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Mitocondria — morfologia

Mitos = fio + Condrion = granulo Mitocondrias vs Rede mitocondrial

Organelos dupla mb ; ~2u (~bactérias) ~ Fusao e fissao

x100 a x1000 - citoplasma das células Distribuicao dinamica,
heterogénea na célula

o gt & Peasun Edecanon, e 0wl 0 rg 43 Bowen » Curevegs

M Zeviani - 2011
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MitocOndria — morfologia

Mitocondria:

1.

6.

2
3
4.
5

Membrana externa
Membrana interna
Matriz

Crista

Espaco
intermembranar

DNA mitocondrial


http://cientic.com/imag_mitocondria.html

DOENGAS MITOCONDRIAIS

Erros inatos metabolismo energeético

Défice da producao de energia
Lipidos
I

GIl’Jc\idos | Protidos Cérebro, Figado, Musculo Esquelético,
oy, Miocardio, Figado, Rim, Retina.

\ !

\

\

\ »Atraso de crescimento,
CO, \ S Hiooalicémia. hi o
ATP ipoglicémia, hiperlactacidémia,
1 »Hipotonia generalizada, miopatia,
Creatina~P

»Cardiomiopatia, colapso circulatorio,
»Morte subita,

»Malformacoes
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Erros inatos metabolismo energético

Glicose “ _ _
Aminoacidos
Citosol

Glicogenio «@—
4
(= ~ 2 ATP

. ‘llll-‘--‘

: v
Alanina <> : Piruvato <—slLactato
? PDH TAC. gordos

o**
.
. |

(=]
Acetil-CoA
:‘C. ceténicos

TP <-°Q—' Creatina~P

Oxaloacetato  Acido ¢itrico .
. ADP
NADH = (I A

C. Krebs

Mitocondria

0, .k H,0
~38 ATP

2CO,
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Metabolismo energeético

Oxidacao mitocondrial = ATP (>90% energia celular)

Capacidade oxidativa
Oxigeénio

Substratos energéticos
ATP/ADP

Homeostase

Mitocondria energética

Transf@féncia Fegd-back Creatina~P

Locais de Calcio P
utilizacao
de energia
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vim — Cadeia respiratoria mitocondrial

Matriz

NADH = O, A1,14V

NAD* FADH, 2 O, A0,88V
H+

Matriz
H,O ADP ATP
O L ==(NDS
=
LUNDS “'NDaL)
EIM

Complex | Complex Il Complex Ill Complex IV Complex V

[ MEM ]

Supercomplexos
I Loc. membrana mitocondrial interna respirassomas

I Constituida por
= 2 transportadores e- coQ e Citocromo ¢
= 5 complexos multi-enzimaticos I, I 1L, IV, V

VI =» mecanismos regulatérios complexos, pouco conhecidos
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Cadeia respiratoria mitocondrial

Complex | Complex il  Complex lll Complex IV Complex V ||

(adaptado de DiMauro and Schon, 2006)

Oxidacdo substratos energéticos =2 reducdo de coenzimas (NAD* e FADH-flavoproteinas)

Reoxidacdao NADH e FADH, = transf. H* da matriz p/ espago intermb >
Retorno H* p/ matriz = +++ ATP sintase (complexo V) = sintese de ATP
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oy

(adaptado de Mitomap, 2008 o LR e B v e, it s 353;'”
e de DiMauro e Schon, 2006) : . ntermembra

P

Jaime M. Ross, J Vis
Exp. 2011

NDNA co

Mitomap, 2002

| Il v V

v e mvrssirs

Complex
KSS

‘e

Sub-unidades Complexo I ,ﬁomplexo II"'complexo IIT ComplexoIV ComplexoV

mtDNA 7 0 P 3 2
nDNA —>30 >4 =10 —> 10 — 14

s *

~1500 proteinas
mitocondriais

LT
LTS

*
L4 A
hl PP A
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Genoma mitocondrial (mtDNA)

Circular, 16569 pb, monocatenar
Codifica: 2 RNAr; 22 RNAt; 13 peptideos (CRM)

Mitocondria Saludable

Muitas copias/célula (poliplasmia)
5-10/ mit. e até 1000 mit/célula !“;‘:f""? M aaicaios s

Radicales atacan la calula
Libres " Dano Mitocondrial
en Célula Vieja
-\

=» até 10 000 mtDNA/ cél. Oxigeno A anomies” 7\ Aumenta i dato
z 'a'cﬁvid.des celulares .~ | delos radicales

A~ libres
ERSAS

gy e T I

SR s D

o 1 L
P s Disminuye
Y+ el suministro
‘s de ATP

Maguina
" Productora B
de Energia SRS

Ovocito maduro: 100 000 copias “
Espermatozodide: 100 copias i e

Complejos
Moleculares

= [
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Hereditariedade — nDNA vs mtDNA

A Mudear DMNA s inharited B. Mitochondrial DA s
from all ancestors. inharted from a single lineage.

AR AR AE A1 41 a1 4

[ S 1 S

a

i L]

i 5
L .
L [
i
1 j i
1 =
L] 1 s
- [
[
- e el e

mitochondrion:
DMA comes

nucleus:
from mother

DMNA comes
from both
parents

o i e

offspring cell

Mut. pontuais 2 Esporadico .
Sind. Deplegdo > AR Heredltarl_edade
Del. Miliplas = AR Mendeliana
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Hereditariedade Mitocondrial

Efeito de “gargalo” (bottleneck) na oogénese.

A transmissdo de uma alteracdo => geracao seguinte é imprevisivel.
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Hereditariedade Mitocondrial

Segregacao mitotica
= heteroplasmia Célula progenitora

Heteroplasmica

fendtipo €= limiar

© mtDNA normal
funcéao de: © mtDNA mutado

- % DNA mutado

- necessidades
energéticas da
celula
- outros fatores ...

Concentracao crescente de mtDNA mutado

—

Limiar para a expressao fenotipica

Efeito limiar
A % mtDNA mutado

varia na ovogenese e
==> pode variar de
teCidO p/ teCidO e ao (adaptado de Shoffner e Wallace, 1995)
longo da vida.

Fenotipo

% de mtDNA mutado
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Hereditariedade Mitocondrial

Mitochondrial

Unaffected Affected

Transmissao materna

Segregacao mitotica

Heteroplasmia

Efeito limiar
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» Das da cadeia respiratoria mitocondrial (DCRM)
» Citopatias mitocondriais ou
» Doencas da fosforilacao oxidativa

=» doencas primarias da fosforilacdo oxidativa

= cadeia respiratoria + sintese de ATP

(Naviaux, 2004).

1962 Primeiro caso (Luft)
1963 Ragged red fibers (Engel & Cunning)
1977 Encefalomiopatia mitocondrial (Shapira)
1988 Primeira del. (Holt; Lestionne & Ponsot)
«« mut. (Wallace) mtDNA
1995 Primeira mut. nDNA (Bourgeron)
2013: > 250 genes associados ad@ dos >1200
codificantes para proteinas mitocondriais
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DCRM - classificacdo genética

mtDNA

v’ genes de sintese proteica (rRNAs, tRNAs)
v’ genes codif. de subunidades da CRM

v’ grandes deleg¢des

nDNA
0/16,569
E . . . . r .
asasn N\ v’ Defeitos das subunidades da cadeia respiratéria
% Complex | :
® Compiox v ,‘ v’ Defeitos na biogénese da mit
@ Trancir R )
ranster
b i fold g v'Defeitos da membrana mt (ex.: cardiolipinas)

v’ Defeitos de proteinas “auxiliadoras” (“assembly”)
v’ Defeitos da sinalizagdo intergendmica (manutengdo mtDNA)

v’ Defeitos do ambiente lipidico

v Defeitos da homeostase da mitocondria
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ESO
gcmqvnu[uls.

i
8t 2 G

DCRM - incidéncia & prevaléncia

InC|dénC|a -1/ 2.000 a 1/ 7.600 nadovivos (Naviaux,2004; Thorburn, 2004)

Prevaléncia
<16 A: 4,7 - 8,7 / 100.000 (Darin et al., 2001; Skiadal et al., 2002)

D2 mtDNA adultos em idade activa: 6,6 / 100.000 (chinnery e Turnbull, 2001)

Prevaléncia d2mtDNA — 1/5000
Schaefer et al. 2007
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e Diagndstico diferencial vasto

e Variacao do quadro clinico com a evolug¢ao
e Critérios de diagndstico diversos

e Défices secundarios da CRM frequentes

e Dificuldade interpretacao resultados testes genéticos
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DCRM — como chegar ao diagndstico?

Manifestagoes clinicas + Historia Familiar

Rastreio laboratorial — 12 linha

basal — estado redox plasma & LCR, AA, Acidos organicos urina
post prandial / TTGO/ exercicio

Rastreio de envolvimento multi-organico — 22 linha

(musculo, SNC, SN periférico, cardiaco, enddcrino, hepatico,
pancreas exoc., intestino, medula dssea, olho, audi¢ao, cutaneo)

P

RMS 1H: cérebro > lactato; 3'P: musculo e cérebro> Pi/Pcr

Histologia musculo, outros tecidos

— Estudos funcionais

Polarografia (0,), oxidagdo 4C metabolitos, ATP, Pcr, enzimas CRM

Estudos genéticos (mtDNA, nDNA)

Outros (proteinas CRM, RNA ...) investigacao
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DCRM — manifestacoes clinicas

Cabelo

Hipotalamo / hipoéfise Audicdo H Foce

Tiroide / paratirdide

Coracéao

Nervo 6ptico/ Olho

Pancreas
Sangue
Rim
Intestino
Muasculo esquelético
~50%: inicio idade pediatrica Pele

ArticulacOes

< 6 A (Naviaux, 2004)
< 16 A (Skladal et al., 2002)

A. Munnich in Scriver, 2001
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DCRM — manifestacdes clinicas

Neurologic Ophthalmologic

|. Cerebral stroke-like lesions in a nonvascular pattern |. Retinal degenergtion \
2. Basal ganglia disease 2 Ophthal.moplegla/p'arems
3. Encephalopathy, recurrent or with receiving valproate 3. FIucFuatlng, dysconjugate eye movements
4. Neurodegeneration 4. Ptosis
5. Epilepsia Partialis Continua 5. Sudden- or insidious-onset optic neuropathy/
6. Myoclonus atrophy
7. Ataxia
8. MRI findings consistent with Leigh disease F
9. Characteristic MRS peaks ‘

a. Lactate peak at |.3 ppm TE at 35 and 135 Gastroenterologic

b. Succinate peak at 2.4 ppm

|. Unexplained or valproate induced liver failure
2. Severe dysmotility
3. Pseudo-obstructive episodes

Cardiovascular
Other

|. Exercise intolerance out-of-proportion to
weakness

2. Delayed waking from general anesthesia

3. Episodes of acute rhabdomyolysis

4. Unexplained hypotonia, failure-to-thrive, and
acidosis

|. Hypertrophic cardiomyopathy with rhythm
disturbance

2. Unexplained heart block in a child

3. Cardiomyopathy with lactic acidosis (> 5 mM)
4. Dilated cardiomyopathy with muscle weakness
5. Wolff-Parkinson-White arrhythmia

© 2000-2014 The Mitochondrial Medicine Society
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encefalopatia atraso DPM
migraine ataxia

alt. coordenacéo
episodio tipo AVC
epilepsia

défice auditivo

P 1. Y

degener. retina

ep.partialis continua | + atrofia optica

oftalmoplegia

1 miocardiopatia

&

disautonomia

Y

insuf. hepéatica £

[

DCRM - Pistas para o “diagnostico clinico”

Envolvimento 2 3 orgaos / sistemas
Hist. familiar=» hereditariedade materna
2 1 sintomas altamente suspeitos

2 2 sintomas suspeitos

{ fragueza muscular
intol. exercicio

neuropatia
periférica

Suspeita elevada de
doenca mitocondrial

Mitochondrial medicine
- aclinical guideline - 2011-
S.Koene & J.Smeitink
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DCRM — manifestacdes clinicas

Sintomatico €=» Subclinico
Isolado €=» Multi-sistémico

I[dade de inicio

gravidade

prognostico

variabilidade intrafamiliar

Criancas +++ Adultos +++

Inicio mais precoce Espectro clinico mais amplo

1°s M €=» infancia ~E&m _
Idade de inicio e gravidade

Curso progressivo, grave _
Mais gradual,

Mais uniforme
Menos grave

Rubio-Gozalbo et al. Hum Mutat 2000;15:522-32
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DCRM — manifestacdes clinicas

= =» Evolucéo

Sindrome de Leigh. Défice complexo IV. Delegcdo SURF1
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DCRM — Doencas Hereditarias
Historia familiar...

8O D
-0 OO 00 OO gu-i
a6 dd 0 dd .o

140.116.225.137/site2/ocwCoursePPT/73Determin...

Miopatia, miocardiopatia
MtDNA 3302A>G

... pode ser ndo informativa.
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DCRM - rastreio laboratorial — 12 linha

Glicose
A

- NADH .
4‘ _ NAD 1’1‘ Citosol
lanina <> ruvatoM ato

AC|dos gordos
@ BOX|dagao Mitocondria

-"‘

e D
B HB7§\AC C
NADH «ess-s NA NADH

ADP
FADH, X Z/' TP > |lactato

> |actato/pyruvato
> H0 > alanina (prolina)
> C cetonicos
> BJOHBA/ACAC
Cetonémia Px
Aciduria organica

2CO,

* aciduria organica
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DCRM - 22 [inha de avaliacao

Rastreio de envolvimento multi-organico

* Ressonancia Magnética com espectroscopia
* EEG

e Avaliacao Oftalmoldgica

e Avaliacdao Audioldgica

* Avaliacao Cardiaca (Ecocardiograma)
 PL(seindicado)

 EMG (se indicado)
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DCRM - 22 [inha de avaliacao

MRS 1H
Cérebro (lesdes; ganglios base)

> |actato
Nao invasivo: metabolismo

energeético in vivo

RMN cerebral

MELAS Leigh's syndrome
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RMN cerebral

Exemplo: Sindrome de Leigh

Atraso de crescimento
Hipotonia generalizada
Hiperlactacidemia
Défice do complexo IV
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DCRM — meios de diagnostico especifico

Tecido:

v’ Leucocitos

) Estudos histologicos
v Musculo

v Figado
v Fibroblastos
vo...

Estudo funcional da CRM

Estudos genéticos (MtDNA e nDNA)
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DCRM — meios de diagnostico especifico

Estudos histoldgicos
v' Leucocitos

, Estudo funcional da CRM
Mdusculo

Fibroblastos

v
v Figado Estudos genéticos (mtDNA e nDNA)
v
v

'Histoloqia

* » Microscopia classica

- » Histoenzimologia

ATPase
fibras tipo | - oxidativas
| fibras tipo Il - glicoliticas
COX (complexo IV da CRM)
|  SDH (complexo Il da CRM)
i » Imunocitoquimica |

. » Microscopia electronica
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DCRM — meios de diagnostico especifico

_Trichrome GOmori . Colora¢do COX isolada

] * e

=» aumento da actividade

oxidativa subsarcolémica
Risog2d@a emicos

. lancas

AR

1

’.' 3

"ot

Fibras COX neg
Fibras Rotas Vemelhas -

Ragged Red Fibers (RRF)

Rara na crianga, mais frequente

no adulto. < 5% (Smeitink)
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Microscopia

electronica

>> mitocondrias no
espaco subsarcolémico

Musculo normal

e Bt

R

inclus@es paracristalinas
aspecto "parking lot"
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DCRM — meios de diagndstico especifico

Tecido: Estudos histolégicos

v Leucocitos  Eqtydo funcional da CRM

+ Succinate
KCN

f

Ascorbate
+ TMPD

Substrates

v Mdusculo
, Estudos genéticos (MtDNA € NDNA) 7| addcens
\/ FlgadO E Rotenone o
£ (complex 1) Inhibitors
. = Malate +
v Fibroblastos B | Glutamate \§
g T Antimycin
‘/ g Glycerol-3-P [epmplexct)

» Polarografia (O,)

Time (min)

Hofhaus et al Methods Enzymol 1996;264:476-83

» Oxidacao metabolitos 14C

> Sintese de ATP e Creatina~P s
>[ Actividade enziméatica da CRMJ -
20-30% média/CS " : I
7 . 0‘:‘: lllll
<20% medla/CS Skeletal Muscie Blopsies

Bernier et al.Neurology 2002; 59: 1406-11



Tecido:

v

v
v
v
v

Leucodcitos
Musculo
Figado

Fibroblastos

Estudos histologicos

Estudo funcional da CRM

Estudos genéticos (mtDNA e nDNA)

Rastreio de mutacoes e delegoes mtDNA
Quantificacao do numero de cépias do mtDNA

Pesquisa de mutagdes/sequenciac¢do de genes no nDNA
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DCRM - Doencas vs Sindromes Mitocondriais

Sindromes tipicas

raras na crianga

Pista diagndstica

Genotipo €/=» Fendtipo

(‘ Sobreposicao clinica & genética (+++)
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DCRM - Doencas vs Sindromes Mitocondriais

Neurologistas & oftalmologistas de adultos = sindromes mitocondriais

1 Kearns-Sayre
§|ndrome_s_ MELAs MERRF
mitocondrials Pearson
CPEO
MtDNA
(primario)
.................. ; Sec
" CPEO nda"b)"'u.‘ LHON
Sind. de deplegdo Leigh (MILS)
NDNA NARP
Alpers h
Barth . MNGIE

",
G
L]
]
L]

““
.
.
.....
------------------

CoQ def. Leigh
[delecdo mtDNA]
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Sindrome de Leigh

lethargy

selzures

::::;l:::y abnormal eye movements

chorea hypo- & hyperthermia
apnea

ataxia

hyperventilation
Irregular respiration
dysphagia

ophthalmoparesis

optic atrophy

Bllateral hyperintense | (} retinitis pigmentosa

signal abnormalities
In the caudate
nucleus, putamen

& globus pallidus
on T2 welghted
Images

pallor

n
hypertrophic or
dilated cardiomyopathy

renal tubulopathy

KA

muscle weakness

hypertrichosls hypotonia

short stature

T

peripheral
neuropathy

cold acra
S_Koene&J. Smeitink 2011

INICIO:
3-12 M (NN €= adulto)

ADPM

floppiness

Disfuncao do tronco cerebral
e extrapiramidal

+ Acidose lactica

+ doenc¢a noutros orgaos

Progressiva ...

Morte-1" decada
Insuf. Respiratoria

MtDNA /nDNA / 7?7?77




DOENGAS MITOCONDRIAIS

progressive liver fallure

S Koene&J.Smeitink 2011

Sind. Alpers

Inicio:

2-4 anos (1 M <= > 30 anos)

ADPM

Regresséao periodica (infec¢des)
Epilepsia intratavel

Neuropatia

Insuf Hepatica (Valproato de sodio)
+

Cefaleias

Doencas do movimento

Défice visual/ auditivo

Fendtipo mais grave das
Doencas relacionadas com a POLG
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ophthalmoparesis
; optic atrophy

K igmentary retinopath
,O————— pig ¥ patny

myoclonic epilepsy —-—-—-—O

ataxia
dementia :" % §§
pyramidal signs f s -
‘%\ /. sensorineural hearing loss

lipomas -—-—-O/

cardiomyopathy

v

—

R "”’Rzoswfmw\\N
e
R s\\(,

—
Ny

e,
e
. "%v«‘*mwm

A AN "
—— R

SN

peripheral
neuropathy

short stature

L l«vr
. L

MERRF — Myoclonic Epilepsy and Ragged Red Fibers

Inicio:
5-15anos

4 sintomas chave:
*  Mioclonias
Epilepsia generalizada

e Ataxia

Lipomatose

Outros sintomas:

e cardiomiopatia (WPW)
* Baixa estatura

* Surdez

Mutacdes no mtDNA
(freq - m.8344 A>G)
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Sindrome de Pearson

Sindrome Mitocondrial raro!

failure to thrive
lactic acidemnia

Inicio:
1M - 12M

skin lesions
photosensitivity

Sintomas chave:

* Anemia sideroblastica/pancitopenia (com
: %—- von;fmg
prouimapesiopbihy — S ¢ e el vacuolizagdo dos precursores na MO)

» Disfuncao pancreatica (exdcrina)

L O —onemia e Ma progressao ponderal
: \ a ?;zt:if:ctiopeiéia
" ’ e Vomitos

Delecdes do mtDNA

S Koene&.J Smeitink 2011 (mais abundantes no sangue)
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DCRM -

Critérios de Diagnostico

Walker (1996)
Bernier (2002)
Wolff (2002)
Smeitink (2006)

DCRM »improvavel

»possivel
»>provavel

>»definida

Clinica compativel
+
Alt.patog.mtDNA/nDNA

> DCRM definitiva
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DCRM - Critéerios de Diagnostico

Quadro clinico-laboratorial

» Sinais / Sintomas orientador

> Histdria familiar /

> Rastreio laboratorial sim
nao

» Rastreio envolvimento
multiorganico
Bidpsia muscular Estudo genetico

outra... \
Estudo histolégico / —
Histoquimica Estudo funcional A Definitivo

Mic electronica Oxidacao 1*C metabolitos A Definido

Polarografia (O,), ATP, A Provavel
Atividade enzimatica A Possivel

A Improvavel
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Tratamento
Cuidados gerais Ra'lstﬁar iﬂmplim?ﬁes trataveis
- Dieta ad d - nsut. ren )
- E'I-:Elnmej;::'u;m moderado - Eﬂﬂ'“m } .
- Evitar farmacos "perigosos” : mﬂuﬁﬂﬁhiiﬂndugﬂu cardiaca

-  Tratar infecgoes e febre precocemente

\' Doenca /
Emdadu paliativo adequatylmondﬂal

Abordagem mulbdisciplinar
- Suporte resp. noctumo \ Aconselhamento genético
-  Diagnostico pre-natal

- Medicagao anfi-refluxo
- Laxantes

-  Suporte auditivo

- Girurgia para oftalmoparésia e ptose Ensaios terapéuticos
- Apoio psicossocial

- Alimentagao naso-gastrica
-  Diagnastico pré-implantagio

- B meses com Col@10

Adaptado de: Mitochondrial medicine
- aclinical guideline - 2011-
S.Koene & J.Smeitink



DOENGAS MITOCONDRIAIS

Tratamento

» Equipa multidisciplinar

» Sintomatico (epilepsia, espasticidade, infecges....)

» Cofatores/transportadores e/ prevencao lesao ROS — L-carnitina?
> “stroke-like episodes” (MELAS) — Arginina iv (precursor NO)

» Eviccéao de farmacos/ procedimentos que interfiram com funcéo da
mitocondria

*valproato de soédio, metformina, aminoglicosideos ...

*transplante de orgéos (?)

»Recomendacdes dietéticas
Normal, sem excesso de calorias
Dieta cetogénica

Nao altera significativamente o curso da doenca ...
Diagnostico correcto >> Aconselhamento Genético
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Variavel ...

... habitualmente
desfavoravel
Crianca +++

HPC- 78 doentes
Mortalidade: ~30%
(idade mediana:

Prognadstico

8M)

Menor sobrevivéncia:
> inicio precoce

» hepatico ou cardiaco
> acidose lactica
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Prognaostico
ldade vs Progndstico

Extra-uterine survival:
disease

Embryonic lethal:
fetal loss

TP TP TP T R PTT TP RTTTTTRY 2

M. Zeviani 2011
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Sumario

» Podem apresentar-se:
= em qualquer idade
= com qualquer sinal e sintoma (qualquer orgéao/ sistema)
= com qualquer forma de hereditariedade
= ...aqualquer professional de saude.
» S80 as doencas hereditarias do metabolismo mais frequentes.
» A Historia familiar é raramente informativa.

» Caracterizam-se pela sua heterogeneidade clinica de inicio e na
evolucao ... podem ter um vasto diagndéstico diferencial.

» Envolvimento multissistémico € a sua marca, mas pode demorar varios
anos atornar-se clinico.

»Sindromes mitocondriais sao raros, mas ha sobreposicéo clinica.
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DOENCAS MITOCONDRIAIS

Sumario

= Estudo etiologico € complex e multidisciplinar!

= Ao contrario dos adultos, nas criancas, a maioria € causada por
mutacdes no NDNA (mtDNA s25%).

= Diagnostico frequentemente baseado nas anomalias da actividade
dos complexos enzimaticos da CRM e da morfologia da mitocdndria

» Progressos nos métodos de avaliacdo da funcao mitochondrial
= Critérios de diagnostico para DCRM primarias - Sem consenso!

= Técnicas de analise genética recentes: mitochondrial exom
sequencing — nem sempre com resultados claros!

= Nao ha tratamento para a maioria dos doentes.
= O prognodstico € geralmente mau.

= O Diagnostico e o0 aconselhamento genético correcto sao
desejaveis.
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