS),
diabetes, surdez ou retinopatia. Contribuem ainda para a heterogeneidade das doengas
mitocondriais a distribuicdo da mutacdo nos tecidos, no caso do mtDNA, uma vez que algumas
mutacgOes estdo apenas presentes nos tecidos afetados e a “penetrancia” variavel, descrita para

varias mutagdes (Tuppen et al., 2010; Wong, 2010).

1.1.1. O genoma mitocondrial e as doengas mitocondriais

Apesar da grande maioria das proteinas mitocondriais serem codificadas pelo genoma nuclear e
posteriormente importadas para a mitocondria, este organelo possui o seu préprio genoma que é
essencial para o processo de OXPHOS (Chan, 2006). O genoma mitocondrial foi sequenciado na sua
totalidade pela primeira vez em 1981 (Anderson et al., 1981), tendo sido alvo de uma revisdo em

1999 (Andrews et al., 1999).

O genoma mitocondrial é uma molécula circular, de cadeia dupla, constituida por 16.568 pares de
bases (pb) no caso da espécie humana (figura 1). Nos mamiferos, as duas cadeias de mtDNA diferem
na sua distribuicdo de guaninas (G) e citosinas (C), resultando numa cadeia “leve” rica em C e numa

cadeia “pesada” rica em G (Wallace & Fan, 2009).

O mtDNA contém trinta e sete genes, dos quais treze codificam subunidades do sistema de OXPHOS.

O genoma mitocondrial codifica também vinte e dois RNAs de transferéncia (tRNAs) e dois RNAs
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ribossomais (rRNAs) mitocondriais, fatores essenciais para a sintese dos treze polipeptideos (Chan,
2006; McFarland & Turnbull, 2009). Todos os genes que codificam para polipeptideos e rRNAs estdo
localizados na cadeia pesada, exceto o gene ND6 que se localiza na cadeia leve. O mtDNA codifica
ainda para uma regido controlo (D-loop) que engloba os promotores para ambas as cadeias, bem
como a origem de replicacdo da cadeia pesada (Wallace & Fan, 2009). Esta regido, com 1,1 Kb,
constitui uma das poucas ndo codificantes do mtDNA, uma vez que este ndo possui intrdes,
apresentando contudo alguns nucleétidos ndo codificantes ao longo da sequéncia (Grazina, 2004;

Tuppen et al., 2010).

ATP8  ATP6

Figura 1. Genoma mitocondrial humano.

O circulo externo representa a cadeia pesada e o circulo interno a cadeia
leve do mtDNA. O mtDNA humano codifica dois mt-rRNAs (vermelho),
RNR1 (12S rRNA) e RNR2 (16 rRNA), vinte e dois mt-tRNAs (barras pretas)
e treze polipeptideos da CRM, nomeadamente: ND1-ND6 e NDAL,
subunidades do complexo | (verde); CYTB, uma subunidade do complexo
Il (roxo); COI-COIIl, subunidades cataliticas do complexo IV (amarelo) e a
ATP6 e ATP8, subunidades do complexo V (azul). As principais regides ndo
codificantes (cinzento) incluem o D-loop e a origem de replicagdo da
cadeia leve (O,) (adaptado de Tuppen et al., 2010).

A mitocondria possui sistemas de replicacdo, transcricio e traducdo independentes (Rotig &
Munnich, 2003). Assim, o mtDNA tem a capacidade de replicacdo independentemente do ciclo
celular e da replicagdo do genoma nuclear (Reeve et al., 2008). A replicacgdo do mtDNA requer a
participacdo de fatores codificados por genes nucleares, tais como a DNA polimerase gama (POLG) e
a DNA helicase TWINKLE. Estas, em conjunto com o fator de transcricdo A (TFAM), associam-se ao

mtDNA, formando estruturas denominadas nucledides que se acredita serem as unidades de
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transmissdo do mtDNA. Estes complexos DNA-proteina possuem 6 a 10 cdpias de mtDNA e estdo
associados a membrana interna mitocondrial (MIM), podendo ser trocados entre mitocondrias.
Outras proteinas para além das referidas anteriormente fazem também parte destes complexos,
nomeadamente proteinas envolvidas na reparacdo e manutencao do mtDNA. De modo a assegurar o
pool de dNTP’s na mitocondria sdao necessarias as proteinas codificadas pelos genes nucleares

DGUOK e TK2 (Taylor & Turnbull, 2005; Tuppen et al., 2010; Wong, 2010).

Na espécie humana, o mtDNA é herdado via materna uma vez que as mitocondrias presentes no
espermatozoide sdo marcadas com ubiquitina para degradagdo. Consequentemente, todo o
contelddo mitocondrial do zigoto é de origem materna (Chan, 2006). A transmissdo paterna do
mtDNA é um evento extremamente raro em humanos, existindo apenas um Unico caso publicado na
literatura (Schwartz & Vissing, 2002). A hereditariedade materna é apenas uma das varias diferencas

existentes entre o mtDNA e o nDNA, sendo outras referenciadas na tabela 1.

Tabela 1. Comparagdo entre o genoma nuclear e mitocondrial (adaptado de Taylor & Turnbull, 2005).

Caracteristica

Genoma nuclear

Genoma mitocondrial

Tamanho

Estrutura

Numero de moléculas de
DNA por célula

Numero de genes
Introes

% de DNA codificante

Cdédigo genético

Proteinas associadas

Hereditariedade

=3,3x10° pb

Dupla hélice; cromossomas

23 nas células hapléides; 46 nas
células dipléides

= 20000 a 30000

Presentes na maioria dos genes
= 3%

Universal

Nucleossoma

(associagdo de proteinas, incluindo
histonas)

Mendeliana para os autossomas e
cromossoma X.

Paterna para o cromossoma Y.

16568 pb
Cadeia dupla circular

Varias copias por célula

37

Ausentes

=93%

AUA codifica a metionina; TGA codifica o
triptofano; AGA e AGG s3o coddes stop

Histonas ausentes; associa¢do a algumas
proteinas para formar os nucledides

Materna

Os genes mitocondriais possuem uma taxa de muta¢do muito superior aquela que é verificada para
os genes nucleares. Esta deve-se em parte a proximidade do mtDNA relativamente a MIM, onde as
espécies reativas de oxigénio (ROS) estdo continuamente a ser produzidas como produto secunddrio
da OXPHOS. O facto de este ndo possuir histonas protetoras e de estarem ausentes sistemas de
reparacdo e de revisdo eficientes contribui também para a elevada taxa mutacional do mtDNA

(Reeve et al., 2008; Wallace & Fan, 2009; Wong, 2010).

A elevada taxa de mutacdo do mtDNA é responsdvel, ndo sd pelo surgimento de mutagdes

patogénicas, mas também pela acumulacdo de variacGes de sequéncia comuns, que sdo encontradas
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em varias populagdes humanas. Uma vez que o mtDNA ndo sofre recombinagdo, este pode apenas
ser alterado em resultado de uma acumulagdo sequencial de variagGes de sequéncia ao longo de
linhagens maternas (Wallace & Fan, 2009). Ao longo do processo evolutivo, os seres humanos
acumularam variag¢des distintas no seu mtDNA relativamente ao ancestral, resultando em diferentes
hapldtipos caracteristicos de diferentes grupos étnicos, denominados haplogrupos (Wallace et al.,

1999).

Cada célula contém centenas ou milhares de cdpias de mtDNA, as quais, no processo de divisdo
celular, sdo distribuidas aleatoriamente pelas células filhas. Em tecidos normais, todas as moléculas
de mtDNA sdo idénticas, condicdo que se designa homoplasmia (DiMauro & Schon, 2008). A
heteroplasmia refere-se a existéncia de uma mistura de dois ou mais gendtipos mitocondriais (Taylor
& Turnbull, 2005). O nivel de heteroplasmia pode variar consideravelmente de tecido para tecido ou

mesmo de célula para célula (Lightowlers et al., 1997).

Uma vez que, durante a mitose, as mitocondrias sdo segregadas aleatoriamente, verifica-se que nas
células heteroplasmicas a proporgcdo de mtDNA mutante pode ser alterada (Tuppen et al., 2010).
Assim, um aspeto intrigante da genética mitocondrial consiste no fendmeno de expansao clonal. Este
esta relacionado com o facto de uma mutagdo no mtDNA, numa célula, aumentar para niveis capazes

de causar disfungdo mitocondrial e, em ultima instancia, morte celular (Reeve et al., 2008).

As mutagoes referentes a substituicdes de bases podem estar localizadas em genes que codificam
proteinas, rRNAs ou tRNAs e sdo geralmente heteropldsmicas, com algumas exce¢bes. Estdo
identificadas mais de 200 mutagbes patogénicas de substituicdes de bases no mtDNA, associadas a
um largo espectro de fendtipos clinicos. Mais de metade das doencgas relacionadas com mutagdes
pontuais no mtDNA estdo localizadas em genes que codificam tRNAs. Funcionalmente, as mutagdes
pontuais em genes mitocondriais que codificam subunidades dos complexos da CRM, afetam a
funcdo do respetivo complexo a que pertence a proteina. Por sua vez, a reducdo da disponibilidade
de tRNAs funcionais, em consequéncia de mutag¢des nos genes que os codificam, pode comprometer
todo o processo de traducdo (Wallace & Fan, 2009; Tuppen et al., 2010). As muta¢cGes em genes que
afetam os complexos da CRM estdo localizadas predominantemente em genes que codificam
subunidades dos complexos | e Il, sugerindo que mutagdes nos restantes complexos sao mais raras

ou incompativeis com a vida (DiMAuro & Schon, 2008).

As doencgas mitocondrias causadas por mutagdes no mtDNA estdo frequentemente associadas a
situacBes de heteroplasmia, como foi anteriormente referido. Assim, a expressdo clinica das
mutacles patogénicas no mtDNA ¢é essencialmente determinada pela proporcdo relativa de

moléculas normais e mutantes, nos diferentes tecidos. E necessaria uma percentagem minima de
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mtDNA mutado, frequentemente cerca de 80-90%, para causar défice da OXPHOS num d6rgdo ou
tecido e, consequentemente, doenga. Esta particularidade das mutagbes no genoma mitocondrial
toma a designacdo de efeito limiar (DiMauro & Schon, 2008). Verifica-se que com o aumento da
percentagem de moléculas de mtDNA mutadas ocorre diminuicao da funcdo energética mitocondrial.
Quando é atingido o efeito limiar, ocorre apoptose celular e sucedem-se as manifestacdes
fenotipicas (Wallace & Fan, 2009). Por exemplo, dependendo do grau de heteroplasmia, a mutacgdo
m.8993T>G pode ser assintomatica (<60%), causar retinopatia (60-75%), neuropatia, ataxia e retinite
pigmentar (NARP) (75-90%) ou sindrome de Leigh (>90%) (Enns et al., 2006). A LHON é uma excegdo
a este principio, sendo causada frequentemente por mutacdes homopldsmicas que se encontram
presentes tanto em individuos sintomdaticos como em familiares da linhagem materna assintomaticos
(Wallace et al., 1988). Assim, verifica-se que a manifestacdo fenotipica das muta¢cdes homoplasmicas

pode diferir entre familias ou mesmo entre individuos da mesma familia (DiMauro & Schon, 2008).

As mutacdoes no mtDNA, embora sejam responsaveis por um elevado nimero de doencas, exibem
frequentemente “penetrancia” variavel, implicando o envolvimento de outros fatores. Estes incluem
o hapldtipo do mtDNA, genes nucleares e fatores ambientais. Diferentes haplétipos podem modular
o processo de OXPHOS, influenciando a fisiologia do individuo e predispondo-o ou protegendo-o de
certas doencas. Os fatores nucleares envolvidos podem ser polimorfismos comuns, possivelmente
localizados em genes relacionados com a fungdo mitocondrial e que ndo induzem patologia por si s,
mas contribuem para o efeito patogénico da mutacdo do mtDNA (Carelli et al., 2003; DiMauro &

Schon, 2008).

1.1.2. Doengas mitocondriais de origem nuclear

Estima-se que cerca de 1.500 proteinas codificadas pelo nDNA s3o direcionadas para a mitocondria.
Assim, defeitos em qualquer um dos genes que as codificam podem potencialmente causar doenga
mitocondrial. Contudo, até a data estdo identificadas mutagdes patogénicas em apenas 150 genes
nucleares. Defeitos moleculares em genes nucleares contribuem para a maioria das doengas

mitocondriais graves presentes em criangas (Wong, 2010).

Os genes nucleares associados a doengas mitocondriais codificam uma variedade de proteinas
relevantes para o funcionamento normal da mitocondria, nomeadamente: elementos estruturais
(exemplos: NDUFA1), proteinas de assembly dos complexos (exemplos: SURF1, SCO2, BCS1L),
magquinaria de importagdo (DDP), fatores envolvidos na sintese e reparagdo do mtDNA (POLG,
TWINKLE), proteinas relacionadas com a manutengdo do pool de nucledtidos intra-mitocondrial
(ANT1, DGOUK, TK2) e fatores que asseguram a integridade mitocondrial (exemplos: OPA1, MFN2).

Destes genes, o POLG é aquele que possui o0 maior nimero de mutagdes descritas, sendo responsavel
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pela grande maioria das doengas mitocondriais com causa genética de origem nuclear (McFarland &

Turnbull, 2009).

Mutacdes no nDNA pouco lesivas por si s6, podem interagir com mutacdes no mtDNA que,
isoladamente, sdo também toleraveis, resultando em doenca grave. Potluri e colaboradores (2009)
verificaram que dois doentes com doenc¢a mitocondrial grave possuiam uma mutacdo num gene
nuclear, NDUFA1, que, por si, s6 reduzia a atividade do complexo | em apenas 30%. Contudo, os
doentes apresentavam auséncia total de atividade deste complexo no musculo-esquelético. Em
analise posterior, foi revelado que ambos possuiam duas mutagdes no mtDNA que, isoladamente,
também diminuiam a atividade do complexo | em cerca de 30%. Assim, a combinacdo das mutagGes

no nDNA e mtDNA geraram um defeito bioquimico grave.

1.1.3. Doengas devidas a defeitos na comunicagdo bigenédmica

MutacOes em genes nucleares que afetam a biogénese da mitocondria podem resultar em danos ao
nivel do mtDNA, tal como muta¢des no mtDNA podem modificar a expressdo de variantes genéticas
nucleares. Esta interagdo nDNA-mtDNA resulta em padrdoes de hereditariedade ndo classicos

associados a doencas metabdlicas e neurodegenerativas (Wallace & Fan, 2009).

As mutacoes patogénicas do mtDNA incluem substituicdes de bases e rearranjos. As sindromes de
rearranjo sdo invariavelmente heteroplasmicas e podem resultar numa variedade de manifesta¢des
clinicas com gravidade variavel (Wallace & Fan, 2010). A doen¢a mais grave relacionada com
rearranjos do mtDNA é a sindrome de Pearson, que se caracteriza pelo desenvolvimento de
pancitopenia numa idade precoce (Roétig et al., 1988). Os fendtipos menos graves relacionados com
este tipo de mutagdes no mtDNA s3do a diabetes e surdez (Ballinger et al., 1992). A maioria dos
rearranjos no mtDNA sdo grandes dele¢des que variam entre 1,3 a 8 Kb e abrangem varios genes
(Tuppen et al., 2010). A ocorréncia de multiplas dele¢ces no mtDNA pode ser devida a mutacGes em
genes nucleares cujos produtos estdo envolvidos na manutencdo e replicagdo do mtDNA (exemplo:
POLG e TWINKLE), bem como no metabolismo dos nucledtidos mitocondriais (exemplo: ANTI)

(Kaukonen et al., 2000; Spelbrink et al., 2001; Hudson et al., 2006).

Para além das alteragdes qualitativas no mtDNA anteriormente especificadas, existem publicados na
literatura casos de deplegdo, isto é, alteragGes quantitativas no conteddo de mtDNA, nomeadamente
uma reduc¢do do nimero de cdpias, causada por mutacdes em genes nucleares responsaveis pela
biossintese das moléculas de mtDNA, tais como o TWINKLE, TK2, POLG e DGUOK (Spinazzola et al.,
2009; Wong, 2010).
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1.2. Atrofias dticas

O nervo 6tico transmite informagdao visual da retina neurossensorial para o cortex visual. Em
humanos, cada nervo dtico com cerca de 1,2 milhdes de axdnios que emergem das células
ganglionares da retina (CGR), recebe informacdo visual dos fotorreceptores retinianos. Apds sairem
do olho, estes axdnios tornam-se mielinizados e transmitem a informagdo visual para o talamo. A
perda das CGR ou dos seus axénios conduz a neuropatia ética, cuja manifestacdo mais severa é a

atrofia 6tica (Amati-Bonneau et al., 2009).

As neuropatias 6ticas hereditdrias afetam pelo menos 1 em cada 10.000 individuos, representando
deste modo uma causa importante de deficiéncia visual crénica (Man et al., 2011a). Este grupo
heterogéneo de doencas genéticas é caracterizado genericamente pela morte de CGR, conduzindo a
perda de visdo central, discromatopsia e outras anomalias no campo de visdo, sendo o feixe papilo-

macular preferencialmente afetado (Votruba, 2004).

A identificacdo dos fatores genéticos envolvidos neste grupo de doencgas permitiu a existéncia de
uma classificagdo precisa tendo como base dados moleculares (Man et al., 2011a). A LHON e a atrofia
Otica autossdmica dominante (ADOA) constituem as duas formas mais comuns de neuropatias éticas,
sendo um exemplo de como as doengas mitocondriais podem ser devidas a defeitos genéticos, quer
no mtDNA ou no nDNA. Assim, enquanto para a ADOA se conhecem mutacdes num gene nuclear,
OPA1 (optic atrophy 1), a LHON é devida a mutagbes pontuais no mtDNA e constitui a doenga
primaria mais comum associada ao mtDNA (Man et al., 2003; Amati-Bonneau et al., 2008; Man et al.,
2009a). Esta caracteriza-se por uma perda de visdo frequentemente aguda ou subaguda. Nas
restantes neuropatias oéticas, a perda de visdo é geralmente gradual (Votruba, 2004; Ferré et al.,

2009).

A ADOA, também denominada doenca de Kjer, é a forma de neuropatia 6tica hereditdria mais
comum (Ferré et al., 2009). A doenca é normalmente diagnosticada em idade precoce, durante a
infancia, verificando-se um inicio da perda de capacidade visual, em média, entre os 6 e os 10 anos
de idade (Man et al.,, 2011a). O progndstico geral desta atrofia ética é mais favordvel quando
comparado com o da LHON, verificando-se, no entanto, grande variabilidade inter e intrafamiliar na
gravidade dos sintomas (Man et al., 2009a). Em alguns casos, as manifestagGes clinicas da LHON e
ADOA sdo agravadas por sintomas neuroldgicos adicionais, tendo nestes casos a designacdo de

fenodtipos plus, nomeadamente LHON-pl/us e ADOA-plus (Chevrollier et al., 2008).

Para além da ADOA e da LHON, fazem ainda parte deste grupo de doencas as atrofias Oticas
recessivas (Votruba, 2004). Ao contrario do que se verifica nas atrofias oéticas anteriormente

referidas, nas quais o nervo 6tico é geralmente o Unico implicado, as atrofias éticas recessivas sdo
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doencgas multissistémicas caracterizadas pela presenca de anomalias extraoculares, nomeadamente
ao nivel do sistema nervoso central, fazendo parte deste grupo mais de quinze doengas (Assink et al.,
1997; Ferré et al., 2009). A aciduria 3-metilglutacénica tipo Il (MGA) ou sindrome de Costeff,
apresenta-se como uma doenca neuro-oftalmolégica recessiva e caracteriza-se clinicamente pelo
desenvolvimento de atrofia ética bilateral, espasticidade, ataxia, disfuncao extrapiramidal e défice
cognitivo. A excrecdo urinaria de acido 3-metil-glutacénico e de acido 3-metil-glutdrico esta
aumentada nestes doentes, sendo por isso considerada um marcador da doenca que auxilia o
diagndstico precoce em criancas com atrofia otica. O fator genético causador desta doenca estd
associado ao gene nuclear OPA3 (optic atrophy 3) (Anikster et al., 2001). Estudos mais recentes
revelam que mutacGes neste gene estdo também presentes na forma autossdmica dominante e
cataratas (ADOAC) que se caracteriza-se por atrofia oética, cataratas e também anomalias

neuroldgicas, tais como sinais extrapiramidais (Reynier et al., 2004; Huizing et al., 2010).

As trés formas de atrofias oticas hereditdrias para as quais as bases moleculares sdo conhecidas
envolvem tanto o mtDNA, no caso da LHON, como os genes nucleares OPA1 e OPA3, codificantes de
proteinas mitocondriais. Deste modo, é evidenciado que a alteracdo da funcdo mitocondrial possui
um papel essencial na patogénese das neuropatias 6ticas. Apesar de ainda ndo se conhecerem
totalmente os mecanismos patogénicos subjacentes a estas doencas, sabe-se que ADOA, ADOAC e
LHON partilham defeitos a nivel da OXPHOS, sendo estes mais acentuados em fendtipos-plus
(Chevrollier et al., 2008). Para além disso, as trés doencas estdo associadas a atrofia dética com
auséncia de inflamacdo, sendo este um dado consistente com a hipdtese de um mecanismo

apoptético ser a causa da morte das CGR (Reynier et al., 2004).

1.2.1. Neuropatia 6tica hereditaria de Leber

1.2.1.1. Caracterizagdo clinica

A primeira descrigdo de um doente com LHON, publicada por von Graefe, data de ha mais de 150
anos. No entanto, a doenga foi apenas reconhecida como entidade clinica distinta em 1871 pelo
oftalmologista Theodor Leber (Graefe, 1858; Leber, 1871; Kirches, 2011). A LHON é uma doenca
genética mitocondrial, neurodegenerativa e com hereditariedade materna, sendo transmitida apenas
pelo sexo feminino. A sua principal caracteristica é a perda subita de visdo central (Koilkonda & Guy,
2011). A LHON afeta predominantemente individuos do sexo masculino em idades jovens,
representando estes casos cerca de 80% dos totais. O inicio da perda visual na doenga ocorre

frequentemente entre os 15 e os 35 anos de idade (Yen et al., 2006).
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Atualmente existem poucos estudos epidemioldgicos referentes a LHON, sendo um dos de maior
dimensao realizado no Nordeste da Inglaterra, tendo como base manifestacGes clinicas e genéticas
da doencga. Os resultados demonstraram que a prevaléncia da LHON é de 1 em 31.000 individuos e
gue aproximadamente 1 em 8.500 é portador de uma das trés mutacdes primdrias no mtDNA
associadas a doenca (Man et al., 2003). Em 2007 foi realizado um outro estudo epidemioldgico, na
Finlandia, através do qual a prevaléncia da LHON neste pais foi estimada em 1:50.000. Os dados
deste estudo demonstraram também que 1 em 9.000 individuos da populacdo em geral é portador
de uma das trés mutacdes primarias associadas a LHON (Puomila et al., 2007). Mais recentemente,
em 2011, foi publicado um estudo relativo a uma meta-andlise que pretendeu estimar a prevaléncia
da LHON na Europa, concluindo que esta é de 1:45.000 (Mascialino et al., 2011). Em Portugal,
considerando um estudo realizado entre 1997 e 2003, com 21 doentes com suspeita clinica de LHON,

a prevaléncia estimada foi de 1:384.615 (Grazina, 2004).

Clinicamente, como ja foi referido, a LHON é caracterizada pela perda aguda ou subaguda de visdo
central, em consequéncia da degenerescéncia das CGR no feixe papilo-macular (Kirkman et al.,,
2009). Contudo, embora frequentemente a perda visual seja rapida e extrema, pode ser um processo
mais lento em alguns casos, ocorrendo durante um periodo de dois anos. Na maioria dos doentes, a
disfuncado visual é bilateral com envolvimento simultdneo do segundo olho, em 25% dos individuos,
ou posterior, em 75% dos casos de LHON (Yen et al., 2006; Man et al., 2009a; Koilkonda & Guy,
2011).

A LHON pode ser classificada em quatro fases de acordo com as manifestacdes clinicas: pré-
sintomatica, aguda, crénica e de recuperagdo visual. A fase pré-sintomdtica é caracterizada pela
disfungao subtil do nervo dético. O primeiro sintoma da doenga, e que pode ser observado nesta fase,
€ a microangiopatia telangiectdsica peripapilar. Existem também evidéncias de que portadores
assintomdticos da doenga possuem niveis flutuantes de edema das fibras nervosas retinianas. Em
alguns casos, verifica-se também perda de visdo a cores, afetando principalmente o sistema
vermelho-verde, reduzida sensibilidade aos contrastes e parametros eletrofisiolégicos anormais

(Huoponen et al., 2001; Man et al., 2011a).

Os portadores da doencga permanecem assintomaticos até sentirem visdo turva e desfocada num dos
olhos, o que caracteriza o inicio da fase aguda, na qual ocorre a perda de visdo. Os exames
oftalmoscdpicos revelam telangiectasia peripapilar, microangiopatia, dilatacdo da cabega do nervo
Otico e tortuosidade vascular. Verifica-se também o desenvolvimento de escotoma centrocecal. O
reflexo pupilar é preservado e os doentes geralmente ndo possuem dor ao realizar os movimentos

do olho. A acuidade visual atinge o seu ponto mais baixo quatro a seis semanas apds o surgimento da
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doencga, verificando-se valores de Snellen de 20/200 ou inferiores (Huoponen, 2001; Man et al.,

2009a; Koilkonda & Guy, 2011).

Na fase crénica da doenca, ocorre progressao para atrofia dtica
(figura 2). A palidez do nervo 6tico torna-se evidente devido a
escavacdo patoldgica do disco 6tico com perda mais acentuada de
axonios das CGR. Se um doente for apenas observado nesta fase é
dificil conseguir um diagnéstico preciso, especialmente se houver

auséncia de historia familiar, devido a dificuldade de exclusdo de

outras causas possiveis da neuropatia dtica bilateral (Man et al.,

2011a). Nesta fase da doenca, hd progressao para escotoma central  Figura 2 — Fotografia de fundo de
um doente com LHON revelando
atrofia otica (retirado de Grazina
et al., 2007, com permissao).

absoluto. A grande maioria dos doentes fica completamente cego
no prazo de um ano apos o inicio da doenca (Huoponen et al., 2001;

Mascialino et al., 2011).

A recuperacado visual, embora seja rara, pode verificar-se até mesmo alguns anos apds o inicio dos
sintomas e é influenciada pelo status mutacional. A recuperacdo dos parametros visuais ndo é
apenas restrita a acuidade, podendo também incluir o desenvolvimento de pequenas ilhas com
campo de visdo normal (fenestragdes) no escotoma central, ou reversao da discromatopsia (Man et
al., 2009a). A recuperacdo visual € mais propensa a acontecer nos casos em que a doenca se iniciou

antes dos vinte anos de idade e teve uma progressdo mais lenta (Barboni et al., 2006).

Frequentemente, a LHON restringe-se a presenca de alteragdes oftalmolégicas. No entanto, existem
os casos de LHON-plus nos quais se verificam anomalias neuroldgicas adicionais, tais como
convulsGes, atraso mental, neuropatia periférica, tremor postural, parkinsonismo, ataxia cerebelar,
anartria, distonia e encefalopatia ligeira. J& foram também descritas alteracGes na ressonancia
magnética cerebral, nomeadamente lesGes na substancia branca semelhantes as que sdo observadas
na esclerose multipla (Grazina et al.,, 2007; Koilkonda & Guy, 2011). A probabilidade de
desmielinizacdo em portadores de LHON é de 1 em 20, sendo este valor 50 vezes superior a
prevaléncia de esclerose multipla na populacdo em geral (Vanopdenbosch et al., 2000; Palace, 2009).
Um estudo realizado por Nikoskelainen e colaboradores (1995) demonstrou que 59% dos doentes
com LHON, portadores de uma das trés mutagGes primarias, possuem anomalias neuroldgicas. Ja foi
também identificada a sobreposicdo de LHON com a doenga mitocondrial MELAS (Blakely et al.,

2005).

Atualmente, ndo existe uma terapia eficaz para a LHON nem para outra doenga causada por

mutacées no mtDNA (Guy et al.,, 2008). No entanto, algumas destas doencas respondem a
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tratamento com agentes estimuladores da produgao energética. Em 2000, foi publicado um estudo
que demonstrou que a idebenona, em combinagdo com a vitamina B2 e a vitamina C, possui a
capacidade de melhorar a recuperacgdo visual em doentes com LHON em fase inicial, devido a
estimulacdo da formacdo de ATP (Mashima et al., 2000). Contudo, um estudo publicado
posteriormente por Barnils e colaboradores veio contradizer estes resultados (Barnils et al., 2007).
Mais recentemente, foi avaliado o efeito da idebenona em fibroblastos de doentes com LHON, sendo
possivel concluir que este andlogo da Coenzima Q possui a capacidade de aumentar em 42% a
atividade do complexo | da CRM. No entanto, os fibroblastos dos varios doentes do estudo nao
responderam ao tratamento da mesma forma, indicando que nem todos os afetados com a doenca
estardo predispostos a beneficiar desta terapia (Angebault et al., 2011). Deve ter-se em conta as
limitacOes do estudo relativamente a transposicao dos resultados obtidos em células em cultura para

o organismo humano.

1.2.1.2. Causas genéticas

Em 1988, a LHON foi a primeira doenca humana associada a uma mutacdo pontual no mtDNA
(Wallace et al., 1988). Atualmente, sabe-se que 90 a 95% dos doentes com LHON possui uma das trés
mutacdes primarias no mtDNA associadas a doenca: m.3460G>A, m.11778G>A e m.14484T>C (Man
et al., 2011a). Estas fazem parte do “top 10” das muta¢des da LHON que representa as dez mutagbes

descritas mais comuns associadas a doenca (tabela 2).

Tabela 2. “Top 10” das mutagdes primarias da LHON (adaptado de
www.mitomap.org/MITOMAP/MutationsLHON).

Substituicao

. L Referéncia
de aminoacido

Mutagao Gene

Howell et al., 1991;

m.3460G>A  ND1 R340H Huoponen et al,, 1991
m.11778G>A  ND4 A52T Wallace et al., 1988
Johns et al., 1992;
. >
m.14484T>C — ND6 Medv Mackey and Howell, 1992
m.3733G>A  ND1 E143K Valentino et al., 2004
m.4171C>A  ND1 1289M Kim et al., 2002
m.10663T>C ND4 V65A Brown et al., 2002
m.14459G>A ND6 A72V Junetal., 1994
m.14482C>G Howell et al., 1998b
m.14482C>A NDé Mé4l Velentino et al., 2002
m.14495A>G  ND6 L60S Chinnery et al., 2001
m.14568C>T  ND6 G36S Besch et al., 1999
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A frequéncia de cada uma destas mutagGes varia consideravelmente de acordo com a localizagado
geogrdfica (Man et al., 2002). No entanto, a mutagdo m.11778G>A tem sido descrita como sendo a
mais comum, estando presente em 50% dos casos de LHON (Guy et al., 2008). Esta leva a troca de
uma arginina, altamente conservada, para uma histidina no aminoacido 340 da subunidade 4 da
NADH desidrogenase da CRM. A mutacdo m.3460G>A tem como consequéncia a alteracdo do
aminodacido alanina para treonina, na posi¢cdo 52 da subunidade 1 da NADH desidrogenase. Por sua
vez, a mutacdo m.14484T>C substitui uma metionina por uma valina no aminodacido 64 da
subunidade 6 da mesma proteina (Yen et al., 2006). Outras mutagGes patogénicas no mtDNA
associadas a doenca tém sido descritas, sendo os genes ND1 e ND6 considerados hotspots
mutacionais devido ao facto de albergarem duas das trés mutacGes primarias, bem como outras

pertencentes ao “top 10” e varias mutacgdes raras (Man et al., 2011a).

A maioria dos doentes com LHON possui uma mutacdo no mtDNA em homoplasmia, sendo a
percentagem de casos em que é verificada heteroplasmia de apenas 14% (Smith et al., 1993). Entre
os portadores de mutacdes heteroplasmicas, verifica-se perda visual apenas quando o conteudo de
mtDNA mutado é superior a 60%, sendo este o limite descrito para que ocorram anomalias
bioenergéticas (Man et al., 2002). Em termos clinicos, ndo se verificam diferengas entre doentes

homoplasmicos ou heteroplasmicos (Koilkonda & Guy, 2011).

Todos os genes mitocondriais envolvidos na doencga codificam subunidades do complexo | da CRM,
causando disfungdo da mesma (figura 3). Um estudo bioquimico publicado no ano 2000 por Brown e
colaboradores, avaliou a funcdo do complexo | em células portadoras das trés mutagdes primarias
mais comuns associadas a LHON. Verificou-se uma grande reduc¢do da fungao do complexo | para a
muta¢do m.3460G>A, intermédia para a mutagdo m.11778G>A e ligeira para a mutagao m.14484T>C
(Brown et al., 2000). Assim, as mutagées m.3460G>A e m.11778G>A sdo consideradas mais graves,
em comparagdo com a m.14484T>C, e os doentes portadores desta ultima apresentam maior

probabilidade de recuperagdo visual (Tonska et al., 2010).
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Figura 3. Mutag0es primarias da LHON e disfungdo do complexo I.

As trés mutagGes primarias associadas a LHON nas posi¢des 3460, 11778 e 14484 do mtDNA
afetam os genes codificantes das subunidades do complexo 1 da CRM ND1, ND4 e ND6,
respetivamente (adaptado de Yen et al., 2006).

A mutacdo no mtDNA associada a LHON considerada mais grave é a m.14459G>A, que tem como
consequéncia uma variabilidade de fenétipos clinicos, causando LHON-plus, na maioria dos casos.
Esta mutacdo altera uma alanina para uma valina, localizada na regido com maior conservagdo
evolutiva do gene ND6 (Gropman et al., 2004). Para além desta, outras mutag¢des tém sido associadas
a fendtipos mais graves, nomeadamente: m.4160T>C, m.11696A>G e m.14596T>A (Howell et al.,

1991; De Vries et al., 1996).

A mutacdo m.3376G>A que afeta o complexo | da CRM foi identificada como causadora da sindrome
de sobreposicdo que se caracteriza pelo desenvolvimento de sintomas carateristicos da LHON e da
MELAS conjuntamente (Blakely et al., 2005). Por sua vez, a presenga de esclerose multipla em
doentes com LHON estd preferencialmente associada a mutagao m.11778G>A, embora este fendtipo
ja tenha sido observado em associagdo com outras mutagdes primdrias (Man et al., 2011a). Esta
também descrito na literatura o caso de um doente com a mutagdo m.11778G>A e multiplas
dele¢cGes no mtDNA que desenvolveu oftalmoplegia externa progressiva (PEO) e LHON. Este é um
caso verdadeiramente atipico uma vez que a ocorréncia de duas mutagdes patogénicas no mtDNA é

extremamente rara (Melberg et al., 2009).

Nem todos os portadores das mutacdes no mtDNA anteriormente descritas desenvolvem perda

visual, verificando-se que, até mesmo familiares com a mesma mutacdo homoplasmica, apresentam
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fendtipos distintos. Estd descrito também que apenas aproximadamente 50% dos homens e 10% das
mulheres que possuem uma das trés mutac¢des associadas a LHON desenvolvem a doencga. Deste
modo, é evidenciada a “penetrancia” incompleta das muta¢cdes no mtDNA, sugerindo que outros
fatores genéticos, mitocondriais ou nucleares, poderdo estar envolvidos na etiologia da LHON, bem

como a regulacdo epigenética (Yen et al., 2006).

Um fator que parece ter influéncia na expressdo da LHON estd relacionado com os haplogrupos do
mtDNA. Esta descrito que o haplogrupo europeu J estd preferencialmente associado as mutacgées
m.11778G>A e m.14484T>C, bem como a uma elevada “penetrancia” das mesmas.
Consequentemente, este haplogrupo esta relacionado com um maior risco de perda visual. Por outro
lado, a mutacdo m.3460G>A apresenta uma distribuicdo aleatdria pelos haplogrupos, havendo, no
entanto, uma maior probabilidade de ocorrer perda visual quando esta se encontra associada ao
haplogrupo K (Torroni et al., 1997; Man et al., 2009a). Hd também evidéncias de que as trés
mutacdes previamente mencionadas possuem uma baixa penetrancia quando estdo presentes em
conjunto com o haplogrupo H (Howell et al., 2003). Estes dados sdo indicadores de que
polimorfismos especificos no mtDNA, ndo deletérios por si sé, podem modificar o potencial
patogénico das mutacbes da LHON, aumentando o risco de expressao da doenca ou causando uma

evolucdo clinica mais grave (Chinnery et al., 1999; Yen et al., 2006; Pello et al., 2008).

Recentemente, tém vindo a ser realizados estudos com o objetivo de identificar genes nucleares que
contribuam para a penetrancia variavel das mutacdes da LHON no mtDNA. Neste sentido, um estudo
publicado em 2010 identificou uma regido no cromossoma 3 (3g26.2-39g28) possivelmente
relacionada com a perda visual em portadores das muta¢des primadrias associadas a LHON. Nesta
regido estdo incluidos os genes SLC7A14, MFN1, MRPL47, MCCC1, PARL e OPA1. O mesmo estudo,
referente a doentes tailandeses, associou duas variagGes genéticas no gene PARL (rs3749446 e
rs1402000) a expressdo da doenga (Phasukkijwatana et al., 2010). Contudo, num estudo posterior
relativo a doentes chineses, nao foi possivel estabelecer uma associagao entre as variagées genéticas

anteriormente referidas e a manifestacdo da doenca (Zhang et al., 2010).

Variacbes no gene MAPT, que codifica a proteina tau, estdo associadas a varias doencgas
neurodegenerativas, bem como a alteracdo da funcdo da CRM. Assim, foi colocada a hipdtese de que
alteracdes neste gene poderdo contribuir para o risco de cegueira em portadores das mutacgdes
primarias associadas a LHON. Contudo, ndo foi possivel estabelecer uma relagao entre variagdes de
sequéncia no gene MAPT e a perda de visdo em portadores de mutagées no mtDNA (Hudson et al.,

2011).
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Os fatores ambientais podem também contribuir para a penetrancia das mutagdes associadas a
LHON, havendo varios estudos evidenciando, por exemplo, que o consumo de dlcool e tabaco
aumenta o risco de perda visual em portadores das mutagdes no mtDNA (Chalmers & Harding, 1996;
Tsao et al., 1999; Sadun et al., 2003). Estdo descritos na literatura cinco pares de gémeos
monozigdticos portadores de uma mutagdo primaria, verificando-se discordancia na manifestacdo da
doenca em dois casos, o que evidencia a contribuicdo dos fatores ambientais. A privacao nutricional,
exposicao a toxinas industriais, farmacos antirretrovirais, stresse fisiolégico ou doenca aguda
também podem precipitar a manifestacdo da doenca (Johns et al., 1993; Biousse et al., 1997; Man et

al., 2009a).

Uma das particularidades da LHON, ausente noutras doengas mitocondriais, € a sua elevada
incidéncia no sexo masculino. Esta depende do tipo de mutagdo e ndo pode ser explicada através da
genética mitocondrial, permanecendo ainda desconhecidas as bases moleculares subjacentes a este
facto. A razdo de doentes do sexo masculino para sexo feminino é de 3:1, 4-6:1 e 8:1 em portadores
das mutagdes m.3460G>A, m.11778G>A e m.14484T>C, respetivamente (Yen et al., 2006). Esta
predominancia masculina da doenca pode ser devida a fatores genéticos ou ambientais bem como a
caracteristicas anatdémicas, hormonais ou fisioldgicas (Koilkonda & Guy, 2011). O padrdo de
segregacdao da doenca é consistente com a presenca, no cromossoma X, de um gene de
suscetibilidade a perda visual que atue em sinergia com as mutacdes do mtDNA. Os portadores
masculinos, ao possuirem apenas um cromossoma X, ndo podem compensar a presenca do
hipotético alelo, ao contrario do que se verifica no sexo feminino (Man et al., 2011a). Contudo, esta
hipdtese ndo permite uma explicagdo completamente coerente, uma vez que, assim sendo, todos os
filhos de mulheres afetadas desenvolveriam a doenca, o que ndo se verifica. Porém, isto podera
dever-se a inativacdo do cromossoma X (lionizacdo), sendo que mulheres cegas que possuam o “alelo
protetor” silenciado podem ter filhos ndo afetados, pois o padrdao de metilacdo é eliminado durante

o desenvolvimento embrionario (Hudson et al., 2007).

1.2.1.3. Maecanismos fisiopatoldgicos

Apesar das mutacdes no mMtDNA estarem presentes em todas as células da retina, sdo
essencialmente as células ganglionares, no feixe papilo-macular, que se encontram mais afetadas na
LHON. A razdo do atingimento de apenas este tipo celular ainda ndo é totalmente conhecida, mas
pode dever-se a sua elevada necessidade energética, tendo em conta os seus longos axénios e a

presenca de regides ndao mielinizadas (Schoeler et al., 2007; Koilkonda & Guy, 2011).

Os mecanismos patogénicos subjacentes a LHON ainda nao sdo totalmente conhecidos; no entanto,

uma vez que é evidente a sua associagdo a mutagdes no mtDNA, a explicagdo mais dbvia seria que,
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em consequéncia das mesmas, se verificasse um decréscimo da producdo de energia e,
consequentemente, disfuncdo do nervo ético. Contudo, o ligeiro decréscimo na producdo energética
causado por algumas das mutacdes no mtDNA ndo explica os efeitos fenotipicos observados. Para
além disso, embora o sistema nervoso central seja muito dependente do ATP mitocondrial, estudos
de bioenergética da visdo ndo revelam que a funcdo das CGR seja maioritariamente dependente da
producdo de energia mitocondrial. Estas observacdes levam a especular que a patogénese da LHON
poderd nao ser devida a efeitos diretos ao nivel do sistema de OXPHOS, mas sim a mecanismos mais
indiretos. Assim, explicacdes alternativas como o stresse oxidativo, apoptose ou alteracdo do
transporte axonal dos organelos tém vindo a ser propostas (Howell et al., 1998a; Newman, 2002;

Tonska et al., 2010).

Os complexos | e Il da CRM sdo responsaveis pela maior parte dos aniGes superéxido formados na
mitocondria (Kudin et al., 2004). Assim, as mutacOes patogénicas que induzem disfuncdo do
complexo | causam um aumento da producdo de ROS (Pitkdnen & Robinson, 1996). Num estudo
publicado em 1999, foram analisadas as consequéncias fisioldgicas a nivel celular da inibicdo parcial
do complexo |, concluindo que a morte celular observada estad preferencialmente associada a
producdo de radicais livres e ndo ao decréscimo da funcdo respiratdria (Barrientos & Moraes, 1999).
Foi também observado um aumento significativo na producdo de ROS em cibridos portadores das
mutagdes m.11778G>A e m.3460G>A, associadas aos fendtipos de LHON mais graves (Wong et al.,
2002). Em concordancia, um estudo posterior permitiu concluir que cibridos portadores das
mutacgdes anteriormente referidas possuem uma diminuicdo das defesas antioxidantes (Floreani et
al., 2005). Estas evidéncias apoiam o facto de as ROS constituirem um fator chave na patogénese da
LHON, possivelmente por favorecerem a abertura do poro de transicdo mitocondrial (Yen et al.,

2006; Kirches, 2011).

A alteragdo da fungdo do complexo | tem efeitos ao nivel da apoptose, nomeadamente aumentando
a sensibilidade das células a mesma (Yen et al., 2006). Assim, ja foi demonstrado que células de
doentes com LHON possuem uma taxa de apoptose mais elevada comparativamente aos controlos
(Battisti et al., 2004). O aumento da libertagdo de citocromo c para o citosol, observado em cibridos
de LHON, constitui um outro factor que indica que a mitocondria estara envolvida na activacdo da
cascata apoptoética na doenga. Assim, Ghelli e colaboradores (2003) propéem a hipdtese de que as
mutagdes primarias associadas a LHON afetam a interagdo do complexo | com os substratos da
ubiquinona, influenciando a abertura do poro de transicdo mitocondrial. Consequentemente, ha

libertagdo do citocromo c e ativa¢do da cascata apoptotica.

A deplecdo energética verificada em consequéncia da disfungdo mitocondrial pode conduzir a

altera¢Oes ao nivel do transporte axonal dos organelos, uma vez que este é realizado por proteinas
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motoras que requerem grande quantidade de ATP para o seu funcionamento. Assim, as proteinas
sintetizadas no citoplasma das CGR, bem como as mitocondrias que ndo sdo transportadas ao longo
dos axdnios em direcdo ao cérebro, podem contribuir para a degenerescéncia visual verificada na
LHON (Koilkonda & Guy, 2011). Esta hipdtese é reforcada pelo facto de existirem evidéncias de que é
necessaria a rede mitocondrial no nervo 6tico, de modo a assegurar a transmissdo do potencial de
acao ao longo dos axdnios, particularmente nas regides ndao mielinizadas ricas em mitocondrias
(Delettre et al., 2002). O diagrama da figura 4 resume as vias potencialmente envolvidas na

degenerescéncia do nervo 6tico, que ocorre na LHON.

Fatores genéticos Fatores ambientais
* mtDNA * tabaco
*nDNA * alcool

mtDNA normal
mtDNA mutante

/ Disfuncdo do Complexo | I\

\LATP —> | Libertagdo de fatores apoptdticos <« TROS

| | |

\l/Transporte axonal Morte de células ganglionares da retina \L Mielinizagdo axonal

|

Degeneragdo do nervo 6tico

l

LHON

Figura 4. Diagrama esquemdtico ilustrando a interagdo entre os diversos eventos que

culminam com a degenerescéncia do nervo 6tico na LHON (Koilkonda & Guy, 2011)

Um estudo publicado por Abu-Amero e colaboradores (2010), no qual se analisou a expressdo de
diversos genes relacionados com a fun¢do mitocondrial em doentes com LHON portadores da
mutagcdo m.11778G>A, permitiu concluir que o gene OPA1 se encontrava downregulated em todos

os doentes.
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1.3. Gene OPA1

O gene OPAI1, localizado no cromossoma 3 (3g28), é constituido por 31 exdes, abrangendo mais de
114 Kb do nDNA. O ultimo exao é “nao codificante” e o splicing alternativo dos exdes 4, 4b e 5b da
origem a oito isoformas diferentes (Delettre et al., 2002). A isoforma principal (isoforma 1) possui
2.880 nucledtidos, estando ausentes os exdes 4b e 5b, e codifica uma proteina com 960 aminodcidos.
Por sua vez, a isoforma mais longa, que inclui todos os exdes alternativos, codifica uma proteina com
1015 aminoacidos (Amati-Bonneau et al., 2009). O gene é expresso de forma ubiqua nos tecidos
humanos, embora mais abundantemente na retina, cérebro, figado, coracdo e pancreas (Landes et
al., 2010). No entanto, existem variagGes na expressdo de OPA1 ao nivel dos tecidos para as

diferentes isoformas (Delettre et al., 2001).

A proteina OPA1 pertence a uma grande familia de mecanoenzimas, as dinaminas, caracterizadas por
possuirem um dominio dinamina-GTPase muito conservado e um tamanho que varia entre os 60 e
100 kDa (Delettre et al., 2002; Man et al., 2011a). A proteina em questdo possui um dominio C-
terminal efetor, envolvido na oligomerizacdo e ativacao catalitica. Por sua vez, na regidao N-terminal
estd presente uma sequéncia de enderecamento para a mitocondria que, apds a importacdo, é
removida pela peptidase de processamento mitocondrial (PPM). A localizagdo mitocondrial da OPA1
restringe-se ao espago intermembranar, verificando-se que esta interage com ambas as membranas
mitocondriais, embora mais fortemente com a MIM. A sequéncia de enderecamento mitocondrial é
seguida por um, dois ou trés dominios transmembranares e por um ou dois dominios coiled-coil,

consoante a isoforma (figura 5) (Olichon et al., 2007b; Landes et al., 2010).

PPM
| cc, cc,
NH21| 2 3|4 gs 367 8//15 16//24 25 | 26| 27 g coom
> - - - > <>
SIM  RT, RT, RT, GTPase DGE

Figura 5. Representagdo esquematica do gene OPA1 e da estrutura da OPA1.

A proteina possui um dominio GTPase e um dominio GTPase efetor (DGE). Na regido N-terminal existe uma
sequéncia de importagdo para a mitocondria (SIM) que é clivada pela PPM. Segue-se a regido transmembranar 1
(RT;) que esta presente em todas as isoformas a semelhanga do dominio coiled-coil 1 (CC,). As regides
transmembranares 1 e 2 (RT, e RT3) e o dominio coiled-coil 2 (CC,) estdo presentes apenas nas isoformas que
possuem os exdes alternativos respetivos (identificados a azul). Os nimeros correspondem aos exdes do gene
OPA1 (adaptado de Landes et al., 2010).
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Para além do processamento efetuado pela PPM, a proteina possui um ou dois locais de clivagem
adicionais, consoante a isoforma que |lhe deu origem. Assim, os oito mMRNAs de OPA1 podem originar
uma isoforma longa, derivada apenas da clivagem da PPM, e uma ou mais isoformas curtas em
consequéncia da clivagem nos outros dois locais (Figura 6). As proteases que atuam nestes locais
permanecem ainda desconhecidas (Song et al., 2007). Ambas as isoformas da proteina, longa e curta,
estdo associadas as membranas mitocondriais. No entanto, ha evidéncias de que as isoformas longas
estdo ancoradas a MIM, enquanto as isoformas curtas se ligam a sua periferia, o que lhes permite
difundir no espago intermembranar e associar-se a membrana externa mitocondrial MEM (Landes et

al., 2010).

PPM Lc1
v v

1 sm [[R] [a I\/EI\J:IHI:I NM_15560.2
PPM LC1
v v

2 sm R[] [5] [E)| [ wmiisossiz
PPM LC1
v v 1

s sm [TRT] ] Jao[5] ] ]I|E] NM_130832.2
PPM c1 ez !
v v v 1

a[ _sm TR | [s]sb] II|E] NM_130833.2
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v v 1

s sv [TRT] [afan[s] | ||||:| NM_130834.2
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Figura 6. Esquema representativo das oito isoformas da proteina OPAL.

A clivagem da SIM pela PPM leva a formagdo das isoformas longas. A
clivagem adicional nos locais de clivagem (LC) 1 (exdo 5) e 2 (exdo 5b)
origina as isoformas curtas. Do lado direito encontram-se os cédigos
referentes ao mRNA de cada uma das isoformas, de acordo com a
nomenclatura NCBI (adaptado de Song et al., 2007).

Até a data, sdo varias as fung¢Oes atribuidas a esta proteina (figura 7), nomeadamente um efeito
mediador da fusdao mitocondrial, manutengao das cristas mitocondriais e, consequentemente, da
morfologia mitocondrial, manutencdo do mtDNA e regulacdo da apoptose e do processo de OXPHOS

(Votruba, 2004; Cohn et al., 2007; Landes et al., 2010; Man et al., 2011a).
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Figura 7. Imagem representativa das fungdes da proteina OPAl: manuteng¢do
das cristas, regulagdo da apoptose, fusdo mitocondrial e manutengdo do mtDNA
(adaptado de Landes et al., 2010).

A fusdo mitocondrial é um processo que controla a morfologia do organelo e é critico para a
manutencdo da funcdo da rede mitocondrial. S3o necessarias trés proteinas para que ocorra a fusao
mitocondrial, um processo que envolve a fusdo coordenada de ambas as membranas interna e
externa da mitocOndria e que culmina com uma mistura dos componentes da matriz. A fusdo da
MEM requer as proteinas integrais da mesma, nomeadamente Mfnl e Mfn2. Por sua vez, a fusdo da
MIM requer a proteina OPA1, sendo necessdria uma combinacdo das isoformas longas de ligacdo a
MIM e das isoformas mais curtas e sollUveis. A disrupcdo do processo de fusdo resulta em
fragmentagdo mitocondrial e, consequentemente, pode ocorrer perda de moléculas de mtDNA por
mecanismos ainda desconhecidos. Deficiéncias ao nivel da fusdo mitocondrial tém também como
consequéncia uma funcdo respiratéria diminuida (Okomoto & Shaw, 2005; Song et al., 2009; Ban et

al., 1010).

Diversos estudos de microscopia eletrénica convencional demonstraram que células contendo as
proteinas OPA1 ou a sua homdloga na levedura, mgm1lp, downregulated, apresentam cristas com
morfologia anormal (Olichon et al., 2003; Amutha et al., 2004). Foi posteriormente comprovado por
Frezza e colaboradores (2006) que a proteina OPA1l esta também envolvida na remodelagdo das
cristas durante a apoptose. A mitocondria estd envolvida na regulagdo da apoptose através da
libertagdo de moléculas pré-apoptdticas, nomeadamente o citocromo c, que se localiza no espacgo
“intra-cristas”. Para tal, é necessdrio que ocorra a remodela¢do das cristas, um processo no qual ha
abertura das jungdes que as mantém unidas. Deste modo, comprovou-se que a proteina OPA1,
nomeadamente na forma de complexos constituidos por isoformas longas e curtas, é responsavel
por assegurar estas jungdes, regulando assim a mobilizacdao do citocromo c e, consequentemente, a

sua libertacdao para o espaco intermembranar. De acordo com estes dados, a downregulation da
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proteina OPAl, ou a expressdao de mutantes patogénicos, aumenta a sensibilidade das células a

apoptose (Lee et al., 2004; Olichon et al., 2007b).

Um estudo publicado em 2008 demonstrou que a OPA1 estd também envolvida na regulagdo da
OXPHOS por interacdo direta com os complexos da CRM, controlando a sua organizacao e facilitando
o fluxo de eletrdes (Zanna et al., 2008; Man et al., 2011a). Ja foi demonstrado que a sintese de ATP
se encontra diminuida em fibroblastos de cultura com mutac¢Oes patogénicas no gene OPA1 (Amati-

Bonneau et al., 2005; Chevrollier et al., 2008).

Em 2008, dois estudos publicados, apresentaram evidéncias de que a proteina OPA1 esta envolvida
na manutencdo da estabilidade do mtDNA, verificando-se que mutacgdes no gene OPA1 podem
conduzir ao aparecimento de delecdes multiplas no mtDNA (Amati-Bonneau et al., 2008; Hudson et
al., 2008). No entanto, é desconhecido o mecanismo pelo qual isto acontece, sabendo-se que,
provavelmente, o gene OPA1 ndo esta diretamente envolvido na replicacdo do mtDNA. Assim, as
alteragdes verificadas ao nivel do mtDNA podem estar relacionadas com o papel que a proteina
desempenha ao nivel da estrutura e organizacdo da MIM. Foi entdo proposta a teoria explicativa de
que as alteragdes verificadas na morfologia das cristas mitocondriais, em consequéncia de mutacgées
no gene OPA1, podem perturbar a ancoragem do mtDNA a MIM e, deste modo, influenciar a sua
replicacdo e expressdo (Landes et al., 2010). Um estudo publicado por Kim e colaboradores (2005)
apresentou resultados sugestivos de que a proteina OPA1l também pode estar envolvida na
regulacdo da quantidade de moléculas de mtDNA, uma vez que verificaram uma diminuicdo destas

em linfécitos de doentes portadores de mutagdes neste gene.

Existem ja mais de 200 mutagdes patogénicas identificadas no gene OPA1, estando estas presentes
em cerca de 50 a 60% dos doentes com ADOA (Man et al., 2011a). A principal caracteristica que
distingue esta doenca da LHON é o tempo de duracdo do processo degenerativo. Na LHON este
ocorre de forma aguda com perda marcada de CGR, enquanto na ADOA este é um processo lento e
progressivo. Existem evidéncias de que os mecanismos patogénicos subjacentes a ambas as doengas

possuem etapas comuns (Zanna et al., 2008).

As mutag¢des pontuais no gene OPA1 localizadas nas regides que codificam os dominios GTPase
(exdes 8 a 15) e dinamina (exGes 16 a 23) da proteina sdo as mais comuns. A maioria das mutagdes
neste gene resulta em coddes de terminag¢do prematuros, com formagcao de mRNAs truncados que
sdo instaveis e, frequentemente, degradados por mecanismos de protec¢do celular. Assim, a redu¢do
dos niveis da proteina aparenta ser a causa predominante da ADOA (Pesch et al., 2001; Man et al.,
2011a). Contudo, cerca de 30% das mutagdes no gene OPA1 sdo mutagdes missense na regidao

codificante, ou proxima do dominio GTPase (figura 8). Estas alteram aminoacidos muito conservados,
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provavelmente necessarios para a atividade de GTPase da proteina. Nestes casos, o efeito
patogénico é devido, possivelmente, a perda de atividade, ficando a funcdo da proteina
comprometida (Delettre et al., 2002; Amati-Bonneau et al., 2008; Man et al., 2009a). No entanto, os
mecanismos patoldgicos subjacentes a ADOA podem diferir consoante o dominio da proteina

afetado (Amati-Bonneau et al., 2009).

Duplicagdes
1%

Figura 8. Gréfico representativo da distribuicdo do tipo de mutagdes
patogénicas no gene OPA1 (adaptado de Amati-Bonneau et al., 2009).

Cerca de 10% dos doentes com mutagdes no gene OPA1 possuem sintomas extraoculares em
associacdo com neuropatia ética. Deste modo, é evidenciado o papel da OPA1 também ao nivel de
doengas multissistémicas. Assim, encontra-se descrito na literatura o caso de um doente portador de
uma mutac¢do que afeta o dominio dinamina da proteina e que desenvolveu esclerose multipla e
atrofia 6tica, reforgando as semelhangas na expressao clinica entre os fendtipos plus da ADOA e da
LHON (Verny et al., 2008; Amati-Bonneau et al., 2009). Por sua vez, uma mutagdo localizada no exdo
14, que codifica parte do dominio GTPase, foi associada a presenga de surdez em conjunto com as
anomalias visuais (Amati-Bonneau et al., 2003; Shimizu et al., 2003). Em 2008, foi descrito uma
sindrome associada a mutagdes missense no gene OPA1, que se carateriza pelo desenvolvimento de
atrofia 6tica em idades muito jovens, com aparecimento posterior, na idade adulta, de PEO crdnica,
ataxia, surdez sensorioneural, neuropatia sensério-motora e miopatia. Estes doentes apresentam
multiplas delecGes no mtDNA, o que esta de acordo com a fungdo que a OPA1 possui ao nivel da sua

manutenc¢do (Amati-Bonneau et al., 2008; Hudson et al., 2008).
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Polimorfismos no gene OPA1 foram também relacionados com um risco aumentado de desenvolver
glaucoma de tensdo normal, apenas em alguns grupos étnicos (Aung et al., 2002; Powell et al., 2003;

Woo et al., 2004; Man et al., 2010c).

1.4. Gene OPA3

O gene OPA3 (figura 9), localizado no cromossoma 19, regido q13.2-q13.3, é constituido por trés
ex0es e possui duas isoformas. O exdao 1 é comum a ambas, enquanto o exdao 2 e o exao 3 sdo
exclusivos, cada um, de uma das isoformas. As sequéncias nucleotidicas dos exdes 2 e 3 sdo
semelhantes, sugerindo a possibilidade de ocorréncia de duplicagdo mediada por um transposao
long interspersed element-1 (LINE-1), presente na sequéncia intrénica, a montante do exdo 2 (Huizing

et al., 2010).

OPA3A
|
| |
{{eaor | s —{ e
| J
||
LINE-1 (L1MC4) OPA3B

Figura 9. Representagdo esquematica do gene OPA3.

A verde estdo representados os exOes alternativos. O transposdo LINE-1 (L1MC4),
localizado cerca de 24 Kb a montante do exdao 2 pode levar a formagdo do exdo 3 por
duplicacdo (adaptado de Huizing et al., 2010).

Ambas as isoformas do gene OPA3 apresentam expressao ubiquitaria. No entanto, a OPA3B possui
niveis de expressao inferiores a OPA3A, razao pela qual ja foi colocada a hipdtese de que a proteina
codificada por esta isoforma nao sera, provavelmente, muito relevante para as células humanas.
Para além disso, a OPA3A é expressa e conservada dos fungos aos primatas, enquanto OPA3B é
exclusivamente encontrada em primatas. Em concordancia com isto, ndo é conhecida nenhuma

mutagdo em OPA3B associada ao desenvolvimento de doenga em humanos (Huizing et al., 2010).

As proteinas OPA3A e OPA3B sdo constituidas por 179 e por 180 aminodacidos, respetivamente
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/80207). Ambas possuem 47 aminoacidos no N-terminal,
codificados pelo exdo 1, e as sequéncias da regido C-terminal apresentam elevada homologia. A
proteina OPA3 apresenta uma sequéncia de enderegamento para a mitocondria na regidao N-terminal
e, na regido C-terminal, tem uma possivel sequéncia de enderecamento para o peroxissoma (Huizing

et al., 2010). Contudo, um estudo recente demonstrou que a proteina OPA3 ndo se localiza neste
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organelo, sendo a sua localizagdo unicamente mitocondrial (Powell et al., 2011). Em 2010, a OPAS3 foi
identificada como sendo uma proteina integral da MEM, apresentando-se com as regides N-terminal
e C-terminal expostas para o espaco intermembranar e citoplasma, respetivamente (Ryu et al.,,

2010).

Em 2001, Anikster e colaboradores identificaram a primeira mutacdo patogénica no gene OPA3, em
homozigotia, no intrdo 1 da isoforma OPA3A, que altera o splicing. Esta leva a abolicdo completa dos
niveis da proteina em fibroblastos, sendo causadora da sindrome de Costeff em doentes cuja idade
de inicio da atrofia dtica foi precoce e que manifestaram sintomas neuroldgicos no inicio da
adolescéncia (Anikster et al., 2001). Em 2002, foi identificada a segunda mutagao patogénica no gene
OPA3 associada também a sindrome de Costeff. Trata-se de uma dele¢do homozigética de 18 pb no
exdo 2 da isoforma OPA3A, resultando na delecdo de seis aminodcidos e, consequentemente, na
perda de funcdo da proteina (Kleta et al., 2002; Davies et al., 2008). Em ambos os casos, a expressao
de OPA3B encontra-se significativamente aumentada. No entanto, é mais provavel que a diminuicdo
dos niveis de OPA3A esteja na causa da doenca, ao invés do aumento de OPA3B (Huizing et al.,
2010). A terceira mutacdo conhecida no gene OPA3 associada a sindrome em questdo é uma

mutagdo nonsense no exao 2 da isoforma OPA3A (Ho et al., 2008).

Em 2004 foram descritas no exdao 2 de OPA3A duas mutacGes missense, heterozigdticas, presentes
em doentes com ADOAC. Ambas alteram aminodcidos conservados e estdo ausentes em individuos
sauddveis. Observou-se que fibroblastos portadores destas mutag¢bes tinham uma sensibilidade
aumentada a apoptose (Reynier et al., 2004). Assim, desconhece-se a razao pela qual os doentes com
sindrome de Costeff ndo desenvolvem cataratas. Contudo, Powell e colaboradores supdem que
podera dever-se ao facto das mutagdes que estdo na base da ADOAC afetarem dominios chave da
proteina que prejudicam fung¢bes celulares especificas, conduzindo ao desenvolvimento de cataratas

(Powell et al., 2011).

Mutag¢des no gene OPA3 podem ser responsaveis por atrofias éticas autossdmicas dominantes ou
recessivas. MutacGes homozigdticas com consequente perda de funcdo da proteina conduzem a
doencas multissistémicas, nomeadamente a sindrome de Costeff, enquanto mutacdes missense
heterozigdticas resultam em fendtipos menos agressivos, como ADOAC (Reynier et al., 2004). O
desenvolvimento de atrofia dtica bilateral, com idade de inicio precoce, é uma caracteristica comum
a ambas as doengas relacionadas com mutagGes em OPA3 (Davies et al., 2008). A tabela 3 relne as

mutac¢des patogénicas identificadas até a data no gene em questao.
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Tabela 3. Mutagdes patogénicas no gene OPA3

Fendtipo Mutagao Hereditariedade Referéncia

Sindrome de Costeff  ¢.143-1G>C Autossdmica Recessiva Anikster et al., 2001

Sindrome de Costeff ¢.320_337del Autossémica Recessiva Kleta et al., 2002
(p.GIn108_Glul13del) v

Sindrome de Costeff c415C>T " Autossémica Recessiva Ho et al., 2008
(p.GIn139%*)

ADOAC (C;(75I7nc;;§er) Autossdmica Dominante  Reynier et al., 2004

.313C>G _ . .
ADOAC ° Autossomica Dominante  Reynier et al., 2004

(p.GIn105Glu)

A funcdo da proteina OPA3 e o mecanismo pelo qual as mutagdes neste gene levam ao
desenvolvimento da sindrome de Costeff e da ADOAC permanece ainda desconhecido. Contudo, um
estudo conduzido por Ryu e colaboradores (2010) apresentou evidéncias de que a OPA3 possui um
papel ao nivel da regulacdo da dindmica mitocondrial e da apoptose. Verificou-se que a deplecdo da
proteina induz alongamento das mitocondrias, sugerindo que esta podera ser um fator de fissdo
mitocondrial ou um inibidor da fusdo. Um estudo publicado posteriormente por Powell e
colaboradores (2011) mostrou que as mitocondrias de um modelo animal de sindrome de Costeff
possuiam alteracdes na morfologia das cristas. Para além disso verifica-se um aumento da
sensibilidade a apoptose em células com mutag¢des no gene OPA3. Contudo, a proteina por si s6 ndo
possui uma agao pré-apoptdtica, podendo no entanto potenciar a morte celular via fragmentagao
mitocondrial. Existem também evidéncias de que a proteina OPA3 é necessaria para a manutengao
dos niveis de dacido 3-metil-glutacénico, embora o mecanismo exato pelo qual isto se verifica
permaneca ainda desconhecido. Pei e colaboradores sugerem que esta proteina facilita, de algum

modo, o uptake do acido do citosol para a mitocondria (Pei et al., 2010).

Tendo em conta o que foi acima exposto, as causas genéticas subjacentes a LHON e os mecanismos
fisiopatoldgicos que levam a doenca tém ainda pontos em aberto por esclarecer. O presente trabalho
pretende contribuir para esse esclarecimento através do estudo dos genes OPA1 e OPA3 numa
familia portadora da mutacdo m.11778G>A, em que a probanda apresenta LHON-pl/us e é o Unico

membro afetado.
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2. Objetivos
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O objetivo deste trabalho consiste na identificacdo de variagbes de sequéncia genéticas que
permitam explicar a “penetrancia” incompleta das mutacées no mtDNA associadas a LHON,

nomeadamente a fenétipos plus.

Com este prepdsito analisou-se a sequéncia dos genes OPA1 e OPA3, que codificam proteinas
mitocondriais e estdo relacionados com o desenvolvimento de outras atrofias oticas e defeitos
neurolégicos, numa familia cujos membros da linhagem materna possuem a mutagdo m.11778G>A.
Esta manifesta penetrancia incompleta, verificando-se que apenas um dos portadores desenvolveu a
doenga, apresentando um fendtipo atipico com caracteristicas de LHON-plus. Deste modo
pretendeu-se encontrar variagdes de sequéncia que permitissem explicar a diferenca fenotipica

entre a probanda e os restantes portadores da mutacdo m.11778G>A.

As alteracbes genéticas identificadas na probanda que tém como consequéncia a alteracdo de
aminodacido na sequéncia da proteina ou que se localizam em regides reguladoras, nomeadamente
na 3’UTR, foram analisadas em amostras de individuos saudaveis e de outros doentes com LHON
classica. Deste modo, este estudo pretendeu também averiguar a relacdo entre variacdes de
sequéncia no gene OPA1 e a manifestacdo da LHON ndo apenas na probanda, mas também em

doentes com LHON comum, cujos sintomas se restringem as anomalias visuais.

Tania S, 2012 29



Investigac3o do Cross-talk Genédmico na Neuropatia Otica Hereditaria de Leber

3. Material e Métodos
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3.1. Amostragem

Foram usadas amostras de DNA, previamente extraido, maioritariamente a partir de sangue
periférico, no Laboratdrio de Bioquimica Genética através de métodos padronizados. A amostragem

encontra-se dividida em trés grupos distintos, que se descreve em seguida.

3.1.1. Familial

A probanda desta familia é portadora da mutagdo m.11778G>A homopldsmica em linfécitos,
fibroblastos e musculo. Esta desenvolveu um fenétipo plus bastante grave e atipico, nomeadamente
ao nivel da idade de inicio da doenga, género e evolucdo dos sintomas neurolégicos (Grazina et al.,

2007).

Aos oito meses de idade a doente jd apresentava uma reducdo da acuidade visual, sendo
posteriormente confirmada a atrofia ética bilateral, verificando-se uma perda de visdo grave. Esta
possui também estrabismo, nistagmo e PEO. As anomalias extraoculares incluem epilepsia, ataxia,
hipotonia, sinais extrapiramidais, auséncia de linguagem e anomalias no ritmo respiratdrio. A doente

apresenta lesGes no tdlamo, ganglio basal e cortex cerebral (Grazina et al., 2007).

A presenga da mutagdo m.11778G>A foi confirmada noutros membros da linhagem materna da
probanda, nomeadamente mae, tios, tias e avd. Esta é homoplasmica em sete (I-2, 1I-2, 1I-3, II-5, II-6,
1I-7 e 1I-10) e heteroplasmica em trés familiares (II-1, 1I-8, 11-9). Contudo, nenhum destes portadores
desenvolveu a doenca. O pai (lI-4) e avé materno (I-1) fazem também parte da amostragem e ndo

apresentam a referida mutacdo no mtDNA (figura 10) (Grazina et al., 2007).

1 170,
 BRA 1668660,

Figura 10. Heredograma referente a familia 1.

A cinzento estdo identificados os portadores da mutagdo m.11778G>A que
ndo sdo doentes. Nos trés heteroplasmicos é indicada a percentagem de
heteroplasmia. A preto estd indicada a probanda do estudo. A branco estao
indicados os familiares que ndo possuem a mutagao m.11778G>A.
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3.1.2. Controlos

Neste grupo estdo incluidas 202 amostras de DNA de individuos saudaveis da populag¢ao portuguesa,
sendo 131 do sexo feminino e 71 do sexo masculino, com idades compreendidas entre 5 e 96 anos

de idade (média + desvio padrdo: 47 + 20).

3.1.3. Doentes com LHON

Neste grupo estdo incluidos 77 doentes portugueses com suspeita clinica de LHON, sendo 32 do sexo
feminino e 45 do sexo masculino, com idades compreendidas entre 1 e 62 anos de idade (média *

desvio padrdo: 33 + 18).

3.2. Andlise da sequéncia dos genes OPA1 e OPA3

3.2.1. Reagdo da polimerase em cadeia (PCR)

Uma das grandes descobertas em Biologia Molecular foi a inven¢do da técnica de PCR, em 1985 por
Kary Mullis, valendo-lhe a atribuicdo de um prémio Nobel. Esta técnica envolve a amplificacdo rapida
de um fragmento de DNA especifico de modo a obter numerosas cépias que permitam a realizagdo

de ensaios posteriores, tais como a sequencia¢do de DNA (Mullis et al., 1986; Ban, 2006).

Para a PCR é necessdria a preparagao de uma solu¢dao contendo o fragmento de DNA a amplificar,
uma DNA polimerase estavel ao calor (Tag polimerase), quatro tipos de desoxiribonucleétidos
trifosfato (dNTPs; N=A,T,C,G — bases nitrogenadas adenina, timina, citosina ou guanina,
respetivamente) e dois oligonucledtidos designados por primers. Estes sdo compostos por cerca de
20-30 nucledtidos e sdo complementares as extremidades do fragmento que se pretende amplificar,
delimitando deste modo a regido de interesse do DNA molde. E ainda necessaria a presenca de um
tampdo adequado que forneca as condi¢Ges 6timas para o funcionamento da enzima. Caso este ndo
inclua magnésio, é necessdria a sua adicdo individualmente pois este € um cofator da Taq polimerase
e, deste modo, possui um papel importante ao nivel da especificidade e rendimento da PCR, atuando

como estabilizador da cadeia de DNA (Viljoen et al., 2005; Lopes & Souza, 2009).

Apds a preparagdo da mix da reacdo, a amostra é colocada num termociclador onde serd submetida
a ciclos térmicos que alternam entre temperaturas elevadas e temperaturas mais baixas. A reacdo é
iniciada por uma desnatura¢do do DNA a uma temperatura elevada, na ordem dos 95°C, desfazendo
as pontes de hidrogénio e, consequentemente, separando as duas cadeias complementares.
Seguidamente, a uma temperatura inferior (50-60°C), os primers ligam-se especificamente as cadeias

complementares de DNA em cadeia simples obtidas apds a desnaturacdo. As ligacGes estaveis
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formadas em consequéncia da hibridizacdo dos primers auxiliam a ligacdo da DNA polimerase que,
por sua vez, inicia a extensdo. Nesta fase, a temperatura aumenta para 72°C, a qual ocorre a sintese
de novas cadeias através da incorporacdo dos dNTPs a extremidade 3’ do primer (figura 11). Assim,
através de ciclos repetidos de desnaturacdo, hibridizacdo e sintese, obtém-se uma amplificacao
exponencial da sequéncia do DNA de interesse uma vez que em cada ciclo o nimero de cépias do
fragmento a amplificar duplica (Rose, 1991; Markham, 1993; Viljoen et al., 2005; Ban, 2006; Lodish et
al., 2007; Lopes & Souza, 2009).

DNA Nucleétidos
- - polimerase (dTTP, dCTP, dATP, dGTP)
Taq

Desnatura';io Cadeia de DNA molde d
(95°C) 5’
Fase 2:
Regido do DNA 3

i Hlbrldlla 30
Duas cadeias de DNA (50-60‘-’C) z¢ aser amplificada

» (e - 3 -

sl
o’ IIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIII ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||imm

Novas cadeias de DNA

5’
WY @Mﬂw

Quatro cadeias de DNA

(D.ZL) ISAUIS ‘€ Asey

Repeticdo
do ciclo

20-50 vezes

Figura 11. Esquema representativo das fases da PCR (adaptado de Encyclopaedia Britannica Online).

No presente trabalho, foram amplificadas por PCR as zonas codificantes (exdes) e respetivas regides
adjacentes dos genes OPA1 e OPA3. No caso do gene OPA1, utilizaram-se 27 pares de primers, cada
um referente a um exdao do gene e respetivas zonas adjacentes. Sdo exce¢do trés pares que
flanqueiam uma zona que engloba mais do que um exao. Para a amplificagdo do gene OPA3 foram

utilizados trés pares de primers, cada um referente a um dos exdes e zonas adjacentes.

Os primers foram desenhados recorrendo ao programa primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/), partindo
da sequéncia de cada um dos genes obtida em bases de dados (NCBI). A sequéncia dos primers é
essencial para o sucesso da especificidade da PCR, o que implica a necessidade de ter em conta
alguns aspetos fundamentais no seu desenho (Viljoen et al., 2005). Os primers devem conter entre
18 a 30 nucledtidos de tamanho e ndo devem possuir regides internas complementares pois estas
podem levar a formacgdo de loops, que podem impedir a hibridizagdo completa com a sequéncia de
DNA alvo. Regides complementares entre os dois primers do par devem também ser evitadas de
modo a impedir a formacdo de dimeros de primer. E necessério ainda ter em conta o contetido de Gs

e Cs na sequéncia do primer devido a sua influéncia na estabilidade da ligagdo com o DNA. Assim, é
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geralmente recomendado um contetdo GC de cerca de 50%. Os primers devem hibridizar numa zona
do DNA alvo em que estejam ausentes varia¢cdes de sequéncia descritas. Os dois primers do par
devem ser desenhados de modo a que a temperatura de hibridizacdo de cada um ndo seja
significativamente diferente (* 5°C). Os primers devem ser complementares apenas a regido de

interesse e ndo se ligarem a outras zonas do DNA (Pelt-Verkuil et al., 2008).

A PCR realizou-se a partir de uma solugdo com 10ul de volume contendo DNA (5ng/ul), primers
(0,2uM), dNTPs (0,2mM), Tag DNA Polymerase (GE) (0,5 unidades) e o respetivo tampdo (1x). Para
confirmar a auséncia de contaminagdo, em cada reacdo da PCR efetuada incluiu-se um controlo
negativo, sem DNA. As rea¢des da PCR foram efetuadas nos termocicladores Biometra T Gradient,

Biometra TProfessional Family, Verity® (Applied Biosystems) e C1000 Touch™ (Bio-Rad).

Cada uma das trinta reacdes foram inicialmente otimizadas, procedendo a manipulacdo de
parametros chave da PCR, nomeadamente o nimero de ciclos e a temperatura de hibridizacdo dos
primers, partindo-se inicialmente da temperatura teoricamente prevista. Nos casos em que para
além da presenca do fragmento pretendido se verificaram amplificacdes inespecificas, procedeu-se a
um aumento da temperatura de modo a elimina-las uma vez que estas podem, posteriormente,
comprometer os resultados. Nos casos em que a amplificagdo do fragmento de interesse nao foi
bem-sucedida (inexistente ou fraca) diminuiu-se a temperatura de hibridizacdo dos primers até obter
resultados satisfatdrios. Outras varidveis que sdo usualmente manipuladas no processo de

otimizagdo da PCR sdo as concentracdes de magnésio, primers e DNA (Viljoen et al., 2005).

Apds a otimizagao das reagbes da PCR foi possivel estabelecer as temperaturas de hibridizagao e o

numero de ciclos adequados a cada ensaio (tabela 4).

Tabela 4. Condigbes da PCR

Fase Temperatura Duragdo Ciclos
Desnaturacdo inicial 95°C 5 minutos -
Desnaturacao 95°C 30 segundos
Hibridizacao (tabelas 5 e 6) 30segundos 50
Sintese 72°C 30 segundos
Extensao final 72°C 10 minutos -

Nas tabelas 5 e 6 encontra-se a descricdo de cada um dos pares de primers relativamente a regido e

ao tamanho do fragmento de DNA que amplificam, com a respetiva temperatura de hibridagao.
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Tabela 5. Caracterizagao dos primers referentes ao gene OPAL.

Exiio amplificado* Tamanho do fragmento Temperatura de

amplificado (pb) hibridizagdo (C°)

1 505 60

2 852 62

3 501 51

4 643 58
4b 454 59

5 492 58
5b 529 60

6 583 60

7 547 60

8 563 56

9 717 59
10e11 762 58
12,13 e 14 1396 60
15e16 816 58
17 541 54
18 596 57
19 538 56
20 594 57
21 570 58
22 546 60
23 497 57
24 595 60
25 534 57
26 799 54
27 880 56
28 476 57
29 750 61

Nota: a sequéncia dos primers ndo podera ser divulgada até a sua publicagdo.

Tabela 6. Caracterizagdo dos primers referentes ao gene OPA3.

Exio amplificado* Tamanho do fragmento Temperatura de

amplificado (pb) hibridizagdo (C°)
1 633 57
2 842 58
3 805 58

Nota: a sequéncia dos primers ndo podera ser divulgada até a sua publicagdo.

3.2.2. Eletroforese em gel de agarose

A analise dos produtos da PCR é critica na fase de otimizacdao de modo a obter resultados fidveis e
precisos. Para além disso, é também essencial para avaliar as condi¢des para posterior utilizagdo

noutras técnicas, como por exemplo, a sequencia¢do automatica ou o RFLP (McPherson & Mgller,
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2006). Assim, a analise dos produtos da PCR de amplificacdo permitem determinar a presenga ou
auséncia de amplificagdes ndo especificas e a quantidade de um fragmento de DNA alvo amplificada

(Pelt-Verkuil et al., 2008).

A técnica mais comum e rapida para analisar os produtos da PCR é a eletroforese em gel de agarose
(McPherson & Mgller, 2006). A agarose na forma de gel providencia a consisténcia necessaria para a
separacdo das moléculas de DNA sujeitas a acdo de um campo elétrico, de acordo com o tamanho.
Isto é possivel devido ao facto do DNA ser carregado negativamente ao pH do tampdo utilizado e,

consequentemente, migrar em direcdo ao catodo (Viljoen et el., 2005).

A visualizacdo do DNA é conseguida, frequentemente, através da utilizacdo de brometo de etidio.
Este agente quimico intercala-se nas cadeias de DNA e emite fluorescéncia quando excitado a
comprimentos de onda situados entre 250 a 310 nm. Assim, é possivel a sua detecdo através da

exposicdo a radiacdo UV (Viljoen et al., 2005; Pelt-Verkuil et al., 2008).

No presente trabalho, utilizaram-se géis de agarose a 1% corados com brometo de etidio (0,1mg/ml)
para visualizar os produtos da PCR. Os géis de agarose a 1% proporcionam a resolugdo suficiente
para fragmentos que possuam entre 500 a 4.000 pb (McPherson & Mgller, 2006), o que esta de
acordo com os tamanhos das sequéncias amplificadas pelos primers utilizados, que variam entre 454
e 1.396 pb. Adicionou-se loading buffer ao produto da PCR (1:1) antes da sua aplicagcdo no gel. Este
reagente possui na sua composi¢do um corante, usualmente o azul de bromofenol, que permite a
visualizagdo da amostra durante a eletroforese (Viljoen et al., 2005). Para além disso, o loading buffer
confere densidade, promovendo a fixagdo da amostra de DNA no pogo do gel (Bartlett & Stirling,
2003). Foi utilizado em todos os géis um marcador de peso molecular, o pUC Mix Marker 8
(Fermentas). No final da eletroforese os géis foram fotografados de modo a serem posteriormente

analisados recorrendo ao equipamento ChemiDoc™ XRS e respetivo software (Bio-Rad).

3.2.3. Purificagdo dos produtos da PCR

Apos a reacdao de amplificagdo, permanecem dNTPS e primers que ndo foram incorporados nas novas
sequéncias formadas, sendo necessdrio elimina-los, uma vez que podem interferir na reagdo
subsequente. Para este efeito, pode adicionar-se diretamente ao produto da PCR um reagente
designado por ExoSAP-IT® (Affymetrix), que é constituido por duas enzimas hidroliticas, a

exonuclease | e a fosfatase alcalina (www.affymetrix.com). A primeira remove os primers em cadeia

Unica devido a sua atividade de nuclease 3° - 5’. A segunda catalisa a remog¢do dos grupos 5’ fosfato

dos dNTPs livres, inativando a sua capacidade de ligacdo (figura 12) (Dugan et al., 2002).

Tania S, 2012 36


http://www.affymetrix.com/

Investigac3o do Cross-talk Genédmico na Neuropatia Otica Hereditaria de Leber

Produto da PCR

em excesso

Primers e dNTPs T “t . ’\l 1/:1, T T T
i
T

Nucleésidos

©

Fosfato inorganico

Figura 12. Esquema representativo da purificagdo dos
produtos da PCR pelo reagente ExoSAP-IT® (adaptado de
www.affymetrix.com).

Aos produtos da PCR adicionou-se ExoSAP-IT® (4:1). Posteriormente, as amostras foram submetidas
a uma temperatura de 37° durante uma hora, sendo esta a ideal para o funcionamento das enzimas.

De seguida, procedeu-se a inativacdo das enzimas a 75°C.

3.2.4. Sequencia¢ao dos fragmentos de DNA

Em 1977, Sanger introduziu uma técnica de sequenciacdo de DNA, o método didesoxi, cujos
principios serviram de base para o desenvolvimento da sequenciagdo automadtica (Sanger et al.,
1977; Shendure et al., 2008). Esta tornou-se a técnica de elei¢do para determinagdo de sequéncias

de DNA nas ultimas décadas (Strausberg et al., 2008).

O método didesoxi baseia-se na sintese, por uma DNA polimerase, da cadeia de DNA complementar
a sequéncia a determinar, utilizando dNTPs e 2’,3’-didesoxinucledtidos (ddNTPs) (Metzker, 2005).
Estes sdo terminadores da sintese devido ao facto de ndo possuirem o grupo 3’OH presente nos
dNTPs e que é essencial para a formag¢dao de uma ligacdo fosfodiéster com o nucleétido seguinte
(McPherson & Mgller, 2006; Hutchison, 2007). Cada um dos quatro ddNTPs encontra-se marcado
com um fluoréforo diferente, o que é essencial para a revelagdo da sequéncia, posteriormente, no

sequenciador automatico (Shendure et al., 2008).

Na reacao de sequenciacdao, os dNTPs e ddNTPs estdao presentes numa propor¢dao que determina a
probabilidade relativa de incorporacdao de cada um na extensao do primer, sendo a concentragao de
ddNTPs inferior. Para cada molécula de DNA molde, a sintese da cadeia complementar é iniciada a

partir da extremidade 3’ do primer e termina com a incorporacdo de um ddNTP (Shendure et al.,
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2008). Consequentemente, geram-se uma série de fragmentos que diferem nas unidades de
nucledtidos, existindo nesta populacdo de moléculas cadeias terminadas em cada uma das posi¢coes

possiveis (Metzker, 2005; McPherson & Mgller, 2006).

A reacdo de sequenciagdo consiste numa PCR assimétrica (usa-se apenas um primer), na qual
multiplos ciclos de desnaturacao, hibridizacdo e sintese levam ao aumento linear do numero de
cadeias “truncadas” (figura 13). Aconselha-se o uso de polimerases termoestaveis que tenham a
capacidade de adicionar eficientemente os ddNTPs (Shendure et al., 2008). Os parametros de cada
fase do ciclo da reacdo de sequenciacao diferem significativamente dos da PCR de amplificacdo de

modo a favorecer a incorporacdo dos ddNTPs (McPherson & Mgller, 2006).
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Figura 13. Representacdo esquematica da reagdo de sequenciagao.

A — Fases da reac¢do de sequencia¢do; B — Produto da reagdo de sequenciagdo: fragmentos
de DNA truncados, com diferentes tamanhos, devido a incorporagdo dos ddNTPS (adaptado
de http://users.ugent.be/~avierstr/principles/seq.html).

No presente trabalho utilizou-se um kit comercial, BigDye® Terminator Cycle Sequencing v3.1
(Applied Biosystems), que contém na sua composicdo 0s reagentes necessdrios para a reacdo de
sequenciacdo, nomeadamente: dNTPs, ddNTPs e DNA polimerase. Foi necessdria apenas a adi¢do do
DNA previamente purificado e do primer especifico. Assim, para cada amostra preparou-se uma
solucdo com 10ul de volume, cuja constituicdo é a seguinte: 2ul de DNA purificado, primer (0,32uM),
0,5 ul de BigDye™ Terminator Cycle Sequencing e respetivo tampdo (0,875x). Esta foi submetida num
termociclador a 25 ciclos, cada um com trés fases que correspondem as seguintes condig¢des:
desnaturacdo do DNA a 96°C durante 10 minutos, hibridizacdo do primer a 50°C durante 5 minutos e

quatro minutos de sintese a 60°C (Viljoen et al., 2005).
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Para a PCR de sequencia¢do de cada um dos exdes e respetivas zonas adjacentes dos genes OPA1 e
OPA3, utilizou-se um dos primers (forward ou reverse) da PCR de amplificagdo. No entanto, no caso
dos fragmentos mais longos, como por exemplo o que inclui os exdes 12, 13 e 14 do gene OPA1
(1396 pb), foram necessarias duas reacdes de sequenciagdo, uma com o primer forward e outra com
o reverse, de modo a obter a sequéncia completa. Procedeu-se também a sequenciacdo do mesmo
fragmento em ambas as dire¢cdes sempre que houve necessidade de confirmar variacdes de

sequéncia.

Apds a PCR de sequenciagdo, é necessario que os ddNTPs que permanecem livres sejam removidos,
de modo a nado interferirem com a etapa subsequente (Tillett & Neilan, 1999). Existem diversos
métodos para a remocado dos terminadores ndo incorporados na reacdo de sequenciac¢do, incluindo a

precipitacdo por etanol, extracdo com fenol/cloroférmio e purificacdo por colunas (Kelley, 1994).

A precipitagdo por etanol, procedimento utilizado neste trabalho, consiste numa técnica simples,
econdmica e eficiente na remocdo de nucledtidos, pequenos oligonucleétidos (<15 nucledtidos) e

também ddNTPs (Kieleczawa, 2005; McPherson & Mgller, 2006).

Ao produto da reagdo de sequenciagao foram adicionados dgua e etanol a 95% (5:4:16), centrifugou-
se a 2500xg durante 30 e adicionaram-se 75ul de etanol a 70% ao sedimento, apds o que se
centrifugou novamente durante 10 minutos a 2000xg. Voltou a descartar-se o sobrenadante e fez-se
uma centrifugacdo a 700xg durante um minuto. Por fim adicionaram-se 20ul de Hi-Di™ Formamida
(Applied Biosystems) (protocolo adaptado de Elles & Mountford, 2004). Este é um agente
desnaturante e serve de solvente ao DNA que posteriormente serd analisado no sequenciador

automatico (www.appliedbiosystems.com).

Os produtos da reacdo de sequencia¢do purificados sdo analisados num sequenciador automatico
por eletroforese capilar com polimero desnaturante, permitindo a separagao, com alta resolucdo, de

fragmentos que diferem em apenas um nucleétido (Shendure et al., 2008).

Os quatro tipos de ddNTPs utilizados na rea¢do de sequenciagdo encontram-se marcados com
diferentes corantes fluorescentes, cada um deles possuindo o mesmo comprimento de onda de
excitacdo, mas diferentes espectros de emissdo. Assim, quando os fragmentos passam pela regido de
detecdo, os fluordforos ligados aos ddNTPs sdo excitados, emitindo fluorescéncia a um dos quatro
comprimentos de onda distintos e revelando a identidade do nucledtido terminal. Assim, a ordem
dos terminadores fluorescentes de acordo com a separag¢do por tamanho dos fragmentos permite

revelar a sequéncia do DNA (figura 14) (Metzker, 2005; Shendure et al., 2008).
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capilar =

Figura 14. Representac¢do esquematica do processo de sequenciagdo automatica.

No presente trabalho utilizou-se o sequenciador automatico 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) e a andlise posterior das sequéncias foi realizada recorrendo aos programas Sequencing
Analysis v5.2 (Applied Biosystems) SeqScape v2.5 (Applied Biosystems). Este Ultimo permite fazer a

comparagdo com a sequéncia consenso e detetar variagdes a mesma.

3.3. Analise in silico

3.3.1. Analise de patogenicidade

Todas as variacGes de sequéncia encontradas nos genes OPA1 e OPA3, que se localizam numa zona
codificante e que conduzem a alteracdo de aminoacido na sequéncia da proteina, foram analisadas
pela ferramenta bioinformatica Polyphen-2® (Adzhubei et al., 2010). Esta permite prever o impacto
de uma substituicdo de aminodcido na estrutura e fungdo de uma proteina. Esta previsdo é baseada
num conjunto de parametros que tém em conta a andlise de sequéncias homologas, o local
especifico de ocorréncia da substituicdo e a estrutura tridimensional da proteina (Sanchez et al.,

2004; Lopes et al., 2012).

O Polyphen-2® tem em conta oito pardmetros baseados na sequéncia e trés parametros baseados na
estrutura da proteina. No primeiro grupo, é analisado, por exemplo, o facto da variante estar ou ndo
localizada num local ativo ou de ligacdo da proteina ou numa outra regido funcionalmente
importante, como por exemplo uma zona transmembranar. As varidveis estruturais analisadas
incluem a verificagdo da alteracdo da polaridade, da modificagdo do core hidrofébico e a influéncia
na interacdo entre subunidades da prépria proteina ou com outras proteinas (Ramensky et al., 2002;

Jaffe et al., 2011).

Para efetuar uma analise no Polyphen-2® é apenas necessario inserir o nimero de identificacdo da

proteina, que pode ser obtido em bases de dados (exemplos: SNPper, UniProt, NCBI), bem como a
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posicdo da alteragcdo na sequéncia da proteina e a identificacdo do aminoacido original e do
aminodacido resultante da variacdo genética em estudo. Com base nos diversos parametros
anteriormente mencionados, o software calcula a probabilidade de uma variacdo de sequéncia ser
patogénica e classifica-a qualitativamente em benigna, possivelmente patogénica ou provavelmente

patogénica (Wei et al., 2011).

3.3.2. Conservagdao evolutiva

A probabilidade de uma variacdo de sequéncia ndo sindnima ser causadora de uma doenca genética
é proporcional ao grau de conservacgao evolutiva do aminoacido mutado (Vitkup et al., 2003). Assim,
no presente trabalho avaliou-se a conservagao evolutiva dos aminoacidos para os quais se detetaram

variagdes de sequéncia ndo sindnimas.

Com este preposito recorreu-se a base de dados UniProt (UniProt Consortium, 2012) para efetuar o
alinhamento das sequéncias da proteina para as diferentes espécies. Estas foram selecionadas de
acordo com outros estudos em que efetuaram este tipo de analise referente a proteina OPA1l
(Hudson et al., 2008; Man et al., 2009b). As espécies consideradas e cuja sequéncia da proteina em
estudo foi comparada com a da espécie humana foram as seguintes: Pan troglodytes, Canis lupus,

Mus musculus, Gallus gallus, Danio rerio e Drosophila melanogaster.

3.3.3. Analise de alteracao de splicing

VariagGes de sequéncia localizadas essencialmente na zona de transi¢do exdo-intrao podem conduzir
a alteragdes na jungao dos exdes ou na remogao dos intrdes do pré-mRNA, ou seja, podem interferir
com o processo de splicing. Assim, as mutagbes de splicing podem ter como consequéncia a remogao
de exdes na totalidade ou a utilizacdo de locais de splicing alternativos e, consequentemente,
originar exdes maiores ou menores que os originais (Schaaf et al., 2012). Altera¢des que modifiquem
o donor site levam geralmente a eliminacdo do exdo enquanto variacdes de sequéncia que afetem o
acceptor site podem conduzir ao prolongamento do exdo até ao reconhecimento de um outro local
de splicing. Em ambos os casos a constituicdo em aminodcidos da proteina sera alterada. VariacGes
de sequéncia fora da regido de transicdo exao-intrdo podem ter consequéncias semelhantes através

da criagdo de novos locais de splicing (Sarkar, 2009).

As variacGes de sequéncia encontradas nos genes OPA1 e OPA3 que reuniam as seguintes condi¢des
foram alvo de um estudo in silico para previsdo da alteragdo do processo de splicing: i) localizagdo
intrénica proxima da regido codificante; ii) localizagdo no exdo e formacdo de um possivel novo

donor (GT) ou acceptor (AG) site.
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Com este prepdsito recorreu-se a ferramenta bioinformatica NNSPLICE v.0.9® (Reese et al., 1997). O
procedimento inclui a realizagdo de duas andlises separadamente, sendo uma relativa a sequéncia
consenso e a outra a sequéncia com a variacdo em estudo. O resultado de cada uma das analises
inclui os donor e acceptor sites previstos para a sequéncia inserida, bem como a probabilidade de
ocorréncia de cada um. Assim, comparando as duas andlises efetuadas é possivel verificar se uma
variacdo de sequéncia conduz ao ganho ou perda de possiveis donor ou acceptor sites ou ainda se

leva a uma alteragao na probabilidade de ocorréncia destes.

3.4. Analise de variagGes de sequéncia no gene OPA1

3.4.1. PCR-RFLP

A PCR-RFLP é uma técnica muito utilizada para a identificacdo de variacées de sequéncia genéticas
conhecidas. A metodologia envolve o corte de moléculas de DNA em fragmentos mais pequenos,
através de enzimas de restricdo que reconhecem sequéncias especificas. Estas enzimas devem
reconhecer o local da variacdo de sequéncia em estudo, cortando a molécula de DNA apenas na
presenca de um dos alelos. Assim, conhecendo o tamanho do fragmento amplificado pela PCR e os
possiveis locais de corte da enzima no mesmo, é possivel prever o nimero e tamanho de fragmentos
gue serdo gerados consoante o gendtipo. A visualizacdo destes é possivel através da separacao dos

produtos digeridos em gel de agarose (Pelt-Verkuil et al., 2008; Griffiths et al., 2009).

No presente trabalho, foram analisadas por esta técnica trés variacGes de sequéncia no gene OPA1
detetadas por sequenciagdo automdtica na probanda e familiares. Assim, procedeu-se a
genotipagem por PCR-RFLP das amostras do grupo controlo e de doentes com suspeita clinica de
LHON, para as alteragbes rs7624750, rs34307082 e rs1061648, localizadas nos exdes 4 e 5 e na regido

3'UTR do gene OPA1, respetivamente.

Inicialmente, procedeu-se a amplificacdo por PCR das regides que incluem as variacGes de sequéncia
a estudar, seguindo-se a eletroforese em gel de agarose para analise dos produtos de amplificacdo.
Posteriormente, procedeu-se a incubagdo com a enzima de restricdo especifica para a detecdo de
cada uma das variacOes de sequéncia. Por cada amostra, utilizou-se 1 unidade de enzima e o tampao
respetivo na concentragao final de 1x. Estes reagentes foram adicionados ao produto da PCR, sendo
o volume final de 15pl. Por fim, incubou-se na estufa a 37°C durante 12 a 16 horas. Terminada a
incubagdo, as amostras foram submetidas a uma eletroforese em gel de agarose a 2%. Utilizou-se o
marcador de peso molecular pUC Mix Marker 8 (Fermentas) para andlise dos fragmentos de restrigdo
relativos as variacdes rs7624750 e rs1061648 e o pUC 19 DNA/Mspl (Hpall) Marker 23 (Fermentas)
para a alteracgdo rs34307082.

Tania S, 2012 42



Investigac3o do Cross-talk Genédmico na Neuropatia Otica Hereditaria de Leber

Para a andlise da varia¢do de sequéncia rs7624750 (c.473G>A) utilizou-se a enzima de restri¢cao FspB/
(Fermentas) cuja sequéncia reconhecida é a seguinte: 5°...CATAG...3’ (* = local de corte da enzima). A
enzima corta na presenca do alelo G, o alelo selvagem. Quando numa amostra esta presente o alelo
A (5'...CTAA...3’) deixa de existir o local de restricdo e, consequentemente, a enzima ndo cliva o DNA.
Uma vez que o DNA amplificado possui 643 pb, quando na eletroforese se verificou a presenca de
um fragmento com este tamanho significa que a amostra possui dois alelos A na posicao da alteracao
em estudo. Por sua vez, quando se identificaram dois fragmentos de 273 e 370 pb, significa que a
enzima clivou todas as moléculas de DNA da amostra, revelando um genétipo homozigético para o
alelo G. Por fim, quando estdo presentes trés fragmentos no produto digerido, de 643, 273 e 370 pb,

a amostra é heterozigética para a variacdo de sequéncia em estudo.

Para genotipar a variagdo de sequéncia rs34307082 (c.575C>T), utilizou-se a enzima de restrigdao
HpyCH4lll (New England Biolabs) cuja sequéncia de reconhecimento é a seguinte: 5’...ACNAGT...3’ (N
= qualquer nucledtido). Neste caso, vai ocorrer clivagem do DNA na presenca do alelo T, pois na
presenca do alelo C a sequéncia no local da alteragdo (5’...ACGGC...3’) ndo é reconhecida pela
enzima. Assim, e uma vez que na sequéncia de DNA amplificada ha apenas um local possivel de
reconhecimento pela enzima, quando se obtém um fragmento com 492 pb significa que a amostra
possui dois alelos C na posicdo da variacdo de sequéncia em andlise. Quando no gel de agarose sao
visualizados dois fragmentos com 238 e 254 pb, a amostra é homozigética para o alelo T. O gendtipo

heterozigdtico é detetado através da presencga de trés fragmentos com 492, 238 e 254 pb.

A andlise da variacdo de sequéncia rs1061648 (c.*283A>G) foi feita recorrendo a enzima de restri¢do
Hindlll (Fermentas) que cliva na presenca do alelo G. Esta reconhece a sequéncia 5’...AMAGCTT...3' e,
na presenca do alelo A (5’...AAACTT...3’), ndo vai ocorrer clivagem do fragmento. Atendendo ao facto
de existir apenas um local de reconhecimento da enzima no fragmento de DNA amplificado, apds a
digestdao enzimatica das amostras foram obtidos fragmentos com os seguintes pesos moleculares:
750, 441 e 309 pb. Quando estdo os trés presentes, significa que a amostra é heterozigética para a
variacdo de sequéncia em analise. Nas amostras cujo DNA ndo foi clivado pela enzima, observando-
se um fragmento com 750 pb, significa que estas possuem um gendtipo homozigdtico para o alelo A.
Os casos de homozigotia para o alelo G sdo identificados pela presenga dos fragmentos com 441 e

309 pb.

3.5. Analise estatistica

No presente trabalho, foi comparada a distribuicdo de gendtipos e alelos referentes as variagdes de

sequéncia rs7624750 e rs34307082 entre as amostras de individuos sauddveis e de doentes com
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LHON, recorrendo ao programa GraphPad Prism 5%, para realizar os testes Qui-quadrado e exato de

Fisher. As diferencas sdo consideradas significativas quando p<0,05.
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4. Resultados
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4.1. Analise genética do gene OPA1

4.1.1. Sequenciag¢ao do gene OPA1

Através da sequenciacdo dos exdes e respetivas zonas adjacentes do gene OPA1 na familia 1
(probanda e familiares) identificaram-se 17 varia¢cOes de sequéncia. Estas estdo descritas na tabela 7,
onde consta a localizacdo de cada uma de acordo com as diferentes isoformas do gene. Uma vez que
todas as alteragOes genéticas identificadas jd se encontram descritas, estas sdo identificadas pelo
codigo correspondente (rs). A nomenclatura utilizada para a descricdo das variagbes de sequéncia
estd de acordo com as normas da Human Genome Variation Society (Dunnen & Antonarakis, 2000
com informacdo atualizada em http://www.org/mutnomen/). As variacGes de sequéncia serdo
mencionadas posteriormente neste trabalho de acordo com a nomenclatura, ou posicdo dos
aminoacidos na sequéncia da proteina, relativamente a isoforma de referéncia, a isoforma 1

(NM_0.15560.2).

Tabela 7. Descrigao das variagdes de sequéncia identificadas no gene OPA1 na probanda e familiares.

V:ercllaucéa;ie NM_015560.2  NM_130831.2  NM_130832.2  NM_130833.3  NM_1308342  NM_1308352  NM_130836.2  NM_130837.2
157624750 ci)f:G:A I Lt Intrdo ca)f;G:A it ca)f;G:A ci);é;G:A
p.Ser158Asn c.448+1432G>A €.449-582G>A c.448+1432G>A p.Ser158Asn €.449-582G>A p.Ser158Asn p.Ser158Asn
1510937593 Intrdo Intrdo Intrdo Intrdo Intrdo Intrdo Intrdo Intrdo
¢.556+178G>T c.449-1406 G>T €.449-321G>T c.449-1406 G>T ¢.556+178G>T €.449-321G>T ¢.556+178G>T €.556+178G>T
153772393 Intrdo Intréo Intrdo Intréo Intréo Intrdo Intréo Intréo
¢.557-19T>C €.449-19T>C €.503-19T>C €.449-19T>C €.611-19T>C ¢.503-19T>C €.557-19T>C €.611-19T>C
Exdo 5 Exdo 5 Exdo 5 Exdo 5 Exdo 5 Exdo 5 Exdo 5 Exdo 5
rs34307082 c.575C>T c.467C>T c.521CT c.467C>T €.629C>T c.521C>T c.575C>T €.629C>T
p.Ala192Val p.Alal56Val p.Alal74Vval p.Alal56Val p.Ala210Val p.Alal74val p.Ala192Val p.Ala210Val
110451941 Intrdo Intréo Intrdo Intréo Intréo Intréo Intréo Intréo
c.870+32T>C €.762+32T>C €.816+32T>C c.873+32T>C €.924+327>C €.927+32T>C €.981+32T>C €.1035+327>C
152291373 Intréo Intréo Intréo Intréo Intréo Intréo Intréo Intrdo
€.1444-179G>A €.1336-179G>A c.1390-179G>A €.1447-179G>A €.1498-179G>A ¢.1501-179G>A €.1555-179G>A €.1609-179G>A
Exdo 17 Exdo 17 Exdo 17 Exdo 17 Exdo 17 Exdo 17 Exdo 17 Exdo 17
rs78767626 ¢.1608A>C ¢.1500A>C ¢.1554A>C c.1611A>C ¢.1662A>C €.1665A>C c.1719A>C ¢.1773A>C
p.Ala536Ala p.Ala500Ala p-Ala518Ala p.Ala537Ala p.Ala554Ala p-Ala555Ala p.Ala573Ala p.Ala591Ala
15113367640 Intrdo Intréo Intrdo Intréo Intréo Intrdo Intréo Intréo
¢.1706-110C>T c.1598-110C>T €.1652-110C>T c.1709-110C>T c.1760-110C>T €.1763-110C>T €.1817-110C>T €.1871-110C>T
159831900 Intrdo Intréo Intrdo Intréo Intréo Intrdo Intréo Intréo
c.1770+51T>G €.1662+51T>G c.1827+51T>G c.1773+51T>G €.1824+51T>G c.1827+51T>G €.1881+51T>G €.1935+51T>G
Exdo 21 Exdo 21 Exdo 21 Exdo 21 Exdo 21 Exdo 21 Exdo 21 Exdo 21
rs9851685 €.2109T>C €.2001T>C €.2055T>C c.21127>C c.2163T>C c.2166T>C €.2220T>C €.2274T>C
p.Ala703Ala p.Ala667Ala p.Ala685Ala p.Ala704Ala p.Ala721Ala p.Ala722Ala p.Ala740Ala p.Ala758Ala
1510937595 Intrdo Intréo Intrdo Intréo Intréo Intréo Intréo Intréo
€.2707+25T>A €.2599+25T>A €.2653+25T>A €.2710+25T>A €.2761+25T>A €.2764+25T>A €.2818+25T>A €.2872+25T>A
1511928971 Intrdo Intréo Intrdo Intréo Intréo Intrdo Intréo Intréo
€.2707+178C>T €.2599+178C>T €.2653+178C>T €.2710+178C>T €.2761+178C>T c.2764+178C>T €.2818+178C>T €.2872+178C>T
rs115528092 Intrdo Intréo Intrdo Intréo Intréo Intrdo Intréo Intréo
€.2818+119G>A €.2710+119G>A €.2764+119G>A €.2821+119G>A €.2872+119G>A €.2875+119G>A €.2929+119G>A €.2983+119G>A
15114568312 Intréo Intréo Intrdo Intréo Intréo Intrdo Intrdo Intrdo
€.2818+164G>A €.2710+164G>A €.2764+164G>A €.2821+164G>A €.2872+164G>A c.2875+164G>A €.2929+164G>A €.2983+164G>A
1513070791 Intrdo Intréo Intrdo Intréo Intréo Intrdo Intréo Intréo
€.2818+206C>T €.2710+206C>T €.2764+206C>T €.2821+206C>T €.2872+206C>T €.2875+206C>T €.2929+206C>T €.2983+206C>T
1513070610 Intréo Intréo Intrdo Intréo Intréo Intrdo Intrdo Intrdo
c.2818+207A>G €.2710+207A>G €.2764+207A>G €.2821+207A>G €.2872+207A>G c.2875+207A>G €.2929+207A>G €.2983+207A>G
151061648 3'UTR 3'UTR 3'UTR 3'UTR 3'UTR 3'UTR 3'UTR 3'UTR
c.*283A>G c.*283A>G c.*283A>G c.*283A>G c.*283A>G c.*283A>G c.*283A>G c.*283A>G

Através da analise da tabela 7, verifica-se que 12 das 17 variacdes de sequéncia identificadas no gene

OPA1 estdo localizadas em zonas intronicas. Na regido codificante, foram encontradas 3 alteracbes
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genéticas, sendo duas delas sinénimas, isto é, ndo tém como consequéncia a alteragdo de
aminodcido na sequéncia da proteina. Uma das variantes genéticas identificadas esta presente em
quatro das isoformas na regido codificante, nomeadamente no exdo 4, e nas restantes no intrao,
devido ao splicing alternativo. Foi também detetada uma variacdo de sequéncia localizada na regiao

3’UTR do gene.

Na tabela 8 é apresentado o gendtipo da probanda e familiares deste estudo para cada uma das

variagdes de sequéncia anteriormente mencionadas.

Tabela 8. Gendtipo dos membros da familia 1 relativamente as variagdes de sequéncia identificadas no gene OPA1.

Varia¢do de sequéncia 1I-1 1I-k1 1W-2 -3 104 15 106 107 1-8 19 110 1-1 12

rs7624750 GA GG GG GG GG AA AA AA GA GA GA GA GA
rs10937593 GT GG GG GG GG Tr 11 Tr GT GT GT GT GT
rs3772393 i 1T 11 11 11 T17C TC TC TC Tr 1T TT TC
rs34307082 cr ¢cC cCc cc cc cr cr cr cc cr cr Cr CC
rs10451941 T 171 11 17T T1 TC TC TC TC TT TT TT TC
rs2291373 GA GG GG GG GG AA AA AA GA GA GA GA GA
rs78767626 AC AA AA AA AA AC AC AC AA AC AC AC AA
rs113367640 cr ¢cC cCc cc cc cr cr cr cc cr cr Cr CC
rs9831900 TG Tr TT TI TI GG GG GG TG TG TG TG TG
rs9851685 C Tr Tr Tr T1 CC CC CC TC TC TC TC TC
rs10937595 T 11 11T 11T 11 TA TA TA TA T1T 1T TT TA
rs11928971 cr ¢cC cc cc cc cr cr cr cc cr cr Ccr cCC
rs115528092 GA GG GG GG GG GA GA GA GG GA GA GA GG
rs114568312 GA GG GG GG GG GA GA GA GG GA GA GA GG
rs13070791 cC CcC € cc cc c¢cr cr cr c€cr cc cc cc cr
rs13070610 AG AA AA AA AA GG GG GG AG AG AG AG AG
rs1061648 AG AA AA AA AA GG GG GG AG AG AG AG AG

A verde estdo representados os alelos selvagens e a vermelho os mutantes. As variagdes de sequéncia herdadas dos
individuos I-1 e I-2 estdo identificadas a azul e rosa, respetivamente. Por sua vez, a verde estdo identificadas as
alteragbes genéticas presentes em ambos.

Pode verificar-se, através da tabela 8, que em 4 das 13 amostras ndo foram identificadas variagdes
de sequéncia no gene OPA1. Estas sdo, relativamente a probanda, o pai (II-4) e os trés tios maternos
(1-1, -2 e 1I-3). Pode também perceber-se que ha alelos que sdo segregados em associagdo,
verificando-se a existéncia de trés grupos de variagdes de sequéncia que se encontram em
desequilibrio de ligagdo. As variagdes de sequéncia referentes a cada um destes grupos estdo

identificadas com diferentes cores (rosa, azul, verde).
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Na figura 15, apresentam-se, a titulo de exemplo, resultados obtidos na sequenciacdo automatica,
representando trés eletroferogramas referentes a variacdo de sequéncia rs7624750. Estes sdo
relativos aos trés gendtipos possiveis: homozigético selvagem, heterozigético e homozigético

mutante.

|
W\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\ A
_/\/\/\/\AN\/\M/\ NN
|
W/\/\/\/\A /\A/\/\ /\/\

Figura 15. Eletroferogramas referentes a variagdo de sequéncia rs7624750.
A —11-4 (homozigético para o alelo G); B —lI-1 (heterozigética); C — 1I-5 (homozigédtica para o
alelo A).

Foi criado um heredograma representativo dos genétipos referentes as variagbes de sequéncia

detetadas em todos os membros da familia 1 (figura 16).
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Figura 16. Heredograma representativo dos gendtipos de todos
os membros da familia 1 analisados para as variagbes de
sequéncia identificadas no gene OPA1l. As variagdes de
sequéncia estdo representadas pela ordem descrita na tabela 7.

Através da figura 16, verifica-se que os cromossomas representados a amarelo (avd materno da
probanda, I-1) e a verde (avé materna da probanda, I-2) sdo geneticamente iguais para as variagoes
de sequéncia identificadas, representando os alelos selvagens de cada uma destas. Todos os
descendentes masculinos (tios maternos da probanda, II-1, 1I-2 e 1I-3) herdaram os cromossomas
anteriormente mencionados, possuindo um gendtipo selvagem para todas as alteracGes genéticas.
Por sua vez, as descendentes do sexo feminino (mae e tias maternas da probanda) ndo possuem
todas o mesmo gendtipo. Assim, a mae da probanda (II-5) e duas tias (II-6 e 1I-7) herdaram ambos os
cromossomas com alelos mutantes (cromossoma azul materno e cromossoma branco paterno). Uma
das tias (II-8) herdou os alelos mutantes da made (cromossoma azul) e os alelos selvagens do pai
(cromossoma amarelo), possuindo o mesmo gendtipo que a progenitora. As restantes duas tias
maternas (lI-9 e 1l1-10) herdaram do pai o cromossoma que possui alelos mutantes (cromossoma
branco) e da made os alelos selvagens (cromossoma verde), possuindo um gendtipo igual ao do
progenitor masculino e da probanda. Esta herdou do pai os alelos selvagens e, da mde, o

cromossoma com os alelos mutantes provenientes do avd (cromossoma branco).
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4.1.2. Analise in silico

4.1.2.1. Conservagao evolutiva

Foi feito o estudo da conservacao evolutiva para as variagdes de sequéncia rs7624750 e rs34307082,
ambas localizadas em regides codificantes do gene OPA1 e que alteram aminodcido na sequéncia da
proteina. As figuras 17 e 18 sdo referentes ao alinhamento das sequéncias de nucleétidos do gene e

da proteina OPA1 em diferentes espécies, de modo a obter uma representacdo do processo

evolutivo.

A B

CTTCCTAGTTCA GA A Homosapiens RKALPSSEDLYV
CTTCCTAATTCA GA G Pantroglodytes RKALPNSEDLYV
CTTCCTAATTCAGA A Canislupus RKALPNSEDLA
CTGCCCAGCTCAGAA Musmusculus RKALPSSEDLA
CTTCCTGATGCCGAT Gallusgallus | KALPDADDLA
TTACCTGAATT A GA A Daniorerio ASALPELEETIA
CTCATTGAGGT GGG C Drosophilamelanogaster S RNL | EVGS LV

Figura 17. Conservagdo evolutiva do nucledtido (A) e do aminoacido (B) referentes a variagdo de
sequéncia rs7624750 (assinalados a vermelho).

A B

GAAACGGCGTTTAGA  Homosapiens SPEETAFRATD
GAAACGGCGTTTAGA  pantroglodytes SPGETAFRATD
GAAACAGCATTTAGA caonislupus SPGETAFRATD
GAAACAGCATTTCGA  Musmusculus SPGETAFRATD
GAAACAGCATTC CAGA Gallusgallus TPGETAFRATD
GAATCGGCCCTAAGA Daniorerio TTGESALRAPD
GCGGCCGATTATCAA Drosophilamelanogaster L DDA ADY QV AA

Figura 18. Conservagdo evolutiva do nucledtido (A) e do aminoacido (B) referentes a variagdo de
sequéncia rs34307082 (assinalados a vermelho).

Verifica-se que o aminoacido (serina) presente na posi¢cdo referente a alteracdo genética rs7624750
na espécie humana é pouco conservado, encontrando-se apenas na sequéncia da proteina de uma
das espécies estudadas, a Mus musculus. Por sua vez, o aminoacido (alanina) que estd alterado na
variagdo rs34307082 possui um grau de conservagdo evolutiva superior (>85%), estando ausente
apenas na sequéncia da proteina de uma das espécies estudada, a Drosophila melanogaster, sendo

de todas as que foram analisadas a espécie filogeneticamente menos préxima da espécie humana.
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4.1.2.2. Previsao da patogenicidade

Foram analisadas pelo Polyphen-2® as mesmas alteracGes genéticas para as quais se fez o estudo da

conservagao evolutiva. Os resultados obtidos estdo apresentados nas tabelas 9 e 10.

Tabela 9. Previsdo da patogenicidade da variagdo de sequéncia rs7624750 pelo
Polyphen-2°,

Isoforma do gene OPA1 Grau de patogenicidade (0-1) Classificagdo

NM_015560.2 0,000 Benigna
NM_130834.2 0,000 Benigna
NM_130836.2 0,001 Benigna
NM_130837.2 0,000 Benigna

Tabela 10. Previsdo da patogenicidade da variagdo de sequéncia rs34307082 pelo Polyphen-2°©.

Isoforma do gene OPA1 Grau de patogenicidade (0-1) Classificagao
NM_015560.2 0,804 Possivelmente patogénica
NM_130831.2 0,931 Possivelmente patogénica
NM_130832.2 0,984 Provavelmente patogénica
NM_130833.2 0,994 Provavelmente patogénica
NM_130834.2 0,711 Possivelmente patogénica
NM_130835.2 0,913 Possivelmente patogénica
NM_130836.2 0,879 Possivelmente patogénica
NM_130837.2 0,012 Benigna

Na figura 19, é apresentado, a titulo de exemplo, um resultado do Polyphen-2®, relativo a previsdao

da patogenicidade para variagao de sequéncia rs34307082 na isoforma NM_130833.2.

PolyPhen-2 report for ESKLK1 A156V
Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description

ESKLKA 156 A SubName: Full=Mitochondrial dynamin-like 120 kDa protein; SubName: Full=Optic atrophy 1 (Autosomal dominant), isoform CRA_f, SubName: Full=Uncharacterized

I protein; Length: 961

Results

Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r395
HumDiv

This mutation is predicted to be  PROBABLY DAMAGING with a score of 0.984 (sensitivity: 0.69; specificity: 0.97)

Figura 19. Exemplo de um resultado de previsdo da patogenicidade de uma variagdo genética apresentado pelo
polyphen-2®. O score mais proximo de 1 é indicativo de maior probabilidade de patogenicidade.
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4.1.2.3. Previsao da alteracao do splicing

Foi efetuado o estudo in silico de previsdao da alteracao do splicing para as seguintes variacdes de
sequéncia: rs3772393, rs10451941, rs9831900, rs10937595 e rs34307082. Estas estdo localizadas a
uma distancia maxima da regido codificante de 51 pb, exceto a ultima. Esta esta situada na regiao

codificante (exdao) e conduz a formacgao de uma sequéncia GT, ou seja, de um possivel donor site.

A titulo de exemplo da analise dos resultados fornecidos pelo NNSPLICE v.0.9%, é apresentada a
figura 20, referente a variagdo rs3772393. Verifica-se que ndao ha ganho nem perda de donor ou de
acceptor sites bem como alteracdes significativas do score para cada um dos locais. Uma andlise
semelhante foi realizada para as restantes variacdes de sequéncia, sendo possivel concluir que nao

ha evidéncias de que o processo de splicing esteja alterado.

Donor site predictions for 193.137.208.131.1199.0 : A Donor site predictions for 193.137.208.131.1213.0 : B
Start End Score Exon Intron Start End Score Exon Intron
337 351 1.00 tagaaaggtaagtgt 337 351 1.00 tagaaaggtaagtgt
362 376 0.60 tgrttcatgtaggrag 362 376 0.60 tgttcatgtaggrag
491 505 0.68 gtacaaggtattacg 491 505 0.68 gtacaaggtattacg
Acceptor site predictions for 193.137.208.131.1199.0 : Acceptor site predictions for 193.137.208.131.1213.0 :
Start End Score Intron Exon Start End Score Intron Exon
14 54 0.72 ttrerotattgraatttc@gttatatattrttaattgrea 14 54 0.72 ttrtrtrattgraattttcagttatatattttaattgtta
35 75 0.95 tratatatttrtaattgrtaggttaaacatatgetgegatt 3s 75 0.95 ttatatattttraattgrtdggttaaacatatgetgegatt
89 129 0.98 tttttrtrtattttctgcacaggttatcagtcatgrtcetta 89 129 0.98 ttttttttattttctgcacaggttatcagtcatgtrectta
255 295 0.93 ggttgcatatttatctttadggttctccggaagaaacggeg 255 295 0.90 ggctgcatatttatctttadggrrctccggaagaaacggeg

Figura 20. Resultado obtido pelo NNSPLICE v.0.9° para a previsdo da alteragdo do processo de splicing pela variagdo
de sequéncia rs3772393. A — donor e acceptor sites para a sequéncia com o alelo selvagem (T). B - donor e acceptor
sites para a sequéncia com o alelo mutante (C).

4.1.3. Analise de varia¢des de sequéncia no gene OPA1

Foram analisadas as duas variagdes de sequéncia ndo sindnimas em termos de codificacdo de
aminodcido, rs7624750 e rs34307082, e a variagao de sequéncia localizada na regido 3’UTR do gene
OPA1, rs1061648, em amostras de controlos saudaveis e de doentes com suspeita clinica de LHON.
Ambas as amostragens foram rastreadas para a presen¢a da mutagdao m.11778G>A, verificando-se

que esta se encontra ausente nos controlos saudaveis e presente em quatro doentes.

4.1.3.1. Analise da varia¢ao de sequéncia rs7624750

Na figura 21, encontra-se representado o exemplo de um resultado da aplicagdo da técnica de PCR-

RFLP, utilizada para a genotipagem da variacdo de sequéncia em questdo. Pode verificar-se que as
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amostras 1 e 2 sdo heterozigdticas (GA), as amostras 3 e 6 homozigdticas selvagens (GG) e as

amostras 4 e 5 homozigdticas mutantes (AA).

404 pb > R Pl 7
331pb —> (. == «370pb = = o

—
202pb > S W <273pb == ==

190 pb —> = —

147 pb => - controlos

M 1 2 3 4 5 6 b M

1118pb —> G

881pb > —

692pb — L - e —
501 pb

489pb 3 643 pb o

—

——

Figura 21. Resultados de PCR-RFLP para a anadlise da variagdo de
sequéncia rs7624750.

Os nimeros de 1 a 6 sdo referentes a amostras do grupo de controlos
saudaveis. Controlos da técnica: a, b — controlos positivos;

a — heterozigédtico; b- homozigdtico para o alelo G; ¢ — amostra nao
sujeita a digestdo enzimatica. M — Marcador de peso molecular.

Na tabela 11 é apresentada a distribuicdo de genétipos e alelos referente a variacao de sequéncia em

analise na amostragem de controlos sauddveis.

Tabela 11. Distribuicdo de gendtipos e alelos referentes a
variagdo de sequéncia rs7624750 em controlos saudaveis.

Gendtipos (n)  Alelos (n)

Grupo n GG GA AA G A
Controlos 201 61 111 29 233 169
sexo feminino 131 44 64 23 152 110
sexo masculino 70 17 47 6 81 59

Os graficos apresentados na figura 22 (A e B) sdo referentes as frequéncias genotipicas (A) e alélicas

(B) da amostragem de controlos saudaveis para a variacdo de sequéncia rs7624750.
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m GG EG
u GA
mAA mA

Figura 22. Graficos representativos das frequéncias genotipicas (A) e alélicas (B) referentes a
variagdo de sequéncia rs7624750 em amostras de controlos saudaveis.

A mesma variacdo de sequéncia foi analisada em 77 doentes com suspeita clinica de LHON. Na tabela

12 é apresentada a distribuicdo de gendtipos e alelos relativamente a esta amostragem.

Tabela 12. Distribuicdo de gendtipos e alelos referentes a
variagdo de sequéncia rs7624750 em doentes com suspeita
clinica de LHON.

Gendtipos (n) Alelos (n)

Grupo n GG GA AA G A
LHON 77 28 36 13 92 62
sexo feminino 32 7 18 7 32 32
sexo masculino 45 21 18 6 60 30

As frequéncias genotipicas e alélicas referentes a esta amostragem sdo apresentadas nos graficos da

figura 23 (A e B), respetivamente.

m GG G
m GA = A
= AA

Figura 23. Graficos representativos das frequéncias genotipicas (A) e alélicas (B) referentes a
variagdo de sequéncia rs7624750 na amostragem de doentes com suspeita clinica de LHON.
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Foram comparadas as distribuicdes de frequéncias genotipicas e alélicas entre os controlos saudaveis
e os doentes com suspeita clinica de LHON, tendo ainda em conta o género. Os resultados da analise
estatistica sdo apresentados na tabela 13. As amostragens encontram-se em equilibrio de Hardy-

Weinberg, sendo por isso consideradas representativas da populagdo em estudo.

Tabela 13. Resultados da andlise estatistica referentes a comparagdo da distribuigdo
de gendtipos e alelos entre doentes com suspeita clinica de LHON e controlos
saudaveis relativamente a variagdo de sequéncia rs7624750.

Valor-p  Valor-p

Grupo genodtipos  alelos
LHON VS controlos 0,4478 0,7731
LHON - sexo feminino VS controlos — sexo feminino 0,4344 0,2629

LHON - sexo masculino VS controlos — sexo masculino  0,0156*  0,2124

*p < 0,05

Verifica-se que existem diferencas estatisticamente significativas para a distribuicdo dos gendtipos
nos doentes com LHON do sexo masculino face aos controlos do mesmo sexo, sendo o valor de p
obtido inferior a 0,05. Para as restantes andlises ndo se observaram diferencas estatisticamente

significativas.

4.1.3.2. Analise da variagao de sequéncia rs34307082

Na figura 24 encontra-se representado, a titulo de exemplo, um dos resultados da andlise da variagdo
de sequéncia rs34307082 pela aplicagdo da técnica de PCR-RFLP. Através da observac¢do do padrdo
de bandas obtido, verifica-se que o gendtipo de 6 das amostras (1, 2, 3, 4, 6 e 7) é homozigdtico para
o alelo selvagem (CC). Por sua vez, a amostra 5 é heterozigdtica (CT). Neste estudo ndo foram

identificadas amostras homozigdticas para o alelo T.

501 pb

489 pb = & G 68 &8 gy O as o o

404 pb . [ —
331pb > |- —
242pb > 492 pb «—254pb

190 pb > <—238pb

147 pb >
111pb >
110pb 7

controlos

Figura 24. Resultado da técnica de PCR-RFLP para a analise da
variagdo de sequéncia rs34307082.

Os numeros de 1 a 7 sdo referentes a amostras do grupo de
controlos saudaveis. Controlos da técnica: a — controlo positivo
(heterozigdtico); b - amostra ndo sujeita a digestdo enzimatica.

M — marcador de peso molecular.
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Na tabela 14 consta a distribuicdo genotipica e alélica da amostragem de controlos saudaveis

analisada.

Tabela 14. Distribuicdo de gendtipos e alelos referentes a
variacdo de sequéncia rs34307082 em controlos saudaveis.

Gendtipos (n) Alelos (n)

Grupo n CC CT TT (o T
Controlos 202 195 7 O 397 7
sexo feminino 131 127 4 O 258 4
sexomasculino 71 68 3 0 139 3

As frequéncias genotipicas e alélicas s3o apresentadas nos graficos das figuras 25.

A 0,03 B 0,02

mCC mC

uCT nT

Figura 25. Graficos representativos das frequéncias genotipicas (A) e alélicas (B) referentes a
variagdo de sequéncia rs34307082 em amostras de controlos saudaveis.

A distribuicdo de gendtipos para esta variacdo de sequéncia nos doentes com suspeita clinica de

LHON é apresentada na tabela 15.

Tabela 15. Distribuicdo de gendtipos e alelos referentes a
variagdo de sequéncia rs34307082 em doentes com suspeita
clinica de LHON.

Genotipos (n)  Alelos (n)

Grupo n CC CT TT C T
LHON 77 74 3 0 151 3
sexo feminino 32 32 O 0 64 0
sexo masculino 45 42 3 0 87 3
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Os graficos apresentados na figura 26 (A e B) sdo referentes as frequéncias genotipicas e alélicas da

amostragem de doentes com suspeita clinica de LHON.

A 0,04 B 0,02

m CC mC

uCT uT

Figura 26. Graficos representativos das frequéncias genotipicas (A) e alélicas (B) referentes a
variagdo de sequéncia rs34307082 na amostragem de doentes com suspeita clinica de LHON.

Foi realizada uma analise estatistica para verificar se existem diferencas significativas ao nivel da
distribuicdo dos gendtipos e alelos entre os controlos sauddveis e os doentes com suspeita clinica de
LHON, tendo também em conta o género. Os resultados estdo indicados na tabela 16. As

amostragens encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 16. Resultados da andlise estatistica referentes a comparacgdo da distribuigdo
de gendtipos e alelos entre doentes com suspeita clinica de LHON e controlos
saudaveis relativamente a variacdo de sequéncia rs34307082.

Valor-p  Valor-p

Grupo -
genodtipos  alelos
LHON VS controlos 1,0000 1,0000
LHON - sexo feminino VS controlos — sexo feminino 1,0000 1,0000

LHON - sexo masculino VS controlos — sexo masculino 0,6758 0,6796

Verifica-se que ndo existem diferengas estatisticamente significativas para as analises realizadas,

sendo o valor de p superior a 0,05 em todos os casos.
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4.1.3.3. Andlise da variagdo de sequéncia rs1061648

Na figura 27 encontra-se representado, a titulo de exemplo, um resultado da andlise da variacdao de
sequéncia rs1061648 pela aplicagao da técnica de PCR-RFLP. Através dos fragmentos obtidos apds a
digestdao enzimatica, verifica-se que as amostras 1, 2 e 7 sdo heterozigéticas, a 3 e a 4 homozigéticas

para o alelo A e as restantes (5 e 6) homozigéticas para o alelo G.

1118 pb
881 pb
692 pb W . e s < 750pb [——

501 pb —y
489 pb > 441pb = wm pr—
331pb

242 pb 309pb —> s "—e e,

190 pb
147 pb

controlos

Figura 27. Resultado da técnica de PCR-RFLP para a analise da variacdo de
sequéncia rs1061648.

Os numeros de 1 a 7 sdo referentes a amostras do grupo de controlos
sauddveis. Controlos da técnica: a e b — controlos positivos (a:
heterozigotico; b: homozigdtico GG); ¢ - amostra ndo sujeita a digestdo
enzimatica. M — marcador de peso molecular.

Na tabela 17 é apresentada a distribuicdo genotipica e alélica da amostragem de controlos saudaveis

estudada.

Tabela 17. Distribuicdo de gendtipos e alelos referentes a
varia¢do de sequéncia rs1061648 em controlos saudaveis.

Gendtipos (n) Alelos (n)

Grupo n AA AG GG A G
Controlos 196 37 95 64 169 223
sexo feminino 128 25 59 44 109 147
sexomasculino 68 12 36 20 60 76

As frequéncias genotipicas e alélicas relativas a esta amostragem s3do apresentadas nos graficos da

figura 28 (A e B).
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m AA A
mAG
" GG =G

Figura 28. Gréficos representativos das frequéncias genotipicas (A) e alélicas (B) referentes a
variagdo de sequéncia rs1061648 na amostragem de controlos sauddveis.

A distribuicao de gendtipos na amostragem de doentes com suspeita clinica de LHON é apresentada

na tabela 18.

Tabela 18. Distribuigdo de gendtipos e alelos referentes a
variagdo de sequéncia rs1061648 em doentes com
suspeita clinica de LHON.

Gendtipos (n) Alelos (n)

Grupo n AA AG GG A G
LHON 77 19 36 22 74 80
sexo feminino 32 8 14 10 30 34
sexo masculino 45 11 22 12 44 46

Os graficos da figura 29 (A e B) sdo representativos das frequéncias genotipicas e alélicas da

amostragem de doentes com suspeita clinica de LHON.

uAA A
m AG
" GG EG

Figura 29. Graficos representativos das frequéncias genotipicas (A) e alélicas (B) referentes a
variacdo de sequéncia rs1061648 na amostragem de doentes com suspeita clinica de LHON.
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A semelhanca do que foi efetuado para as duas variacdes de sequéncia anteriormente apresentadas,
realizou-se uma analise estatistica de modo a comparar a distribuicdo dos gendtipos e alelos entre os
controlos saudaveis e os doentes com suspeita clinica de LHON. Os resultados estdo indicados na

tabela 19. Todas as amostragens se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 19. Resultados da analise estatistica referentes a comparagdo da distribuicdo de
gendtipos e alelos entre doentes com suspeita clinica de LHON e controlos saudaveis
relativamente a variacdo de sequéncia rs1061648.

- Valor-p

Grupo Valor-p genétipos alelos

LHON VS controlos 0,5400 0,3387
LHON - sexo feminino VS controlos — sexo feminino 0,7882 0,5741
LHON - sexo masculino VS controlos — sexo masculino 0,6793 0,4983

Verifica-se que ndo existem diferencas estatisticamente significativas para as andlises efetuadas,

sendo o valor de p superior a 0,05 em todos os casos.

4.2. Anadlise genética do gene OPA3

4.2.1. Sequenciagao do gene OPA3

Identificaram-se duas variacdes de sequéncia nos exdes e respetivas regides adjacentes do gene
OPA3, das quais uma ndo se encontra descrita na literatura ou nas bases de dados genéticas
disponiveis online. A tabela 20 reune a descricdo das duas alteracdes genéticas, nomeadamente a

sua localizagdo no gene em cada uma das duas isoformas.

Tabela 20. Descri¢do das variagdes de sequéncia identificadas no gene OPA3.

I a . NM_025136.3 NM_001017989.2
Variagdo de sequéncia - -

(OPA3A) (OPA3B)
D2 Intrdo
rs3826860 €231T>C
p.Ala77Ala €.143-24367T>C

Intrao

nova - c.143-23_143-22delCT
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A substituicdo de nucledtido rs3826860, identificada no gene OPA3, encontra-se localizada em
diferentes regiGes do gene consoante a isoforma. Em OPA3B localiza-se no intrdo e em OPA3A na
regido codificante. No entanto, trata-se de uma alteracdo sindnima uma vez que o aminodacido
codificado pelos coddes referentes ao alelo selvagem e mutante é o mesmo. A outra variagdo
genética identificada é uma delecdo localiza na regido intrénica de OPA3B, que esta ausente em
OPA3A, uma vez que esta isoforma é constituida por um menor nimero de nucledtidos e ndo possui

a regiao onde se localiza a referida variacao de sequéncia.

Na tabela 21, constam os genédtipos dos membros da familia 1 referentes as duas variacdes de

sequéncia que foram identificadas no gene OPA3.

Tabela 21. Gendtipo dos membros da familia 1 relativamente as variagGes de sequéncia identificadas no gene OPA3.

Variagdo de sequéncia  IlI-1 11-1 11-2 11-3 11-4 11-5 11-6 11-7 11-8 11-9 11-10 I-1 1-2
rs3826860 TC TC TC T cc T T TC T T TC TC TC
c.143-23_143-22delcCT CT1/- CT/CT CT/CT CcT/CT -/~ CT/CT CT/CT CT/CT CT/CT CT/CT CT/CT CT/CT CT/CT

A verde estdo representados os alelos selvagens e a vermelho os mutantes.
No caso da variagdo de sequéncia c.143-23_143-22delCT, a delegdo dos alelos é representada pelo hifen vermelho (-).

Relativamente a alteracdo genética rs3826860, através da informacdo que consta na tabela 21,
verifica-se que esta estd presente em heterozigotia na probanda, a semelhanca do que se verifica
noutros familiares (I-1, I-2, II-1, 1I-2, 1l-4, 1I-7, 1I-10). O pai (II-4) é homozigdtico para o alelo C, sendo
também homozigético para a delecdo intrénica identificada. Esta estd presente na probanda (llI-1)

em heterozigotia.

Na figura 30 estdo representados os eletroferogramas referentes a delegao identificada no gene

OPAS3.
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Figura 30. Eletroferogramas relativos a variagdo de sequéncia c.143-23_143-22delCT.

A — Amostra homozigética selvagem (I1-5); B — Amostra heterozigdtica (llI-1); C — Amostra homozigética para
os nucledtidos deletados (l1-4).

Os nucledtidos marcados com setas em A sdo os referentes a delegdo.

Quando se verifica a identificagdo de apenas um nucledtido por posi¢do significa que ambos os alelos

daquele locus sdo iguais (homozigotia).

4.2.2. Analise in silico

4.2.2.1. Previsao da alterag¢ao do splicing

Foi realizada uma andlise in silico para previsdo da alteracdo do processo de splicing em
consequéncia da variagao de sequéncia c.143-23_143-22delCT, localizada a 23 pb do inicio do exao 2
da isoforma OPA3B. O resultado é apresentado na figura 31, indicando que a variagao genética em

anadlise ndo causa alteragdo do processo de splicing.

Donor site predictions for 88.214.160.111.13793.0 : A | Donor site predictions for 88.214.160.111.13854.0 : B
Start End Score Exon Intron Start End Score Exon Intron
98 112 0.98 cacatgagtaagtca o8 112 0.98 cacatgagtaagtca
Acceptor site predictions for 88.214.160.111.13793.0 : Acceptor site predictions for 88.214.160.111.13854.0 :
Start End Score Intron Exon Start End Score Intron Exon
288 328 0.97 gactcctgtettttectgecadJtgtaccactggetggagaty 286 326 0.97 gactcctgtettttectgeddrgtaccactggetggagatg

Figura 31. Resultado obtido pelo NNSPLICE v.0.9® para a previsdo da alteragdo do splicing pela variagdo de
sequéncia c.143-23_143-22delCT.
A —donor e acceptor sites para a sequéncia consenso. B - donor e acceptor sites para a sequéncia com a deleg3do.
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5. Discussao
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5.1. Anadlise do gene OPA1

Os resultados deste estudo demonstram que, para as regiGes do gene OPA1 analisadas, a doente (llI-
1) com LHON-plus ndo possui nenhuma variagcdo de sequéncia que esteja ausente nos familiares da
linhagem materna portadores da mesma mutagdao no mtDNA, a m.11778G>A. Para além disso, o
genodtipo da probanda, relativamente ao conjunto das variacdes de sequéncia no gene OPA1 que lhe
foram detetadas, é igual ao de outros dois familiares (11-9, 11-10) que também apresentam a mutagao
m.11778G>A. E possivel concluir que as alteracdes genéticas identificadas no gene OPA1 n3o sdo a
causa primaria da manifestacdo da doenca nesta familia. Contudo, ndo pode ser excluida a
possibilidade de as variagbes a sequéncia consenso, identificadas no gene OPAI1, estarem

relacionadas com o fendtipo atipico e severo de LHON-plus da probanda da familia-1.

A probanda é portadora de treze das dezassete variacdes de sequéncia que foram identificadas no
gene OPA1 na familia 1, todas em heterozigotia. Oito destas localizam-se em regides intrénicas do
gene nas oito isoformas, nomeadamente a rs10937593, rs2291373, rs113367640, rs9831900,
rs11928971, rs115528092, rs114568312 e rs13070610. Por sua vez, a variacdo de sequéncia

rs7624750 encontra-se numa zona intronica apenas em quatro isoformas de OPA1 (tabela 7).

A variabilidade fenotipica pode resultar de altera¢des na expressdo dos genes, incluindo diferengas
ao nivel do processo de splicing (Ward & Cooper, 2010). Tem-se verificado que alteragcdes genéticas
localizadas nas sequéncias consenso dos locais de splicing (AG e GT) sdo responsaveis por cerca de
10% das doengas humanas hereditarias. Estas mutagdes ocorrem geralmente nos nucledtidos das
posicdes +1/+2 ou -1/-2 relativamente ao exdo. Assim, uma vez que, no presente trabalho, as nove
alteragOes genéticas identificadas nos intrdes do gene OPA1 se situam a uma distancia entre 51 e
1432 pb da regido codificante mais proxima, é pouco provavel que estas tenham como consequéncia
a alteracdo de locais de splicing. Contudo, ja foram identificadas altera¢des de splicing patogénicas
localizadas noutras posi¢des, podendo estas estar proximas ou distantes dos dois pares de
nucledtidos AG e GT. Deste modo ndo pode ser excluida a hipdtese de este processo se encontrar
afetado, tendo sido referido que, cerca de 25% das doencgas humanas hereditarias, sdo devidas a
mutacdes localizadas fora dos locais de splicing AG e GT, mas que afetam sequéncias reguladoras do

referido processo (Baralle & Baralle, 2005; Padget, 2012).

Realizamos o estudo in silico para previsdo da alteragao do processo de splicing em consequéncia das
variagOes intrénicas identificadas. Esta andlise permitiu inferir que ndo se prevé que as referidas
variagdes de sequéncia alterem os donor ou acceptor sites envolvidos no processo de splicing.
Contudo, é importante referir que as ferramentas bioinformaticas utilizadas para este tipo de analise

possuem limitacbes no que respeita a distingdo entre locais de splicing reais ou pseudo-locais
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(Baralle & Baralle, 2005). Para além disso, como ja foi referido, uma variacdao de sequéncia intrénica
pode possuir carater patogénico por outros mecanismos que ndo apenas a alteragao dos donor ou
acceptor sites. Um exemplo disso é a alteracdo c.870+32T>C (rs10451941), localizada no gene OPA1,
que foi identificada por Mabuchi e colaboradores (2007) como um fator genético associado ao
desenvolvimento de glaucoma. Uma vez que esta variacao genética foi também identificada neste
estudo, embora ndo esteja presente na probanda (lll-1), realizou-se a analise in silico para previsdo
de alteracdo do splicing. Verificou-se que esta provavelmente ndo tem como consequéncia a
modificacdo dos donor ou acceptor sites. Pode daqui concluir-se que esta variacao genética, a
semelhanca do que podera ocorrer para as restantes alteracdes intronicas detetadas neste estudo, a
ter consequéncias funcionais, provavelmente, ndo serdo devidas a alteragdes nos locais de splicing

AG e GT.

Os alelos referentes as variacées de sequéncia rs10937593 e rs2291373 possuem uma frequéncia
semelhante na populacdo europeia, de acordo com a informacdo que consta na base de dados NCBI.
A alteracdo genética rs10937593 foi identificada por Delettre e colaboradores (2001) em doentes
com ADOA, ndo sendo contudo associada a manifestacdo da doenca. Nao existem referéncias na
literatura relativamente a variacdo de sequéncia rs2291373. Porém, esta encontra-se classificada
como n3do patogénica na base de dados eOPA1 (http://Ibbma.univ-angers.fr/eOPA1/) desenvolvida

por Ferré e colaboradores (2005).

De acordo com estudos publicados na base de dados NCBI, os alelos mutantes relativos as variacoes
de sequéncia rs113367640, rs11928971 e rs115528092, apresentam-se em baixa frequéncia (0,025)
na populagdo europeia. Contudo, estas variagdes genéticas ndo se encontram mencionadas na
literatura nem na base de dados eOPAl1. Relativamente as restantes variagdes intrdnicas
identificadas na probanda (lll-1), nomeadamente rs114568312 e rs13070610, ndo existem publicados
estudos de frequéncia nem informagdo acerca destas na literatura ou na eOPA1. A variagao de
sequéncia rs7624750, quando localizada em regides ndo codificantes, encontra-se a uma distancia
compreendida entre 582 a 1432 pb do exao, consoante a isoforma. Assim, tendo em conta a sua
localizagdo distante da regido codificante do gene, é mais provdvel que esta seja relevante nas

isoformas em que esta presente no exdo.

De acordo com a analise das varia¢des de sequéncia intrénicas identificadas na probanda (lll-1) ndo é
possivel inferir acerca dos seus efeitos bioquimicos em particular e, consequentemente, da sua
possivel contribuicdo para o fendtipo da doente com LHON-plus. Embora ndo existam evidéncias de
que aquelas alterem o processo de splicing, o teste definitivo de comprovag¢ao advém da andlise do
RNA do tecido afetado pela patologia, o que, na maioria dos casos, é dificil de obter (Baralle &

Baralle, 2005).
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Quatro das variagdes de sequéncia identificadas na probanda estdo localizadas em exdes do gene
OPA1 (rs78767626, rs9851685, rs7624750 e rs34307082), o que para uma delas apenas se verifica
em quatro isoformas (rs7624750), como anteriormente foi referido (tabela 7). Duas destas alteracGes
(rs78767626 e rs9851685) sdo sindnimas, isto €, ndo tém como consequéncia a alteracdo de
aminodacido na sequéncia da proteina. Contudo, é importante considerar altera¢des silenciosas como
possiveis mediadoras de efeitos patogénicos, estando descrito que 25% das substituicdes sindnimas,
em termos de codificacdo de aminoacido, podem interferir negativamente com o processo de
splicing (Cooper et al., 2009). De acordo com estes dados, averiguou-se, no presente trabalho, se as
alteracdes de nucledtidos referentes as duas variacdes de sequéncia sindnimas identificadas em
OPA1 conduzem a formacao de locais de splicing, nomeadamente sequéncias AG e GT no exado, o que
ndo se verificou. No entanto, como ja foi referido, ndo se pode excluir a possibilidade destas

alteracdes genéticas interferirem com o processo de splicing através de outros mecanismos.

As variagdes de sequéncia silenciosas também podem ter efeitos deletérios ao afetarem a cinética
da traducdo da proteina e, consequentemente, a sua atividade. Isto porque o trafego dos ribossomas
no mRNA ndo é uniforme, verificando-se que algumas zonas sdo traduzidas mais rapidamente que
outras. Este processo é modulado pela redundancia do cddigo genético, verificando-se que coddes
sindnimos sdo traduzidos de forma diferente. Coddes mais frequentes, na maioria dos casos, sdo
traduzidos mais rapidamente. Assim, se o codado resultante de uma variacdo de sequéncia sindnima
alterar a cinética da traducdo, é possivel que o folding da proteina seja modificado (Komar, 2007).
Ambas as variagGes de sequéncia, rs78767626 e rs9851685, estdo associadas a alteracdo para o
coddo GCC, o mais frequentemente utilizado para dar origem ao aminoacido alanina. Contudo, o
numero de tRNAs disponiveis para se ligarem a este, é substancialmente mais reduzido que o
verificado para os coddes associados aos alelos selvagens respetivos. Assim, é mais provavel que a
velocidade de tradugdo esteja diminuida em consequéncia destas variacdes de sequéncia. Isto
verifica-se devido a ndo existir uma correlagao absoluta entre a frequéncia de uso dos coddes e a
disponibilidade de tRNAs. Na espécie humana existem quatro casos em que o coddo mais
frequentemente utilizado para codificar determinado aminodcido ndo possui nenhum gene de tRNA
do tipo “Watson-Crick” para o descodificar. Um destes casos é referente ao coddao GCC. Nesta
situacdo sdo utilizados tRNAs alternativos que se ligam por interacdes diferentes das habituais

“Watson-Crick” e, por isso, a velocidade de traducdo é diminuida (Spencer & Barral, 2012).

A variacdo de sequéncia rs78767626, embora ja tenha sido identificada em doentes com ADOA, ndo
foi associada ao desenvolvimento da doenca (Puomila et al., 2005; Yen et al., 2010). Um estudo
conduzido por Man e colaboradores (2010) permitiu concluir que esta alteracdo genética também

nao estd associada ao desenvolvimento de uma outra doenca oftalmoldgica, o glaucoma (Man et al.,
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2010c). Estudos publicados na base de dados NCBI revelam que a frequéncia do alelo mutante (C) na
populagdo europeia é reduzida (0,025). Por sua vez, verifica-se que, para a alteracdo sindnima
rs9851685, a frequéncia dos dois alelos (C e T) na populagdo europeia é idéntica. Toomes, Puomila e
colaboradores descreveram esta variacao de sequéncia como benigna, ndo sendo causadora de um
fendtipo de ADOA (Toomes et al., 2001; Puomila et al., 2005). Esta ja foi também identificada em
portadores das mutacdes patogénicas no mtDNA associadas a LHON, mas nao foi possivel
estabelecer uma associacdo entre a presenca da alteracdo genética e a manifestacdo da doenca

(Hudson et al., 2010).

Apesar de nenhuma das variagBes de sequéncia sindnimas identificadas na probanda (lll-1) do
estudo terem sido previamente associadas ao desenvolvimento de LHON ou a outras doencas que
envolvem danos nas CGR, ndo pode ser excluida a possibilidade de estas modificarem aspetos
funcionais da proteina OPA1, mesmo que de forma subtil, nomeadamente através de alteracdes no
folding. Assim, estas podem manifestar-se fenotipicamente apenas em associacdo com outras
variantes genéticas, que ndao unicamente a m.11778G>A, que afetem a funcdo mitocondrial e que se

acredita estarem presentes na doente referida.

A variacdo de sequéncia rs1061648, presente na probanda (llI-1), com LHON-plus, localiza-se na
regido 3'UTR do gene. Esta situa-se a jusante da sequéncia codificante da proteina e esta associada a
diversos processos regulatdrios, que incluem a clivagem do transcrito, estabilidade e poliadenilagdo,
traducdo e localizacdo do mRNA. E nas regides 3’UTR dos genes que se localizam as sequéncias mais
conservadas do genoma dos mamiferos. Esta regido serve de local de ligacdo para inumeras
proteinas reguladoras, ou microRNAs. Assim, a regido 3'UTR é essencial a correta expressao espacial
e temporal de um gene (Barrett et al., 2012). A importancia desta regido genética tem sido salientada
pela descoberta de numero crescente de polimorfismos e mutagdes ai localizadas, que alteram a
traducdo do mRNA e que estdo associadas ao desenvolvimento de doengas humanas (Mazumder et
al., 2003; Wilkie et al., 2003). Relativamente a variagdo de sequéncia rs1061648, ndo existem estudos
publicados na literatura cientifica, tal como é inexistente, até a data, o conhecimento de mutag¢des
patogénicas na regido 3'UTR do gene OPA1. Contudo, isto pode dever-se ao facto de a maioria dos
estudos genéticos ndo incluirem a andlise desta regido do gene, focando-se essencialmente nas

regides codificantes.

No presente trabalho foram genotipadas amostras de controlos sauddveis e de doentes com suspeita
clinica de LHON, relativamente a variacdo de sequéncia identificada na probanda (lll-1) que se
localiza na regido 3'UTR de OPA1. Os resultados permitem concluir que ambos os alelos possuem
uma distribuicdo semelhante na amostra da populagdo portuguesa estudada, em concordancia com

os estudos de frequéncia publicados na NCBI, referentes a populagdo europeia. Ndo foram
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identificadas diferengas estatisticamente significativas na distribuicdo de gendtipos e alelos
relativamente a controlos e doentes com suspeita clinica de LHON, o que indica que a variacdao de
sequéncia rs1061648 nao constitui, por si sd, um fator de risco para o desenvolvimento de LHON
classica na populagdo portuguesa. Porém, devido as funcoes da regido 3’UTR, ndo pode ser rejeitada
a hipétese de esta variante genética contribuir para o fenétipo plus da probanda conjuntamente com

outros fatores que permanecem por identificar.

As duas variacOes de sequéncia identificadas na doente (llI-1) que tém como consequéncia a
alteracdo de aminodcido na proteina, foram também investigadas com maior detalhe neste estudo,
uma vez que este tipo de variantes é de maior interesse, pelo facto de cerca de metade das
alteracOes genéticas responsaveis por doencas humanas serem substituicdes de aminoacidos (Ng &
Henikoff, 2003). Em concordancia, verifica-se que as substituicbes de nucledtidos que conduzem a
uma variacdo de aminoacido constituem grande parte das mutacdes patogénicas identificadas no
gene OPA1 (Amati-Bonneau et al., 2009). A alteracgdo rs7624750, como ja foi referido anteriormente,
localiza-se na regido codificante em quatro das oito isoformas do gene devido a estar situada num
exdo de splicing alternativo. Por sua vez, a variacdo rs34307082 tem como consequéncia a alteracao
de aminodcido nas oito isoformas do gene. Para ambas as variacdes de sequéncia ndo sindnimas,
foram analisadas amostras de individuos saudaveis da populacdo portuguesa, da qual fazem parte os

membros da familia 1.

As frequéncias alélicas e genotipicas referentes a variacdo de sequéncia rs7624750 na populagdo
portuguesa sdo concordantes com as que se encontram publicadas na base de dados NCBI relativas a
populagdo europeia. Assim, pode concluir-se que os alelos G e A possuem uma frequéncia idéntica
na populagdao em estudo, evidenciando que esta variagdo de sequéncia, por si s6, ndo possui carater
patogénico. Esta conclusao é consistente com o resultado de previsdo de patogenicidade obtido pelo
Polyphen-2® para esta alteracdo genética. Contudo, é necessario salientar que esta ferramenta
bioinformatica ndo tem em conta interagdes genéticas, analisando apenas a probabilidade de
patogenicidade de uma variagdo de sequéncia isoladamente. Este é um aspeto crucial no contexto
deste estudo uma vez se pretende averiguar se alteragGes genéticas por si s6 ndo patogénicas
podem contribuir para a manifestacdo da doenga e para o fenétipo atipico da doente da familia 1

com LHON-plus (IlI-1).

A comparagao de sequéncias de espécies evolutivamente préximas e distantes da espécie humana,
permite obter uma perspetiva da conserva¢gdao do aminoacido de uma dada posi¢do ao longo do
processo evolutivo. Através desta abordagem, verificou-se que o aminodacido serina, presente na
posicdo da proteina OPA1 referente a variagdo de sequéncia rs7624750, ndo se manteve conservado

ao longo da evolugdo (figura 17). Algumas posi¢des da sequéncia das proteinas variam entre
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diferentes espécies, indicando que existem locais onde a alteracdo de aminoacido pode ser tolerada,

nao causando um impacto negativo na fungao (Miller & Kumar, 2001).

Os estudos de associacdao foram propostos como técnica experimental para identificar a relacao
entre polimorfismos e fendtipos complexos, nomeadamente doencas humanas multifatoriais
(Ramensky et al.,, 2002). Isto porque variacdes de sequéncia comuns podem contribuir
significativamente para o risco de desenvolvimento de doencas (Lander, 1996). Assim, a variacdo de
sequéncia rs7624750 foi analisada num grupo de doentes com suspeita clinica de LHON, para
averiguar se constitui um fator de risco para o desenvolvimento da doenca. Através da analise
comparativa entre estes doentes e os controlos sauddveis, detetaram-se diferencas estatisticamente
significativas na distribuicdo dos gendtipos relativamente ao sexo masculino (p=0,0156). Na
amostragem controlo do sexo masculino, 24% das amostras sdo homozigdticas para o alelo G (GG),
67% heterozigbticas e 9% homozigdticas para o alelo A (AA). Por sua vez, no grupo de homens
doentes, com suspeita clinica de LHON, 47% das amostras sdo homozigdticas para o alelo G, 40%
heterozigéticas e 13% homozigbticas para o alelo A. Verifica-se que as maiores diferencas
percentuais sdo referentes aos gendtipos GG e GA, estando o primeiro aumentado e o segundo
diminuido nos doentes, em relacdo aos controlos. Assim, a presenca do alelo G em homozigotia
poderd constituir um fator de risco para o desenvolvimento de LHON, em individuos do sexo
masculino. O facto de a manifestacdo desta doenca ser consideravelmente superior nos homens
indica que existirdo fatores, possivelmente genéticos, que contribuem para a penetrancia das
mutagdes do mtDNA previamente associadas a LHON. Assim, e uma vez que apenas foi verificada a
significancia estatistica relativamente ao sexo masculino, a variagdo de sequéncia rs7624750 podera
estar relacionada com a manifestacdo da doenca em sinergia com o/os fatores genéticos ainda

desconhecidos, que conferem maior predisposi¢do a doenga nos homen:s.

Os alelos G e A, relativos a variagdo de sequéncia rs7624750, estdo associados a presenga do
aminodcido serina ou asparagina, respetivamente, na posi¢cdao 158 da proteina OPAl. Ambos os
aminodcidos sdo polares, o que indica que, possivelmente, a sua substituicdo ndo tera efeitos
demasiado deletérios na fungao da proteina. Contudo, uma vez que a serina é um aminoacido de
pequena dimensdo e suscetivel de ser fosforilado, é possivel que, num contexto estrutural, a sua
substituicdo por um aminoacido maior, como é o caso da asparagina, resulte em diferencas
possivelmente significativas na proteina (Betts & Russel, 2003). A varia¢cdo de sequéncia em analise
localiza-se no exdo 4 do gene OPA1, o qual ndo é responsavel por codificar nenhum dos principais
dominios da proteina, sendo estes os dominios N-terminal, C-terminal, GTPase, GTPase efector e a
regido dinamina (Amati-Bonneau et al., 2009; Landes et al., 2010). Contudo, Olichon e colaboradores

(2007) demonstraram que este exdo é conservado evolutivamente e estd funcionalmente
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relacionado com a manutengdo do potencial de membrana mitocondrial e com a fusdao mitocondrial.
Assim, foi verificado que o silenciamento das isoformas que contém o exdo 4 afeta a integridade da
MIM e a bioenergética mitocondrial, induzindo o processo de fissdo. Tal pode ocorrer devido a
interacdo do dominio da OPA1l codificado por este exdo com as proteinas Mfnl/MFn2 estar
comprometida, afetando o sucesso do processo de fusdo. No mesmo estudo, os autores verificaram
ainda que os mMRNAs que contém o exdao 4 sdao muito expressos em diversos drgdaos humanos

(Olichon et al., 2007a). Até a data ndo foram identificadas mutagdes patogénicas no referido exao.

Tendo em conta a informagdo anteriormente apresentada, é possivel que se verifiquem diferencas
ao nivel da estrutura da proteina, consoante o aminodacido que se encontra presente na posi¢ao 158
da sequéncia. Deste modo, a ligacdo do dominio da OPA1 codificado pelo exdao 4 as proteinas
Mfn1/MFn2 pode ocorrer preferencialmente na presenca de um dos aminodacidos. Ambos estdo
associados a uma localizacdo na superficie das proteinas, onde se prevé que o dominio codificado
pelo exdo 4 esteja localizado. Contudo, a asparagina esta preferencialmente associada a locais de
ligacdo, podendo na presenca deste aminoacido a interacdo com proteinas Mfn1l/Mfn2 ser mais
eficiente (Betts & Russel, 2003). Consequentemente, na presenca do aminoacido serina podera estar
comprometido o sucesso maximo do processo de fusdo mitocondrial. Esta hipdtese é consistente
com o aumento da frequéncia de gendtipos GG, associados a presenca do aminodcido serina, em
doentes com LHON do sexo masculino comparativamente aos controlos sauddveis. Contudo, é de
salientar que os tios da probanda (lI-1, 1I-2, 1I-3) possuem este mesmo gendtipo para a variacdo
genética em questdo, bem como uma mutacdo no mtDNA associada a LHON e, até ao momento, ndo
desenvolveram a doenca. Deste modo, é evidenciada a existéncia de outros fatores genéticos, ainda
desconhecidos, associados a manifestacdo da doenca no sexo masculino e que possivelmente
estardo ausentes nos tios da probanda. Assim, a variacdo de sequéncia rs7624750 podera constituir
um fator de risco para o desenvolvimento de LHON, em associacdo com outras variantes genéticas e
ndo apenas com as mutagdes primarias no mtDNA, nomeadamente a m.11778G>A. Em concordancia
com os resultados deste estudo, Phasukkijwatana e colaboradores (2010) identificaram uma variagdo
de sequéncia no gene OPA1 associada a LHON em doentes do sexo masculino. Esta nao foi
identificada no presente trabalho e encontra-se localizada numa regido diferente do gene,
nomeadamente no intrdo 29. Assim, o mecanismo pelo qual esta afeta a proteina sera diferente do
proposto para a alteragdo no exdo 4. Estas evidéncias sugerem que a alteragao da fun¢do da proteina

OPA1 pode contribuir para a manifestacdo da LHON no sexo masculino.

A contribuicdo da variacdo de sequéncia rs7624750 para o desenvolvimento de LHON apenas no sexo
masculino pode também estar relacionada com as diferencas existentes, ao nivel da producdo de

ROS e das defesas antioxidantes, entre sexos. As ROS estdo associadas a danos celulares, estando o
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seu aumento descrito como um dos mecanismos envolvidos na patogénese da LHON. Sabe-se
atualmente que a produgdo de ROS estd aumentada no sexo masculino. Em concordancia, foi
demonstrado que as enzimas antioxidantes possuem maior expressdo e atividade nas mulheres
(Borras et al., 2003). Deste modo, as mitocondrias, no género masculino, estdo significativamente
mais sujeitas a danos oxidativos do que as do sexo feminino (Borras et al., 2007). Um estudo
realizado por Rodriguez-Cuenca e colaboradores (2002) apresentou evidéncias de que existem
diferencas entre géneros também relativamente a pardametros morfométricos mitocondriais. Assim,
as mitocondrias das mulheres exibem uma drea e perimetro superiores bem como uma maior
densidade de cristas, fatores associados a uma maior atividade. Tendo isto em conta, nos homens,
alteracgOes subtis na fungdo de proteinas que desempenhem um papel ao nivel da mitocondria, como

é o caso da OPA1, podem ser menos toleradas.

A variacdo genética rs7624750 ja foi identificada em diversos estudos em doentes com LHON, ADOA,
glaucoma e neuromielite 6tica, ndo tendo sido verificada segregacdo com nenhuma das quatro
doencas. Contudo, a analise feita pelos autores ndo incluiu a divisdo por sexo, o que ndo permite
uma comparacdo direta com os resultados obtidos no presente estudo (Delettre et al., 2001; Puomila
et al., 2005; Yao et al., 2006; Nakamura et al., 2006; Hudson et al., 2010; Phasukkijwatana et al.,
2010; Sitarz et al., 2012b; Yen et al., 2010).

Relativamente a variacdo de sequéncia rs7624750, os nosso resultados sugerem, que esta, por si so,
ou apenas em associacdo com a m.11778G>A, ndo possui carater patogénico, uma vez que foi
identificada em homozigotia com a mutacdo no mtDNA em individuos saudaveis. Assim, verifica-se
gue o aminodcido presente na posi¢cdo da proteina referente a esta variagdo de sequéncia é pouco
conservado. Contudo, a variagao de sequéncia pode constituir um fator de risco para a manifestagdo
da LHON no sexo masculino e, eventualmente, contribuir para o fendtipo atipico da probanda
através da interagdo com outras variantes genéticas, nao identificadas neste estudo, que estardo

presentes nesta e ausentes nos restantes familiares portadores da mutacdo m.11778G>A.

A identificacdo deste possivel fator de risco em OPA1 evidencia o facto de a LHON ser uma doenca
complexa, na qual podem estar envolvidas diversas variantes genéticas, podendo estas estar
localizadas em diferentes genes, e diferirem de acordo com o sexo. Destaca-se ainda o facto de os
alelos referentes a variagcdo de sequéncia em questdo estarem em desequilibrio de ligacdo, sendo
este um fator indicativo de que a relagdo com a doenga no sexo masculino pode dever-se ao efeito
bioquimico derivado do hapldtipo, e ndo apenas da rs7624750, ou ainda a qualquer uma das
restantes variagdes de sequéncia associadas. O desequilibrio de ligacdo entre alelos comuns, como é
o caso, pode ser particularmente relevante na identificacdo de genes de predisposi¢ao para doengas

(Reich et al., 2001). O desequilibrio de ligagdo verifica-se quando um alelo particular de um Jocus é
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encontrado em associagdo com outro alelo de um segundo locus, mais frequentemente do que seria

de esperar se o loci fosse segregado independentemente na populacgdo (Ardlie et al., 2002).

Através da analise de controlos sauddveis, representativos da populacdo portuguesa, para a variacao
de sequéncia rs34307082, obtiveram-se resultados concordantes com os publicados na base de
dados NCBI e na literatura, nomeadamente num estudo realizado por Stewart e colaboradores,
relativamente a populacdo europeia (Stewart et al., 2008). Verificou-se que o alelo C possui uma
frequéncia elevada (0,98) na populagdo portuguesa, estando o alelo T presente em 2% dos
individuos. Os alelos que possuem uma baixa frequéncia, essencialmente os que estdo relacionados
com variagGes genéticas associadas a uma alteracdo de aminoacido, representam uma forte
indicacdo de que a variante é prejudicial. Estas baixas frequéncias refletem a sele¢do sobre os alelos
mutantes durante a evolucdo humana (Cargill et al., 1999). A presenca do alelo selvagem, o alelo C,
traduz-se na codificacdo do aminoacido alanina, que se encontra conservado entre diferentes
espécies (figura 18). Alteracdes de aminodacido associadas ao desenvolvimento de doenca ocorrem
frequentemente em residuos conservados, evidenciando a importancia desses locais para a funcao

normal da proteina (Miller & Kumar, 2001).

A andlise bioinformatica usando o Polyphen-2® classifica esta variacdo de sequéncia como benigna,
quando presente numa das isoformas, possivelmente patogénica em cinco e provavelmente
patogénica em duas das oito isoformas do gene OPA1. A isoforma para a qual o Polyphen-2® prevé
que a variacdo seja benigna, a NM_130837.2, possui os trés exdes alternativos do gene (4, 4b e 5b),
gue se encontram localizados na vizinhanga do exdo onde se localiza a alteracdo (exdo 5). Segundo
Olichon e colaboradores (2007), os dominios codificados pelos exdes 4b e 5b, estdo relacionados
com a regulagcdo do processo apoptdtico. Assim, tendo em conta a localizagao do exdo 5, é possivel
que este esteja também relacionado com a fungao apoptotica, através do sequestro do citocromo ¢
nas cristas mitocondriais, tal como se verifica para os dominios codificados pelos exdes 4b e 5b. Uma
vez que os exdes 4, 4b e 5b sdo exdes alternativos, é possivel que alteragdes no dominio codificado
pelo exdo 5 sejam menos graves, sob o ponto de vista funcional na isoforma em que os trés estao
presentes. Neste caso, a fungdo apoptdtica poderd estar assegurada pela presenga dos exdes 4b e 5b
e a proteina poderd, na presenca dos trés exdes alternativos, possuir uma determinada estrutura
tridimensional mais favoravel a sua funcionalidade. Contudo, de acordo com estudos realizados em
células Hela, esta isoforma ndo é a que apresenta niveis mais elevados de expressdo. Os niveis de
expressdo mais elevados sdo relativos as isoformas NM_015560 e NM_130836, para as quais o
Polyphen-2® prevé que a variacdo de sequéncia em analise seja possivelmente patogénica (Olichon et

al., 2007a).
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Os alelos C e T, referentes a variacdo de sequéncia rs34307082, tém como consequéncia a
codificagdo do aminoacido alanina e valina, respetivamente, na posicdo 192 da sequéncia da
proteina OPA1l. Ambos sdo aminoacidos hidrofébicos e pertencem ao grupo dos alifaticos. A alanina
e a valina raramente estdo envolvidas diretamente na funcdo da proteina, desempenhando o seu
papel essencialmente ao nivel do reconhecimento de substratos. Estes constituem particularmente
ligandos hidrofdbicos, tais como lipidos (Betts & Russel, 2003). Esta informacdo é consistente com o
dominio da proteina codificado pelo exdo 5, uma vez que nao se trata de um dos dominios principais
na funcdo da OPA1 (Amati-Bonneau et al., 2009). A presenca, neste dominio, de aminoacidos com
alta afinidade para ligandos hidrofébicos pode estar relacionada com a ligacdo da proteina aos
fosfolipidos da MIM, necessaria para a formagao de jun¢Ges que mantém o citocromo ¢ no interior

das cristas mitocondriais (Frezza et al., 2006; DiMauro & Schon, 2008).

No dominio das oito isoformas do gene OPA1 codificado pelo exdo 5, encontra-se localizado um local
de clivagem para proteases que, em conjunto com outro local de clivagem na regido codificada pelo
exdo 5b, é responsavel pela formacdo das isoformas curtas da proteina. Estas sdo necessarias, em
conjunto com as isoformas longas, para assegurar o processo de fusdo mitocondrial (Song et al.,
2007). Assim, o aminoacido da posicdo onde ocorre a alteragdo ndo sindnima identificada no exdo 5,
a alanina, pode ser necessario para a ligacdo da protease que reconhece o local de clivagem. Apesar
do aminoacido resultante da presenca do alelo mutante, a valina, possuir caracteristicas semelhantes
ao aminoacido alanina, a substituicdo de um pelo outro pode ser lesiva. De facto, a alanina é um
aminodcido de dimensdes reduzidas e a sua substituicdo por um de dimensdes consideravelmente
superiores, como é o caso da valina, pode levar a alteracGes relevantes ao nivel da estrutura da
proteina (Betts & Russel, 2003). Ja& foram identificadas muta¢Oes patogénicas no gene OPAI1
resultantes da substituicdo do aminodcido alanina pelo aminodcido valina (Man et al., 2010b). Tendo
isto em conta, é possivel que a variacdo de sequéncia rs34307082 conduza a alteracdo do processo
de fusdo mitocondrial e/ou do processo de apoptose. Contudo, até a data ndo foram identificadas

mutacgdes patogénicas no exdo 5 do gene OPAL.

De acordo com a analise estatistica efetuada para comparar a distribuicdo de genétipos e alelos
entre doentes com suspeita clinica de LHON e controlos sauddveis, ndo se verificaram diferencas
significativas entre os dois grupos. Porém, neste estudo ndo foram identificadas amostras
homozigéticas para o alelo T. Deste modo, pode concluir-se que a variacdo de sequéncia em
heterozigotia, por si sd, ndo sera patogénica e ndo constitui um fator de risco para o
desenvolvimento de LHON cl3ssica, ou seja, apenas com o envolvimento de danos visuais. Contudo,
atendendo a previsdo de patogenicidade de acordo com o Polyphen-2®, a baixa frequéncia do alelo

mutante na populagdo portuguesa e a conservagao evolutiva do aminodcido correspondente, esta
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variacdo de sequéncia poderd, possivelmente de acordo com os mecanismos anteriormente

propostos, constituir um dos fatores genéticos envolvidos no fenétipo LHON-plus da probanda.

A semelhanca do que se verificou para outras variagdes de sequéncia analisadas neste estudo, a
rs34307082 ja tinha sido identificada em doentes com LHON e com ADOA, embora nao fosse descrita
como fator causal do desenvolvimento de nenhuma das duas doencas (Puomila et al., 2005; Hudson
et al., 2010). Para além disso, Stewart e colaboradores (2008) detetaram também esta alteracdo
genética em doentes com multiplas delecGes no mtDNA, embora ndo verificassem diferengas na sua
frequéncia entre controlos e doentes. Contudo, e a semelhanca do que se verificou no nosso estudo,

nao foram identificados homozigdticos para o alelo mutante.

Através da analise dos gendtipos dos membros da familia 1 para cada uma das variagbes de
sequéncia identificadas no gene OPA1 é possivel verificar que determinados alelos sdo herdados em
conjunto, ou seja, ocorre desequilibrio de ligacdo. Assim, verifica-se a presenca de trés grupos de

variagOes de sequéncia cujos alelos se encontram em desequilibrio de ligacdo entre si (tabela 22).

Tabela 22. Variagdes de sequéncia no gene OPAI1 identificadas nos membros da familia 1 que se
encontram em desequilibrio de ligagdo.

Grupo VariagGes de sequéncia
1 rs7624750, rs10937593, rs2291373, rs9831900, rs9851685, rs13070610, rs1061648
2 rs34307082, rs78767626, rs113367640, rs11928971, rs115528092, rs114568312
3 rs3772393, rs10451941, rs10937595, rs13070791

As frequéncias alélicas referentes a populacdo europeia publicadas na base de dados NCBI apoiam a
hipdtese de desequilibrio de ligacdo entre os alelos de quatro das variagdes de sequéncia incluidas
no grupo 1 (tabela 22), nomeadamente a rs7624750, rs10937593, rs9831900 e rs9851685. Por sua
vez, as frequéncias alélicas relativas as variacGes rs2291373 e rs1061648 sao discordantes. Ndo é
possivel tirar conclusdes acerca da alteracdo genética rs13070610, uma vez que ndo se encontra
informacgdo disponivel publicada na base de dados NCBI. Num estudo publicado por Stewart e
colaboradores, também referente a populagdo europeia, foi analisada a sequéncia dos exdes de
OPA1, verificando-se igualmente que os alelos das variagdes de sequéncia rs7624750 e rs9851685
estdo em desequilibrio de ligagcdo (Stewart et al., 2008). Assim, as Unicas alteragdes para as quais 0s
estudos anteriormente mencionados ndo sdo consistentes com a associacdo entre alelos verificada
na familia 1 sdo as rs2291373 e rs1061648. Tal pode dever-se a ocorréncia de recombinagdes ou aos
aspetos demograficos das populagdes, uma vez que estes fatores afetam a distribuicdo dos alelos em

desequilibrio (Ardlie et al., 2002). Contudo, em relac¢do a variacdo de sequéncia rs1061648, a analise
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efetuada nos controlos sauddveis e doentes com LHON neste estudo permitiu concluir que na
populagdo portuguesa os alelos desta variante genética ndo se encontram em desequilibrio de

ligagcdo com os da rs7624750, tal como parece verificar-se na familia em estudo.

Relativamente as variacGes de sequéncia do grupo 2 (tabela 22), as frequéncias alélicas publicadas na
base de dados NCBI, referentes a populacdo europeia, 0,025 para o alelo mutante e 0,075 para o
selvagem, sdo concordantes com a hipétese de desequilibrio de ligacdo. O mesmo estudo de Stewart
e colaboradores anteriormente mencionado, também permite confirmar que os alelos das variagGes
localizadas na regido codificante, nomeadamente a rs34307082 e rs78767626, siao herdados em

associacdo (Stewart et al., 2008).

As frequéncias alélicas publicadas na base de dados NCBI, referentes a populacdo europeia, sao
indicadoras de que os alelos das variantes genéticas rs3772393 e rs10451941, pertencentes ao grupo
3 (tabela 22), se encontram em desequilibrio de ligagdo. Verifica-se que o alelo menos comum esta
presente em 40% e o mais comum em 60% da populacdo do respetivo estudo. Por sua vez, os
resultados de Stewart e colaboradores apoiam a hipdtese de ligacdo dos alelos referentes a estas
duas variacbes de sequéncia e também a rs10937595 (Stewart et al., 2008). Relativamente a

rs13070791, nao se encontram publicadas as frequéncias em bases de dados ou na literatura.

As quatro variacGes de sequéncia do grupo 3 (tabela 22) ndo se encontram presentes na probanda,
mas apenas em familiares da linhagem materna. Estas alteragées encontram-se localizadas no intrdo,
a distancias da regido codificante mais préxima que variam entre 19 e 206 pb. Assim, foi efetuado o
estudo in silico para previsao da alteragdo do processo de splicing. Os resultados sdo indicadores de

gue este ndo se encontra afetado em consequéncia destas alteragdes.

As variacOes de sequéncia rs3772393 e rs10937595 foram identificadas em doentes com ADOA por
Delettre, Yen e colaboradores mas ndo foram associadas a manifestacdo da doencga (Delettre et al.,
2001; Yen et al., 2010). Destas, apenas a primeira foi identificada também em doentes com LHON,
nao se verificando a sua segregacdo com a doenga (Hudson et al., 2010). Isto esta de acordo com os
resultados do presente estudo, uma vez que portadores da mutagdo m.11778G>A e da referida
variagcdo de sequéncia ndo sdo doentes. De acordo com os dados publicados na literatura, a variagao
de sequéncia rs10451941 ndo estd associada a LHON, ADOA ou neuromielite dtica (Delettre et al.,
2001; Puomila et al., 2005; Nakamura et al., 2006; Hudson et al., 2010; Man et al., 20103a; Yen et al.,
2010; Sitarz et al., 2012b). Contudo, a sua associa¢do ao desenvolvimento de glaucoma é ainda alvo
de controvérsia, uma vez que este polimorfismo intrénico foi associado ao desenvolvimento de
glaucoma de tensdo normal apenas em alguns dos estudos efetuados, nomeadamente nas

populagdes japonesa e inglesa (Mabuchi et al., 2007; Man et al., 2010c). Contudo, resultados de
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andlises que incluiram também doentes japoneses, ndo mostraram associacdo da variagdo de
sequéncia rs10451941 ao desenvolvimento da doenga (Sato et al., 2003; Woo et al., 2004,
Kumaramanickavel et al., 2005; Yao et al., 2006; Liu et al., 2007; Wolf et al., 2009). Assim, é possivel
gue esta constitua um fator de risco para o desenvolvimento de glaucoma, apenas em algumas
populacdes. Relativamente a alteracdo rs13070791, nao existem dados publicados na literatura
cientifica disponivel. No presente estudo, as variacdes de sequéncia do grupo 3 (tabela 22) foram
identificadas em individuos saudaveis e portadores da mutacdao m.117785G>A, indicando que a sua

interacdo com esta alteracdo nao resulta num fenétipo patoldgico, na familia 1.

Verifica-se que a probanda apresenta os dois hapldtipos correspondentes as variagdes de sequéncia
do grupo 1 e 2 (tabela 22) em heterozigotia, podendo estes estar relacionados com o fendtipo atipico
e severo de LHON que esta apresenta. De acordo com as func¢des da proteina OPA1, estas variacGes
de sequéncia podem, possivelmente, interferir com processos cruciais tais como a apoptose,
estrutura das cristas, fusdo mitocondrial, manutencdo do mtDNA e OXPHOS. Nenhuma das
alteracdes genéticas possui carater patogénico por si sd, podendo no entanto manifestar-se em
alteracdes ténues na funcdo da proteina, que, na auséncia de outras anomalias, ndo se manifestam
ao nivel do fenétipo. Contudo, na presenca de outros processos mitocondriais afetados, devido a
outros fatores genéticos, é possivel que estas variacdes de sequéncia contribuam para a disfuncao
mitocondrial e, consequentemente, para um fendtipo da doenca mais grave. Neste caso, as variantes
identificadas na probanda podem agravar os efeitos da mutagdo m.11778G>A, em simultaneo com
outros fatores genéticos determinantes para o desencadear da doenca que se acredita estarem
presentes mas que nao foram identificados neste estudo. Assim, a contribuicdo para o fenétipo da
doente pode dever-se a interacdo de ligeiras alteragGes nos processos dependentes da proteina
OPA1, anteriormente mencionados, com as anomalias caracteristicas da LHON, tais como a
diminuicdo da producdo de energia, aumento da producdo de ROS, diminuicdo das defesas
antioxidantes, aumento da sensibilidade das células a apoptose e alteragdo do transporte axonal das

mitocondrias.

Mutagdes no gene OPA1 ja foram identificadas em fendtipos plus envolvendo uma sintomatologia
clinica semelhante a apresentada pela doente Ill-1 da familia 1, nomeadamente atrofia dtica,
oftalmoplegia e ataxia. Contudo, estes doentes apresentavam também delecGes multiplas no
mtDNA, evidenciando a importancia do gene OPA1 na sua manutenc¢do da estrutura e integridade.
Os autores do estudo sugeriram que a OPA1 pode fazer parte do nucledide e, consequentemente,
alteracOes nesta proteina podem levar a disrupcdo desta estrutura e potenciar a formacdo de
mutag¢Ges no mtDNA, bem como a sua expansdo clonal. Os neurdnios e o musculo-esquelético sdo

particularmente vulneraveis a acumulagdao destas mutagGes somaticas, o que explica o fendtipo
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clinico desenvolvido (Hudson et al., 2008). Foram também identificadas por outros autores mutagdes
no gene OPA1 como estando na causa de fendtipos plus através de um mecanismo que envolve,
igualmente, instabilidade e multiplas delegdes no mtDNA. Os autores apresentam duas hipdteses
para explicar a relacdo entre a disfuncdo da OPA1l e a desestabilizacdo do nucleoide. Assim, esta
poderd ser devida a acdo indireta de alteracdes na morfologia das cristas mitocondriais ou a
interacdo direta do dominio N-terminal da OPA1 com o mtDNA (Amati-Bonneau et al., 2008). As duas
variacdes de sequéncia ndo-sinénimas, identificadas em OPA1, estdo localizadas em exdes
adjacentes aos que codificam para o dominio N-terminal e poderdao, de acordo com o que foi
anteriormente mencionado, afetar o processo de fusdo mitocondrial e, consequentemente, a
morfologia das cristas. Assim, em consequéncia, podera verificar-se alguma instabilidade levando a
alteracdo no mtDNA. Estas por sua vez, poderdo estar relacionadas com a “penetrancia” da mutacgdo

m.11778G>A, presente na probanda e familiares.

Neste estudo, verificou-se que os tios da probanda (ll-1, 1I-2 e [I-3), portadores da mutagdo
m.11778G>A do sexo masculino, ndo herdaram dos seus progenitores nenhum dos alelos mutantes
referentes as variacdes de sequéncia identificadas no gene OPA1. Embora este resultado se encontre
de acordo com as regras da hereditariedade mendeliana, é possivel que haja uma relacdo com
fatores genéticos inerentes aos cromossomas sexuais. Sugerimos a hipdtese de que pode estar
presente no Unico cromossoma X dos tios da probanda um fator genético que seja incompativel com
a vida, em conjunto com os alelos mutantes das variagcdes de sequéncia no gene OPA1. Nesta caso,
nas mulheres estara presente um outro cromossoma X sem a hipotética alteracdo que permita que a
interacdo entre as variantes ndo seja letal. Uma outra hipdtese pode estar relacionada com
alteragcbes no cromossoma Y incompativeis com as variagGes de sequéncia no gene OPA1 e com a
mutacdo no mtDNA. Poderd ainda verificar-se que as alteragdes no gene OPA1, identificadas neste
estudo, sejam incompativeis com a vida em portadores da mutacdo m.11778G>A do sexo masculino.
Em qualquer uma das hipdteses apresentadas, é evidenciado que as variagbes de sequéncia
identificadas neste estudo em OPA1, ou alguma em particular, ndo serdo neutras para a fungao da

proteina.

Apesar de nenhuma das variacGes de sequéncia identificadas na probanda ser responsavel pela
manifesta¢do da doenca na familia, ndo pode excluir-se o envolvimento de alteracdes genéticas em
OPA1, dado que, no presente trabalho, ndo foi analisada a sequéncia total do gene, nomeadamente
regides cruciais a sua funcdo, tais como o promotor e as regides 5’ e 3’'UTR, tendo sido esta ultima
apenas sequenciada parcialmente e cuja relevancia foi discutida. Por sua vez, o promotor é uma
regido regulatéria do DNA localizada a montante do gene, a qual se liga o fator de transcricdo IID e

permite a subsequente coordenagdo dos componentes do complexo de iniciagdo da transcri¢do,
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facilitando o recrutamento da RNA polimerase Il e a iniciagdo da transcricdo. A regido 5’UTR é
também uma regido reguladora que se localiza na extremidade 5’ de todos os genes e que possui
varios fatores regulatdrios, desempenhando um papel essencial no controlo da iniciacdo da traducdo
(Barrett et al., 2012). VariacGes de sequéncia nas regioes referidas poderdo afetar a expressdo do

gene ou a sua traducgdo para proteina.

O gene OPA1 podera estar envolvido na penetrancia incompleta das mutagées no mtDNA associadas
a LHON, ndo apenas devido a fatores inerentes a sequéncia genética, mas também a modificacGes
epigenéticas. A epigenética refere-se ao estudo das alteragdes na expressao dos genes que ocorrem
independentemente da sequéncia de DNA. Assim, defeitos ao nivel dos mecanismos epigenéticos,
tais como a metilacdo do DNA e a modificagdo das histonas, ja foram associados ao desenvolvimento
de diversas doengas por causarem uma expressao inapropriada ou conduzirem ao silenciamento dos
genes (Egger et al., 2004; Rodenhiser & Mann, 2006). Contudo, pode ainda verificar-se uma
expressao normal do gene e uma traducdo eficaz, mas a proteina estar sujeita a modificacdes pds-
traducdo ineficientes. As modificagdes pds-traducao constituem uma série de eventos que alteram as
propriedades de uma proteina através de mecanismos de clivagem ou da adicdo de grupos
modificadores a um ou mais aminodcidos. Modificacdes pds-traducdo de uma proteina podem

determinar a sua atividade, localizacdo e interacdo com outras proteinas (Mann & Jensen, 2003).

5.2. Anadlise do gene OPA3

A sequenciacdo das regides codificantes e respetivas zonas adjacentes do gene OPA3 permitiu a
identificagdo de duas variagGes genéticas relativas a sequéncia consenso (tabela 20). Uma destas
encontra-se ja descrita, a rs3826860, e estd localizada na isoforma OPA3A, numa regido codificante,
sendo contudo sindnima, no que respeita ao aminodcido resultante. Na isoforma OPA3B, esta
variagdo de sequéncia esta numa regido intrénica a uma distancia de 24.367 pb do exdao mais
proximo. A segunda variagdo genética é uma delec¢do intrdnica, apenas presente em OPA3B uma vez

que esta isoforma é mais longa, estando a sequéncia onde se verifica a alteracdo ausente em OPA3A.

A alteracdo genética rs3826860, tratando-se de uma variacdo de sequéncia sinénima, poder3,
eventualmente, manifestar-se ao nivel funcional através da alteracdo da cinética da traducdo, tal
como foi explicado na secgdo referente a andlise do gene OPA1. A variacdo de sequéncia é referente
a alteragdo de T para C, o que se traduz na substituicdo de um coddo GCT para GCC, ambos
codificantes do aminodcido alanina. Assim, esta situa¢do é semelhante a verificada para as variagées
de sequéncia sindnimas identificadas no gene OPA1 (rs78767626 e rs9851685), prevendo-se que a

velocidade de tradugdo do aminodcido possa estar diminuida na presenca do coddo GCC.
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Consequentemente, podem surgir altera¢cdes no folding da proteina, tal como foi anteriormente

referido (Komar, 2007; Spencer & Barral, 2012).

As frequéncias alélicas referentes a variacdo rs3826860, publicadas na base de dados NCBI, revelam
uma frequéncia do alelo selvagem de 0,65 e do alelo mutante de 0,35 na popula¢do europeia. Este
polimorfismo foi detetado num estudo efetuado por Eiberg e colaboradores (2006), no qual ndo
verificaram a sua segregacdo com a doenca em estudo, a ADOA. Outros autores chegaram a mesma
conclusdo, que resultou de um estudo efetuado em doentes com diagndstico de atrofia dtica, nos
quais foi estudada a sequéncia de OPA3 (Man et al., 2011b). Contudo, um estudo referente a analise
do gene OPA3 em doentes com anomalias neurolégicas e aciduria 3-metilglutacénica, identificou
esta variagdo de sequéncia em cerca de 92% dos doentes. Com o objetivo de estudar o seu impacto
na fungdo da proteina, Neas e colaboradores (2005) efetuaram um estudo de previsdo da alteragdo
do processo de splicing. Para tal recorreram a mesma ferramenta bioinformdatica utilizada no
presente trabalho, concluindo que, em consequéncia da variacao genética, ndo se prevé a criacdo ou
perda de donor ou acceptor sites. Contudo, foi ainda realizada, pelos autores do referido estudo,
uma analise in silico relativa as sequéncias ESE (exon splicing enhancers). Estas sdo comuns nos exdes
e atuam como locais de ligacdo para as proteinas SR, ricas em serina e arginina. Estas constituem
uma familia de fatores conservados que participam em vdarias etapas do processo de splicing,
possuindo cada um deles substratos especificos. No estudo em questdo verificou-se que a variacao
de sequéncia sindnima resulta num aumento do score para uma sequéncia ESE de ligagdo a proteina
SF2 SR, sugerindo uma possivel alteracdo no processo de splicing. Contudo, a analise do mRNA dos
fibroblastos ndo demonstrou a presenca de isoformas alternativas, sugerindo que, possivelmente,

esta variagdo de sequéncia nao sera patogénica (Cartegni et al., 2002; Neas et al., 2005).

A variagdo de sequéncia rs3826860 estd presente em heterozigotia na probanda e noutros familiares
portadores da mutagdo m.11778G>A, o que exclui o facto de se tratar de uma causa genética
responsavel pela manifestacdo da doenga. A alteragdo estd presente em homozigotia no pai da
probanda, o que, em associagao com a frequéncia de cada um dos alelos na populagdo analisada e
com os dados publicados na literatura, revela que esta variacao de sequéncia ndo é patogénica por si
s6. Contudo, a semelhanca do que foi discutido relativamente ao gene OPAI, esta variacdo de
sequéncia poderd contribuir para a disfuncdo mitocondrial, agravando o fenétipo clinico da doente,
através dos mecanismos anteriormente mencionados. Porém, tendo em conta o escasso
conhecimento cientifico atual acerca do gene e da proteina OPA3, é prematuro formular uma

hipdtese para o seu possivel envolvimento na manifestagdo da doenga.

A outra variagao de sequéncia identificada no gene OPA3 é uma delegdo intrdnica, localizada a uma

distancia de 22 pb do exdo 2 de OPA3B. A andlise in silico indica que, relativamente a sequéncia
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consenso, esta altera¢cdo ndo modifica o processo de splicing através da perda ou ganho de donor ou
acceptor sites. Porém, os efeitos deletérios devidos a variagdes de sequéncia nos introes podem
dever-se, ndo apenas a alteracGes no processo de splicing, mas também ao nivel da expressdo do
gene, uma vez que podem existir nos intrdes enhancers do processo de transcricdo ou promotores

alternativos (Barrett et al., 2012).

Segundo Huizing e colaboradores (2010), a isoforma onde se localiza a delegdo possui baixos niveis
de expressdo e é pouco conservada, indicando que a proteina resultante ndo serd vital para os
humanos. Até a data nao foi identificada, até a data, nenhuma mutacao patogénica nesta isoforma. A
delecdo intrénica esta presente no pai da probanda em homozigotia o que evidencia que esta ndo

possui carater patogénico primario.

Esta variacdo de sequéncia é a Unica identificada neste estudo que estad presente na probanda e
ausente nos restantes portadores da mutacdao m.11778G>A. Contudo, atendendo ao resultado da
analise in silico de previsdo de alteracdao do splicing efetuada e ao que se pensa ser o diminuto
contributo de OPA3B para a funcdo das células humanas, ndo é evidente que esta variacdo de
sequéncia se manifeste ao nivel funcional ao ponto de ser o fator genético determinante para a

manifestacdo da doenca nos portadores da mutacdo m.11778G>A da familia 1.

A analise da sequéncia do gene OPA3 efetuada neste trabalho ndo permitiu a identificacdo de um
fator genético responsavel pela penetrancia incompleta associada a mutagdo m.11778G>A presente
na familia em estudo. Contudo, seria importante analisar pormenorizadamente a dele¢do intrénica
identificada em OPA3B, de modo a clarificar os seus possiveis efeitos, nomeadamente em sinergia
com a mutagao m.11778G>A, uma vez que se trata do Unico fator genético identificado neste estudo

exclusivo da probanda relativamente aos restantes portadores da mutacdo no mtDNA.

A eventual contribuicdo das variacbes de sequéncia identificadas no gene OPA3 para o fendtipo
clinico da probanda pode dever-se a alteragdes no processo de fissdo mitocondrial, apoptose ou
manutenc¢do da CRM (Wortmann et al., 2012). As possiveis alteragdes na fungdo da proteina OPA3,
caso se verifiquem, serdo ténues, ndo possuindo, por si so, capacidade de causar doenga. Contudo,
podem contribuir para a disfuncdo mitocondrial, em sinergia com outras variantes genéticas. Por
outro lado, ndo pode excluir-se a influéncia da OPA3 na manifestagdo da doenca, uma vez que ndo
foi analisada toda a sequéncia genética, nomeadamente regides reguladoras, como foi referido
anteriormente na andlise dos resultados referentes ao gene OPA1. Do mesmo modo, ndo pode ser
rejeitada a hipdtese do envolvimento da proteina OPA3, nomeadamente por mecanismos

epigenéticos.
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Mutag¢des no gene OPA3, mais precisamente na isoforma OPA3A, sdo causadoras da sindrome de
Costeff, cujos sintomas clinicos sdo semelhantes aos que a doente com LHON-plus deste estudo
apresenta, nomeadamente atrofia 6tica, hipotonia, ataxia, disfuncdo extrapiramidal e declinio
cognitivo (Sitarz et al., 2012a). Estas semelhancas apoiam a hipdtese de que a OPA3 possa estar
envolvida na manifestacdao do fendtipo clinico da doente deste estudo, embora possivelmente

devido a fatores que ndo foram alvo de analise neste estudo.

E importante salientar que a penetrancia das muta¢des associadas & LHON pode dever-se, ndo
apenas a fatores genéticos, mas também a influéncias ambientais ou anatémicas dos portadores,
nomeadamente relativas a fisionomia do nervo 6tico. A conformacgado anatdmica da cabega do nervo
Otico apresenta elevada variabilidade na populacdo em geral, no que diz respeito a drea e a forma.
Num estudo realizado em 2009, investigou-se a associacdo entre a anatomia da cabeca do nervo
Otico e a manifestacado clinica da LHON, concluindo que o seu tamanho poderd constituir um fator
importante para determinar se individuos portadores de uma determinada mutagao irdo desenvolver
a doenca. Os resultados revelaram que o tamanho da cabeca do nervo ético é superior em individuos
portadores, comparativamente a individuos doentes, e também que doentes com disco 6tico maior
demonstraram uma evolugao da doenga mais favoravel, incluindo ao nivel da recuperagdo visual

(Ramos et al., 2009).

5.3.Perspetivas futuras

As causas genéticas de suscetibilidade a doencas complexas podem refletir um espectro diferente,
relativamente a variagdes de sequéncia que causam doengas genéticas simples, nomeadamente
mutagcdes missense e nonsense. Polimorfismos que afetem a expressdo de genes podem ser
relevantes. Deste modo, e atendendo ao que ja foi referido acerca da importancia das regides
reguladoras dos genes, nomeadamente promotor, 3’UTR e 5'UTR, seria relevante proceder a
sequenciagdo destas regides nos genes OPA1 e OPA3 na familia 1 em estudo. E importante ter em
conta que as variantes localizadas em regides reguladoras ndao podem ser avaliadas através do seu
contexto na sequéncia genética, sendo necessdrias outras analises laboratoriais funcionais. No caso
da avaliacdo de variacdes de sequéncia localizadas na regido promotora, os ensaios sdo laboriosos e
complexos, razdo pela qual esta regidao permanece pouco estudada na maioria dos genes. Contudo,
existem evidéncias na literatura que apoiam a importancia de estudar esta regido, nomeadamente
um estudo conduzido por Hoogendoorn e colaboradores (2003) no qual foram analisados os
promotores de 170 genes, verificando-se que, aproximadamente um terco das variantes genéticas

identificadas, podem modificar a expressao do gene em 50% ou mais.
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Consoante os resultados da sequenciacdo das regides reguladoras anteriormente mencionadas,
nomeadamente no caso de serem detetadas variagdes a sequéncia consenso, seria logico analisar os
transcritos do gene através da técnica de PCR em tempo real (Wong & Medrano, 2005). Os niveis da
proteina poderiam ser investigados por Western blot, a técnica convencional para este tipo de
andlise (Dale et al., 2012). Esta abordagem experimental podera também ser (til para avaliar a
possibilidade de alteracdes epigenéticas estarem na base de variacBes na expressdo do gene e/ou
nos niveis de proteina. Deste modo, seria possivel clarificar o envolvimento dos genes OPA1 e OPA3
e respetivas proteinas na manifestacdo da doenca na familia em estudo. Sem estes dados nao é
possivel excluir a hipétese de as proteinas OPA1 e OPA3 estarem envolvidas no desenvolvimento de

LHON-plus, em particular na familia 1.

Atendendo ao objetivo deste estudo, nomeadamente de encontrar variagdes de sequéncia genéticas
gue explicassem a penetrancia incompleta das mutacdes no mtDNA associadas a LHON, seria
importante analisar amostras de portadores das referidas mutacdes, afetados e ndao afetados pela
doenca. Deste modo, poderiam ser efetuados estudos de associacdo semelhantes aos realizados por
Hudson e colaboradores (2010), que foram apresentados na publicacdo referente a analise do gene

OPA1 na LHON.

Uma das limita¢Oes do presente estudo diz respeito ao facto de ser analisada a sequéncia dos genes
OPA1 e OPA3 apenas numa doente com fenétipo plus. A inclusdo de outros doentes com LHON-plus
possibilitaria averiguar se as variagOes de sequéncia detetadas neste estudo estdo associadas e
contribuem para o desenvolvimento deste tipo de fendtipo mais grave, mas trata-se de uma doenca

muito rara.

O facto de, na familia 1, os membros do sexo masculino portadores da mutagao m.11778G>A ndo
serem portadores dos alelos mutantes referentes as variantes genéticas identificadas no gene OPA1,
tendo ainda em conta as hipdteses relacionadas com os cromossomas sexuais anteriormente

mencionadas, seria relevante analisar os cromossomas X e Y nesta familia.

O prosseguimento deste estudo passaria também pela andlise da sequéncia dos genes nucleares
SLC7A14, MFN1, MRPL47, MCCC1 e PARL, localizados no cromossoma 3 (3926.2-3928) a semelhanga
de OPAI1. Estes foram selecionados por Phasukkijwatana e colaboradores (2010) como provaveis

genes nucleares envolvidos na penetrancia incompleta associada a LHON.

A sequencia¢do completa do mtDNA nos membros da familia 1, seria um contributo importante para
o estudo, uma vez que esta descrito na literatura cientifica que variacdes de sequéncia neste genoma
contribuem para a manifestacdo da LHON em portadores das mutagdes no mtDNA (Pello et al., 2008;

Goémez-Durdn et al., 2012; Shu et al., 2012). Para além disso, Melberg e colaboradores (2009)
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descreveram um doente portador da mutagdo m.11778G>A e de uma delegdo no mtDNA que

manifestou LHON e PEO, a semelhanc¢a da doente deste estudo.

Atendendo ao facto de no presente trabalho se terem identificado diferengas estatisticamente
significativas entre controlos sauddaveis e doentes, do sexo masculino, com suspeita clinica de LHON,
relativamente a distribuicdo de gendtipos referentes a variacdo de sequéncia rs7624750, seria
relevante a realizacdo de estudos funcionais. Tendo em conta a hipdtese anteriormente apresentada,
seria importante avaliar o processo de fusdo mitocondrial na presenca de ambos os aminodcidos
inerentes a variacdo genética em questdo. Deste modo, poderiam ser analisados parametros
indicadores do estado do processo de fusdo, tais como a morfologia e a fragmentagdo mitocondrial
(Chen et al., 2005). Uma outra hipdtese seria a realizacdo de microscopia confocal time-lapse para

avaliar a dindmica mitocondrial (Chen et al., 2003).

Tania S, 2012 83



Investigac3o do Cross-talk Genédmico na Neuropatia Otica Hereditaria de Leber

6. Conclusoes
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Os resultados deste estudo permitem concluir que variagdes de sequéncia nos exdes dos genes OPA1
e OPA3 e respetivas zonas adjacentes, provavelmente, ndo sdo responsdveis pela manifestacdo de
LHON em portadores da m.11778G>A. Contudo, ndo se pode excluir que as proteinas OPA1 e OPA3

estejam envolvidas na penetrancia da mutagdao no mtDNA por outros mecanismos.

Os nossos dados permitem sugerir que as variagdes de sequéncia identificadas na probanda (lll-1 da
familia 1) podem contribuir para o fenétipo, uma vez que se trata de um caso atipico e grave de
LHON-plus, para o qual, possivelmente, contribuirdo multiplos fatores. Entre estes podem constar
ligeiras alteragdes funcionais nas proteinas OPA1l e OPA3, em consequéncia de polimorfismos que,
por si s6, ou apenas em associacdo com a m.11778G>A, nao resultam em doencga. Contudo, estes
podem contribuir para a disfuncdo mitocondrial caracteristica da LHON, em associacdo com fatores
presentes exclusivamente na probanda relativamente aos restantes portadores da mutag¢do no

mtDNA que permanecem ainda por identificar.

O presente estudo permitiu a identificacdo de um possivel fator de risco genético associado ao
desenvolvimento de LHON, em individuos do sexo masculino, nomeadamente o gendtipo GG

referente a uma variagdo de sequéncia ndo sinénima localizada no exdo 4 de OPA1 (p. Ser158Asn).

Tanto quanto é do nosso conhecimento, este é o primeiro estudo dos genes OPA1 e OPA3 realizado

em Portugal, tratando-se de um contributo relevante para o estudo genético da LHON.
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