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Artigo de Reviséo

TECNICAS DE SUBSTITUICAO DE DNA MITOCONDRIAL PARA
REDUZIR A TRANSMISSAO DA SiNDROME DE LEIGH

MiTOCHONDRIAL DNA REPLACEMENT TECHNIQUES TO REDUCE
LEIGH SYNDROME TRANSMISSION

Angélica Godoy de Fraga', Virginia Meneghini Lazzari?

RESUMO

A Sindrome de Leigh (SL) € uma doenga neuro-metabdlica congénita, que faz parte
do grupo das encefalopatias fatais, com progresséo e morte dentro de 2 anos, em
média. A SL é causada por mutagdes no DNA que causam alteragdes na geragdo de
ATP celular pelas mitocondrias. As mitocondrias contém seu proprio DNA (mtDNA)
e, ao contrario do DNA nuclear, o mtDNA é herdado somente da m&e. Mulheres
portadores de mutagdes causadoras da SL podem vivenciar experiéncias muito tristes
ao tentarem realizar o sonho da maternidade. As técnicas de substituicdo de mtDNA
mutado com mtDNA saudavel de doadora, oferecem a essas mulheres a possibilidade
de terem uma crianga geneticamente relacionada sem a SL. O desenvolvimento
e a aplicagao clinica de terapias de substituicdo de mtDNA ja sdo uma realidade,
tendo o primeiro bebé gerado a partir da técnica nascido em 2016. Mas sera que
essas técnicas sdo seguras? Neste trabalho, revisamos a SL e algumas técnicas de
substituicdo de mtDNA ja aplicadas em humanos, que envolvem a transferéncia de
pronucleos de zigotos ou de fuso acromatico de odcitos. Concluimos que, apesar
dos resultados promissores, ainda € cedo para assegurar a aplicabilidade clinica de
técnicas de substituicdo de mtDNA em seres humanos.

Palavras-chave: Fertilizagé&o in vitro; taxa de mutagéo; doagéo de odcitos; desenvolvimento
embrionario; zigoto,; diagndstico pré-implantagéo; transferéncia de pronucleos;
transferéncia de fuso acromatico

ABSTRACT

Leigh syndrome (SL) is a congenital neurometabolic disease included in the group of
fatal encephalopathies, with progression and death within 2 years on average. SL is
caused by mutations in the DNA that cause changes in the generation of cellular ATP by
mitochondria. Mitochondria contain their own DNA (mtDNA) and, unlike nuclear DNA,
mtDNA is inherited only from the mother. Women with SL mutations may experience
mournful situations when attempting to fulfill the dream of motherhood. Techniques
for replacing mutant mtDNA with healthy donor mtDNA provide these women with
the possibility of having a genetically related child without SL. The development and
clinical application of mtDNA replacement therapies is a reality, and the first baby
generated using the technique was born in 2016. However, are these techniques safe?
In this article, we review SL and some mtDNA replacement techniques that have been
used in humans, which involve zygote pronuclear transfer or oocyte spindle transfer.
We conclude that, despite the promising results, it is too early to ensure that mtDNA
replacement techniques are clinically applicable to humans.

Keywords: In vitro fertilization; mutation rate; oocyte donation; embryonic development;
zygote; preimplantation diagnosis; pronuclear transfer; spindle transfer

INTRODUGAO

As células eucarioticas contém dois tipos de DNA: o DNA nuclear (nDNA),
que é organizado em cromossomos e esta localizado no nucleo celular; e o
DNA mitocondrial (mtDNA), presente dentro das mitocéndrias, que consiste
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em moléculas circulares pequenas. Enquanto o nDNA
€ herdado de ambos os pais, 0 mtDNA é herdado
exclusivamente da mae’. O pequeno numero de
mitocondrias introduzidas pelo espermatozoide é
alvo de destruigdo por um mecanismo autofagico
conservador conhecido como mitéfago. Assim,
o mtDNA (>100.000 copias) presente no odécito,
constitui a populacdo fundadora das mitocondrias
em todos os tipos de células do embrido resultante?.

A Sindrome de Leigh (SL) € uma doenga neuro-
metabolica congénita, que faz parte do grupo das
encefalopatias fatais. E causada por mutagdes no
mtDNA ou no nDNA que causam defeitos na sintese
de Adenosina Trifosfato (ATP) pelas mitocondrias?®.
Pelo menos uma a cada 5000 pessoas na populagéo
em geral possui uma mutagdo no mtDNA, podendo
causar ou nao disfungdes mitocondriais e doengas
hereditarias maternas. Nestes casos, os sintomas
relacionados a SL dependem do nivel de carga da
mutacdo do mtDNA, sendo que a probabilidade de
ter sintomas graves e fenétipo patolégico € baixa“.

Embora tenham como principal fungéo a produgéo de
energia celular, as mitocondrias desempenham outros
papeis importantes, tais como sinalizadores de calcio,
regulagéo do metabolismo celular, desenvolvimento
embrionario e morte celular programada®. Prever o
risco dos filhos de mulheres portadoras de mutacées
de mtDNA manifestarem uma doenca relacionada
€ complicado pois depende da quantidade de
mtDNA mutado que sera transmitido para cada
odcito® e, no caso de mulheres com heteroplasmia
(com mitocdndrias com mtDNA selvagem e mutado),
os odcitos apresentam cargas mutantes amplamente
variadas’. Além disso, embora a patogenicidade seja
geralmente proporcional a quantidade de mtDNA
mutado para selvagem, a gravidade da doencga
para uma dada carga de mutagao pode variar entre
individuos’. Assim, mulheres portadoras de mutagdes
no mtDNA podem sofrer uma série de abortos e,
caso engravidem, a chance da prole de apresentar
a SL é imprevisivel®.

As opgdes clinicas atuais para prevenir a
transmissao de mutacdes do mtDNA ao embrido
sao limitadas. Um casal pode adotar uma crianga,
usar odcitos de doadora ou usar a técnica de
diagnostico genético pré-implantacional (PGD) para
identificar o embrido acometido pela doenga. O PGD
€ geralmente utilizado para detectar mutagbes em
nDNA, embora possa também determinar a carga
mutacional de mtDNA e reduzir o risco de transferéncia
de um embrido portador da doenga em mulheres
com baixas cargas de mutagdo. Mesmo assim,
através de PGD, ndo ha uma maneira confiavel de
pré-selecionar embrides para a maioria dos casos
de mutagdo de mtDNA, particularmente para uma
mulher com um alto nivel de heteroplasmia*. Além
disso, o PGD néo € util para as mulheres que séo
homoplasmicas para mutagdes patogénicas®.
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Em fevereiro de 2015, o Parlamento do Reino Unido
votou a favor da aplicacao clinica de procedimentos
de fertilizagao in vitro envolvendo doagéo mitocondrial
e se tornou o primeiro lugar no mundo a legalizar
tecnologias transferéncia de citoplasma em linhagem
germinativa®. Em abril de 2016, o primeiro bebé
desenvolvido a partir da técnica de transferéncia de
citoplasma nasceu no México®. A noticia foi veiculada
mundialmente pela midia como o nascimento do
bebé de trés pais (Three-parent baby). Apesar de a
técnica ter sido rapidamente aplicada na rotina clinica,
podem ocorrer incompatibilidades entre os genomas
mitocondrial e nuclear resultantes do processo € a
técnica é recente e ndo bem discutido ainda'®. Assim,
este trabalho objetiva revisar os sinais e sintomas
classicos e as principais alteragcdes moleculares da
SL, bem como revisa as técnicas de transferéncia
de DNA nuclear utilizadas em reprodugao assistida
que objetivam reduzir a chance de transmisséo da
SL e de outras sindromes causadas por mutacdes
no mtDNA para os filhos de mdes com a sindrome.

METODOS

Trata-se de uma revisao narrativa da literatura.
A busca de artigos para a elaboragéo deste estudo
foi desenvolvida a partir de pesquisas nas bases de
dados PubMed e Scielo, onde a busca foi composta
de dois dominios basicos, um deles focando na
técnica de transferéncia de citoplasma e o outro
dominio mais focado na SL em si. A realizagdo da
pesquisa em duas etapas foi necessaria, pois ndo
foram encontrados artigos que revisassem tanto a SL
quanto as técnicas de reprodugéo assistida utilizadas
para o0 manejo de embrides com a sindrome.

Para o primeiro dominio de pesquisa, a busca focou
em técnicas de transferéncia de DNA mitocondrial.
A pesquisa foi construida como Leigh Syndrome
Assisted Reproduction Mitochondrial DNA: (“leigh
disease” [MeSH Terms] OR (“leigh” [All Fields]
AND “disease” [All Fields]) OR “leigh disease” [All
Fields] OR (“leigh” [All Fields] AND “syndrome”
[All Fields]) OR “leigh syndrome” [All Fields]) AND
assisted [All Fields] AND (“reproduction” [MeSH
Terms] OR “reproduction” [All Fields]) AND (“dna,
mitochondrial” [MeSH Terms] OR (“dna” [All Fields]
AND “mitochondrial” [All Fields]) OR “mitochondrial
dna” [All Fields] OR (“mitochondrial” [All Fields] AND
“dna” [All Fields]).

Como os artigos encontrados no primeiro dominio
de pesquisa nao detalhavam a SL, optou-se por
uma segunda frente de pesquisas relacionando
a SL e mutagdes mitocondriais. Nesse contexto,
adotou-se como método de pesquisa a construgao
Leigh Syndrome Mitochondrial DNA: “leigh syndrome”
[All Fields] AND (“dna, mitochondrial” [MeSH Terms]
OR “mitochondrial dna” [All Fields]).
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Apds a busca inicial, os artigos tiveram seus
titulos e resumos revisados e separadas quando
consideradas relevantes para o assunto. A segunda
etapa de analise foi realizada a partir da avaliagédo dos
textos completos, com posterior leitura interpretativa
e redagao do artigo.

RESULTADOS

Como resultado inicial da pesquisa, foram
identificados 77 artigos relacionados a técnicas de

transferéncia de DNA mitocondrial e 1586 artigos
relacionados a SL (Figura 1). Apds a leitura dos
titulos e resumos, foram selecionados artigos que
se encaixavam no tema do estudo, para uma leitura
mais detalhada. As buscas foram filtradas de forma
que compreendessem apenas estudos em inglés,
publicados até julho/2020. Os critérios de inclusdo
foram: artigos de pesquisa e revisdes da literatura
sobre técnicas de transferéncia mtDNA e SL em
humanos. Artigos sobre estudos em animais e relatos
de casos foram excluidos, mesmo que abordassem
a tematica pesquisada.

e Leigh Syndrome Assisted Reproduction Mitochondrial DNA
< N=77
RS}
é Leigh Syndrome Mitochondrial DNA
= N=1586
i Artigos excluidos pelo resumo.
g Arti lecionad lo titul Nao se encaixavam na
= igos selecionados pelo titulo tematica N=1071
= Total: 68 artigos

Artigos incluidos apds a analise do resumo
Total: 40 artigos

Elegibilidade

Artigos incluidos na revisao
Total: 31 artigos

(2]
e}
S
=
3}
=

Estudos com animais N=136

Relatos de casos N=388

Artigos excluidos pelo texto
Motivo: ndo se encaixavam na
tematica N=9

Figura 1: Fluxograma de selegdo dos estudos para o desfecho definido pelos autores.

Os principais motivos para exclusao dos artigos
foram o ndo enquadramento destes na tematica do
estudo. No primeiro dominio de pesquisa (técnicas
de transferéncia de mtDNA) a maioria dos artigos
excluidos abordava aspectos éticos e morais da
técnica ou sobre a utilizagéo da técnica para odcitos

de pacientes com idade materna avangada para
melhorar o desenvolvimento embrionario, fugindo
da tematica proposta por este trabalho.

Na pesquisa sobre a SL, selecionamos
principalmente artigos de revisao e séries de casos
que fizessem uma abordagem mais ampla da doenga,
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trazendo informagdes sobre sintomas, tratamentos
e fisiopatologia. Os artigos excluidos abordavam
patologias semelhantes a SL ou entao apesar de
abordar a SL, eram relatos de casos ou possuiam
uma tematica limitada a um aspecto especifico da
sindrome, como por exemplo: artigos que descreviam
uma mutacao de nDNA ou de mtDNA, artigos sobre
exames diagnosticos de imagem, condutas médicas
em casos em tratamentos, estudos de achados
post-mortem.

Apbs a selecdo dos artigos baseada na leitura
dos titulos e resumos, uma leitura mais detalhista
do conteudo dos trabalhos foi feita. A partir desta
analise foram selecionados os artigos utilizados
para a construgcdo deste manuscrito (Figura 1).
Entre os 31 artigos selecionados para a composigéo
dessa revisao, 7 artigos versavam sobre mutagoes
no DNA mitocondrial, 9 artigos tratavam sobre a
SL e 15 artigos relatavam avancgos e técnicas de
substituicdo de DNA mitocondrial.

DISCUSSAO

Mutagées no DNA mitocondrial

As mitocondrias sao organelas encontradas em
todas as células nucleadas. Elas tém uma infinidade
de fungdes, mas é justo dizer que o que as distingue
€ 0 seu papel na produgao energética, pois geram
mais de 90% do ATP de uma célula'. As mitocOndrias
contém seu proprio DNA, e ao contrario do nDNA,
os mtDNAs s&o herdados somente da mée e estéo
presentes em multiplas copias por célula, variando
de acordo com a necessidade energética de cada
tecido em particular'2.

O mtDNA é constituido como um circulo compacto de
cadeia dupla com 16.569 pares de bases. Ele contém
37 genes, 13 dos quais codificam subunidades da
fosforilagdo oxidativa, 22 genes de RNA transportador

e 2 genes de RNAribossémico; ndo contém introns,
mas apresenta varios genes sobrepostos e codons de
terminacdo incompleta®. Evolutivamente, genes que
codificam proteinas mitocondriais foram incorporados
no nDNA e alguns poucos genes foram mantidos no
mtDNA", assim, embora poucas proteinas sejam
codificadas pelo genoma mitocondrial, mais de mil
proteinas mitocondriais sao codificadas pelo genoma
nuclear'. Essa interrelagdo entre a transcricao
do nDNA e do mtDNA é essencial para o correto
funcionamento da mitocondria.

As mutagdes do mtDNA sao encontradas em
0,5% da populagédo, segundo dados prévios'.
Altos niveis de mtDNA mutado estdo associados a
doencas graves que frequentemente afetam o sistema
nervoso. Atualmente, ndo ha tratamentos para essas
doengas, assim, prevenir a transmissao genética das
mutagdes € a prioridade nesses casos's. A grande
variagdo da quantidade de mtDNA mutado dentro
das células acaba mascarando a real frequéncia de
mutagdes potencialmente patogénicas na populagao.
Embora a prevaléncia das doengas mitocondriais
nao seja tdo grande, a frequéncia populacional das
dez mutagdes de mtDNA patogénicas mais comuns
€ muito maior — aproximadamente uma em cada
200 pessoas — sugerindo que muitos individuos
normais possuem niveis baixos de mutag¢des de
mtDNA potencialmente nocivas'.

As mutagdes no mtDNA podem reduzir a produgéo
de ATP mitocondrial, afetando particularmente os
o6rgaos com alta demanda energética, tais como
0 cérebro, musculo e coragao. As copias mutadas
de mtDNA presentes no odcito sao transmitidas
ao embrido. Mutagdes podem estar presentes em
todas as copias do mtDNA (homoplasmia) ou apenas
uma fracdo de cépias (heteroplasmia) (Figura 2)
e a gravidade do quadro clinico os sintomas séo
determinados pela razao entre mutado e selvagem?.

Figura 2: DNA mitocondrial.
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Em mulheres com doenga homoplasmica, todo o
complemento do mtDNA carrega a mutagéo, portanto,
todos os odcitos sao afetados. Por outro lado, o odcitos
de mulheres com mtDNA heteroplasmico contém
cargas variaveis de mutagdo do mtDNA. Pensa-se
gue isso se deva a um fendémeno conhecido como
gargalo genético do mtDNA, que envolve um declinio
dramatico no nimero de copias de mtDNA durante
a gametogénese feminina, originando um efeito de
amostragem estatistica o que resulta em acentuada
variagao no nivel de heteroplasmia entre o6citos” 8.
Como consequéncia, a transmissao de doenca de
mtDNA de uma mulher heteroplasmica para seus
filhos & imprevisivel2.

Através da utilizagcao técnicas padrao de
sequenciamento, foram identificadas mutacdes
patogénicas associadas a varias sindromes
causadas pelo mau funcionamento mitocondrial.
A mutagao causadora da sindrome tanto pode estar
localizada no nDNA em um gene codificador de
proteina mitocondrial quanto no mtDNA. Segundo
Schon et al.’?, as principais doengas mitocondriais
primarias relacionadas ao DNA s&o: Neuropatia
Optica hereditaria de Leber (LHON), Sindrome de
Leigh (SL), Encefalomiopatia mitocondrial, acidose
lactica e episddios semelhantes a AVC (MELAS) e
Epilepsia do mioclonia e fibras vermelhas irregulares
(MERREF). Este estudo foca na SL por ser a principal
apresentagao pediatrica fatal causada por mutagdes
no mtDNA.

Sindrome de Leigh

A SL é uma sindrome neuro-metabdlica congénita,
que faz parte do grupo das encefalopatias mitocondriais.
E causada por alteracdo no metabolismo energético,
sendo a principal causa defeito na fosforilagdo oxidativa
e geragao de ATP celular. Aidade de inicio desta doenca
& variada e ocorre em geral nos primeiros dois anos
de vida, podendo ocorrer manifestagbes no adulto
jovem. Aevolugdo em geral € insidiosa e progressiva'.

A SL é a apresentagao pediatrica mais comum da
doenca mitocondrial. Este disturbio neurodegenerativo
é geneticamente heterogéneo, e até o momento
foram identificadas mutagdes patogénicas em mais
75 genes, codificados tanto pelo genoma mitocondrial
quanto pelo nuclear'®. Os genes associados a doenga
codificam proteinas das vias de geracéo de energia
mitocondrial, subunidades codificadoras da fosforilagao
oxidativa e fatores de montagem associados, enzimas
envolvidas na biossintese de ubiquinona e no complexo
da piruvato desidrogenase. Portanto, a SL poderia ser
considerada uma manifestagéo clinica e neuropatolégica
de uma ampla gama de disturbios monogénicos
da geracao de energia'®'®. Sobre a frequéncia das
mutagdes encontradas, a maioria dos pacientes
apresentam mutagédo no nDNA relacionado a genes
mitocondriais, enquanto 25% dos casos sdo causados
por mutacdes no mtDNA?°. No mtDNA, mutagdes em
15 dos 37 genes foram descritos como causadores
de SL, a maioria dos quais codifica subunidades do
complexo | ou V (Tabela 1)?".

Tabela 1: Caracteristicas e tratamentos da Sindrome de Leigh.

Sindrome de Leigh

Referéncias bibliograficas

Principais mutagdes no
mtDNA associadas a SL ND5, MT-ND6
Complexo IV: MT-CO3

Complexo V: MT-ATP6

Complexo I: MT-ND1, MT-ND2, MT-ND3, MT-ND4, MT-

Lake et al."®

Tradugao Mitocondrial: MT-TI, MT-TK, MT-TL1, MT-TV,

MT-TW

Sintomas mais frequentes
Hipotonia
Distonia
Ataxia

Atraso ou regressao psicomotora

Baertling et al.?

Anormalidades dos movimentos oculares

Paralisia bulbar
Paralisia piramidal
Convulsdes

Disfungéo da degluticdo

Termorregulagcéo anormal

Disturbios respiratoérios

Principais manifestagbes

bioquimicas e patoldgicas cefalorraquidiano

Hiperlacticacidemia no sangue ou liquido

Lake et al.” e Wei et al.?

Acidos organicos elevados na urina

Gliose

http://seer.ufrgs.br/hcpa
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Tabela 1: Continuacao

Sindrome de Leigh Referéncias bibliograficas

Principais manifestagbes
bioquimicas e patoldgicas

Tratamentos paliativos

Desmielinizagédo Lake et al.” e Wei et al.??
Hipertrofia da vasculatura cerebral

Vacuolizagado de processos astrocitarios e neuronais

(caracteristica histolégica de neurodegeneragéo)

Preservagao neuronal relativa

Lesdes simétricas bilaterais nos ganglios da base

Lesdes simétricas bilaterais no tronco cerebral

Coenzima Q10 (ubiquitinona) serve como transportador Wei et al.?2 e Chen et al.?
de elétrons do complexo Il para o complexo Il

Piruvato: restaura a fungéo gliceraldeido-3-fosfato

desidrogenase (GAPDH)

Dicloroacetato: regula o metabolismo do piruvato e

estimula o ciclo de Krebs

Vitaminas C, E, B1 e B2 (administradas separadamente ou

em coquetel): auxiliam no funcionamento do ciclo de Krebs

O inicio dos sinais e sintomas (Tabela 1) ocorre
de forma subaguda ou abrupta, podendo em alguns
casos ser precipitado por episédios febris; os pacientes
geralmente apresentam regressao das habilidades
mentais e motoras levando a incapacidade e rapida
progressado para a morte, muitas vezes devido a
convulsoes e insuficiéncia respiratdria*. No geral, o curso
da doenca é gradualmente misturado com exacerbacoes
agudas intercorrentes seguintes infecgdes. O inicio da
doenga normalmente ocorre entre 3 e 12 meses de
idade, com progressao da doenga e morte dentro de
2 anos?. A SL de inicio tardio, isto €, o aparecimento
apos os 2 anos de idade é considerada rara; nestes
casos 0s sintomas mais comuns s&o a alta prevaléncia
de ataxia e paralisia espastica®.

Embora os disturbios da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial sejam bastante variados, eles apresentam
caracteristicas bioquimicas tipicas. Uma caracteristica
Obvia é a deficiéncia da cadeia respiratodria, que
normalmente se manifesta como fungéo enzimatica
reduzida em um ou mais complexos da cadeia, com
uma redugdo concomitante na sintese de ATP'2.
Entre todas as alteragdes bioquimicas relatadas
para a SL, a deficiéncia do complexo | na via da
fosforilagao oxidativa é a apresentagdo bioquimica
mais comum™23, As manifestacdes da doenga sédo
consequéncia da falta de ATP e podem ocorrer em um
unico tecido ou 6rgdo afetado, mas um envolvimento
multissistémico ou de varios érgaos é mais comum
e tem os maiores efeitos sobre 6rgaos com alta
demanda de energia (Tabela 1)3.

O diagndstico da sindrome baseia-se exames
de imagem que detectam lesbes simétricas em uma
ou mais areas do sistema nervoso central, incluindo
os ganglios basais, diencéfalo, tronco encefalico,
cerebelo e medula espinhal?*. Exames bioquimicos
sao utilizados para confirmar os exames de imagem
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(Tabela 1). O aumento dos niveis de lactato no sangue
e liquor e a relagao lactato/piruvato também podem
ser usados como parametros para avaliagao??.

Por se tratar de uma doenga sem cura, o tratamento
consiste em medidas paliativas para amenizar os
sintomas dos pacientes (Tabela 1). Geralmente
sdo utilizadas medicagbes anticonvulsivantes,
controle da disfungao enddcrina, controle dietético e
procedimentos cirurgicos, caso necessario. Aremogao
de metabdlitos nocivos objetiva o combate da acidose
latica. Exercicios aerdbicos aumentam a toleréncia a
outros exercicios. O acompanhamento multidisciplinar,
com a pediatria, neurologia, cardiologia, fisioterapia,
oftalmologia e outras areas, para a avaliagéo da
gravidade das alteracdes e sua evolugdo séo de
suma importancia, a fim de averiguar se a doenga
esta sob controle, ja que seu curso é progressivo®.

Técnicas de substituicdo mitocondrial para
pacientes com Sindrome de Leigh

Pacientes portadores de mutagdes relacionadas a
SL podem procurar clinicas de reproducgéao assistida
para evitar a transmissdo da doenca para os filhos.
Algumas clinicas oferecem diagndéstico genético
pré-implantacional (PGD) para medir o nivel de
heteroplasmia de mtDNA em embrides desenvolvidos
in vitro. Essa conduta ndo € um padrao, pois devido
ao padrao de multiplicagdo de mitocondrias durante o
desenvolvimento embrionario, o PGD n&o apresenta
resultados confiaveis quanto a prevengao transmissao
de mutagao, uma vez que a taxa de mtDNA para um
embrido se desenvolver sem manifestar a doenga
nao é conhecido™.

O PGD pode ser utilizado para identificar
embrides com baixas cargas de mutagédo, mas nédo
€ efetivo para mulheres com mutagbes de mtDNA
homoplasmicas, ja que todos os seus filhos serédo
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afetados, ou para mulheres com cargas de mutagéo
de mtDNA heteroplasmicas préximas ao limiar da
doencga?. Para abordar esta questdo, pesquisas
recentes se concentraram no desenvolvimento de
técnicas para reduzir o risco de transmissao de
doengas de mtDNA transplantando o genoma nuclear
entre os odcitos antes ou depois da fertilizagdo com o
objetivo de desacoplar a heranga de nDNA do mtDNA.
Em principio, isso permitiria que as mulheres que
carregam mutacdes de mtDNA tenham uma crianga
geneticamente relacionada, reduzindo muito o risco
de transmissao de mutagdes de mtDNAZ2,

Estas técnicas sao conhecidas como técnicas de
substituicdo mitocondrial e foram autorizados para uso
clinico no Reino Unido em outubro de 2015. Em julho
de 2016, a Autoridade de Fertilizagdo e Embriologia
Humana (HFEA) anunciou que a seguranca e a
eficacia das técnicas deviam ser confirmadas antes
de serem utilizadas. Para isso, um grupo de cientistas
foi convocado e a revisao foi publicada em novembro
de 2016, recomendando que “em circunstancias
especificas, as técnicas de substituigdo mitocondrial
sejam adotadas com cautela na pratica clinica em que
a heranca da doenga provavelmente causara morte ou
doenga grave e onde ndo ha alternativas aceitaveis”.
Apods, em 15 de dezembro de 2016, a HFEA aprovou
0 uso da doagao mitocondrial em determinados casos
especificos. As clinicas que desejam oferecer essas
técnicas aos pacientes poderiam se inscreverem
na HFEA para obter permissao para fazé-lo apos a
avaliacdo de cada caso™.

As técnicas de substituicdo de mtDNA visam
erradicar o mtDNA do individuo portador da mutacao.
Isso significa que os embrides ndo apresentariam
mtDNA mutado. No entanto, ha sempre algum
nivel de transi¢do, o que pode significar que os
niveis de mtDNA mutantes aumentam durante o
desenvolvimento subsequente — um fenémeno
conhecido como “instabilidade genética”, “deriva
genética” ou “reversao” — fazendo com que a doenga
reaparega em geragdes posteriores®, por isso seria
prudente que a técnica fosse utilizada somente em
embrides do sexo masculino, que n&o irdo contribuir
com mitocondrias para as geragdes futuras?®. Um
estudo de Samuels et al.”® calculou que, para
um limiar clinico de 60%, a redugcao do mtDNA
mutante transferido para menos de 5% erradicaria
a doencga para sempre na linhagem, enquanto que
se essa taxa for maior que 5%, a probabilidade
de reaparecer nas geragoes subsequentes é alta,
por isso € importante limitar a transmissao de mtDNA
mutante a niveis inferiores a 3%. Estes baixos niveis
ja foram alcangados com as técnicas, no entanto,
estes sdo calculos probabilisticos, portanto, nenhuma

http://seer.ufrgs.br/hcpa

reivindicagdo pode ser feita com certeza completa
a este respeito.

O genoma nuclear pode ser transferido dos odcitos
ou zigotos usando técnicas como transferéncia de
pronucleos (TPN), transferéncia do fuso materno
(TFM), transferéncia do corpusculo polar (TCP) e
transferéncia de vesicula germinativa (TVG), sendo
as duas primeiras (TPN e TFM) as técnicas aplicadas
para o desenvolvimento de embrides humanos para
casos de mutagdes no mtDNA27,

Transferéncia de proniucleos (TPN)

Durante o processo de fertilizagao in vitro, oocitos
maduros, em metafase Il, com a presenca de um
corpusculo polar (CP), sao fertilizados por um
espermatozoide. Logo apés a fertilizagéo, a segunda
meiose do odcito € completada, os genomas
haploides do odcito e do espermatozoide sao
entdo embalados separadamente em pronucleos?
e o zigoto apresenta dois CPs. Neste estagio de
desenvolvimento € realizada a primeira técnica de
transplante, a TPN. A TPN (Figura 3) consiste em
realizar a fertilizagao in vitro utilizando os odcitos da
mulher afetada — cujas mitocdndrias contém mutagdes
no mtDNA — e os espermatozoides do futuro pai.
Posteriormente realiza-se a extragao dos pronucleos,
deixando para trds a maioria das mitocondrias
mutadas. Estes pronucleos séo transferidos para
um zigoto de doador enucleado com mitocondrias
saudaveis. Eles devem ser transferidos para um
zigoto enucleado, ndo um odécito, uma vez que o
estado de desenvolvimento deve ser o mesmo.
O zigoto hibrido é entdo desenvolvido in vitro até
atingir um estado apropriado para transferéncia
para o Utero'27.28,

De acordo com um estudo de Hyslop et al.®,
apos utilizagao da técnica, o acumulo de mtDNA foi
reduzido para menos de 2% nos blastocistos de TPN.
A importancia desta redugéo para os niveis mais
baixos possiveis é devido a um aumento progressivo
da heteroplasmia numa linha de células estaminais
derivada de um blastocisto de TPN com 4% de
mtDNA. Sabe-se, portanto, que a transferéncia tem
potencial para reduzir o risco de doenga, mas pode
n&o garantir a prevengéo para geragoes futuras. A
TPN logo apds a concluséo da meiose resulta em
uma sobrevivéncia melhorada. A otimizagdo dos
procedimentos de enucleagao do embrido promove
o desenvolvimento de blastocistos de boa qualidade,
cuja expressao génica e incidéncia de aneuploidia
nao diferiram dos controles. Dados os baixos niveis
de transferéncia de mtDNA usando procedimentos
otimizados, os autores acreditam que a TPN tem o
potencial de reduzir o risco de doenga do mtDNA.
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Figura 3: Transferéncia de pronucleos.

Transferéncia de fuso materno (TFM)

Asegunda técnica de transplante é a transferéncia
de fuso materno (TFM), que consiste em extrair
0s cromossomos do odcito da méae- cujo mtDNA
tem mutacdo — na metafase Il (o6cito com 1 CP)
e depois transferi-los para um oécito de doadora
saudavel, no qual os cromossomos foram removidos
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(Figura 4) na mesma fase de maturagéo. O odcito
hibrido é fertilizado in vitro e depois transferido para
o utero da mae'?"2%, ATFM foi testada em odcitos
humanos pela primeira vez por Tachibana et al.*°
que confirmaram a viabilidade da técnica. Em 2016
a técnica comegou a ser aplicada para pacientes
com mutacgdes patogénicas no mtDNA3!, também
demonstrando viabilidade da técnica in vitro.
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Figura 4: Transferéncia de fuso materno.
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Apesar de a noticia do primeiro nascimento a
partir da técnica ter sido veiculada na midia mundial
em 2016, o trabalho de Zhang et al.* sobre a técnica
utilizada foi publicado apenas em 2017. Assim,
o primeiro humano nascido a partir da técnica de
substituicdo de mtDNA foi desenvolvido a partir da
técnica de TFM. No caso detalhado, cinco odcitos
foram reconstruidos pela técnica de TFM e fertilizados
com sucesso, quatro se desenvolveram para
blastocisto, mas apenas um apresentou cariétipo
normal e foi transferido para a paciente, resultando
no nascimento de um menino com menos de 6% de
heteroplasmia®.

Segundo Zhang, ele e sua equipe foram ao México
para realizar o procedimento porque, no México,
as técnicas de substituicdo mitocondrial ndo séo
regulamentados nem proibidos especificamente?®®.
A paciente atendida pela equipe era portadora
assintomatica de uma mutagdo mitocondrial que
causava sindrome de Leigh, e apesar de nao ter
a sindrome, a doencga poderia ser transmitida aos
seus filhos. De fato, a paciente ja havia sofrido quatro
abortos espontaneos e havia perdido dois filhos com
a doenga, que morreram com idades de seis anos e
oito meses. A crianga nascida a partir da aplicagao da
técnica, foi saudavel aos trés meses, embora ndo se
saiba se alguma anormalidade podera aparecer no
futuro™. Apds a repercussdo mundial do Three-parent
baby, nao foram mais veiculadas noticias sobre a
saude da crianga e nenhum artigo foi publicado com
o0 acompanhamento do desenvolvimento do bebé.

CONCLUSAO

Mulheres portadores de mutagbes causadoras
da SL podem vivenciar experiéncias muito tristes
ao tentarem realizar o sonho da maternidade.
Abortamentos de repeticao e filhos que nascem com
a doenga, desenvolvem sintomas graves relacionados
a neurodegeneragao e morrem em decorréncia da SL
séo a realidade de muitas delas. Em alguns casos,
a SL pode afetar multiplos membros da familia com
consequéncias catastroficas e danos irreparaveis
e, devido a falta dos tratamentos disponiveis, a
prevengado é a unica opgao para o controle de
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