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Doen¢as mitocondriais sdo entidades clinica e geneticamente heterogéneas,
variando consideravelmente com relagdo a idade de inicio, ao quadro clinico e a evolugdo.
S#o subdivididas entre defeitos do DNA nuclear ou do DNA mitocondrial (mtDNA).
Mutagdes de ponto sdo comumente encontradas no genoma mitocondrial, € dentre estas, os
quadros clinicos mais freqiientemente associados sdo: MELAS (mitochondrial
encephalomyopathy, lactic acidosis, and strokelike episodes), MERRF (myoclonic epilepsy
and ragged-red fibers), NARP (neuropathy, ataxia, and retinitis pigmentosa), MILS
(maternally inherited Leigh syndrome) e LHON (Leber hereditary optic neuropathy).

Este projeto teve como objetivos:

a) pesquisar a presenga das principais mutagdes de ponto no m/DNA de
pacientes com quadro clinico sugestivo de MELAS, MERRF, NARP, MILS
e LHON;

b) estabelecer a correlagdo genotipo-fenotipo tendo em vista a significativa

variabilidade clinica destas entidades;

¢) quantificar a porcentagem de mtDNA mutante e normal em individuos

afetados.

O DNA foi obtido de amostras de sangue periférico. As regides de interesse do
mtDNA foram amplificadas pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A detecgdo das
mutagdes de ponto foi realizada pela triagem com enzimas de restricdo e posteriormente
confirmadas pelo seqiienciamento manual das regides envolvidas. A quantificagéo foi feita
pelo sistema Kodak EDAS 290.

Foram triados 120 pacientes para as principais mutagdes responsiveis pelas
sindromes MELAS, MERRF, NARP, MILS ¢ LHON. Em sete pacientes foram observadas
muta¢des de ponto no mtDNA. Entre oito pacientes com suspeita de Leber, dois
apresentaram a muta¢do G11778A e um a mutagio G3460A. Um paciente com suspeita de
MELAS e quatro familiares assintométicos deste apresentaram a muta¢do A3243G; uma
paciente apresentou a mutagio A8344G responsavel por MERRF; dois irmfos com suspeita
de NARP apresentaram a mutagdo G11778A responsavel por Leber; nenhuma mutagéo no
nucleotideo 8993 foi encontrada.

Resumo
xix
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REVISAO DA LITERATURA
1.1. ASPECTOS HISTORICOS

LUFT et al. (1962), ao descreverem clinicamente uma mulher sueca com um
hipermetabolismo severo ndo relacionado a qualquer disfungdo na tiredide, introduziram o

conceito de doenga mitocondrial baseando-se em trés observagdes:
1- anormalidades morfolégicas nas mitocondrias musculares;

2- perda do acoplamento entre a oxidagdo e a fosforilagdo nas mitocondrias

anormais;
3- correlagio entre as anormalidades bioquimicas e os sinais clinicos.

ENGEL & CUNNINGHAM (1963) observaram, em biopsias musculares
coradas pela técnica de tricromio de Gomori, fibras vermelhas rajadas ou rotas (RRFs) que

sdo caracterizadas pelo acimulo de mitocondrias anormais sob a membrana sarcolemal.

SHAPIRA, HAND, RUSSEL (1977) definiram o conceito de encefalomiopatias
baseando-se no fato de cérebro e musculos serem freqiientemente os 6rgdos mais afetados.
FUKUHARA et al. (1980) foram os primeiros a descrever pacientes com epilepsia

miocl6nica progressiva ¢ RRFs.

A partir de 1988, com as primeiras descrigdes de mutagSes patogé€nicas no
DNA mitocondrial (mtDNA) por HOLT, HARDING, MORGAN-HUGHES (1988) e
WALLACE et al., (1988), iniciou-se um novo capitulo na genética humana, a genética
mitocondrial. Desde entdo o desenvolvimento nesta area tem sido extraordindrio,
possibilitando a caracterizagdo de varias novas doengas, com destaque para as
neuromusculares, sendo de suma importdncia para tal um conhecimento detalhado do
mtDNA e sua forma de heranga (ROSE, 1998).

Introdugdo
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1.2. A MITOCONDRIA E O DNA MITOCONDRIAL
1.2.1. A mitocondria

A mitocondria é uma organela localizada no citoplasma de quase todas as
células de mamiferos e ¢ responsavel por varias fungdes vitais, tais como, o ciclo do 4cido
citrico, a biossintese de aminoacidos, a oxidagdo de acidos graxos e a produgéo de energia,
principalmente adenosinatrifosfato (ATP) (SCHATZ, 1994; DIMAURO et al., 1998;
WALLACE, BROWN, LOTT, 1999; NARDIN & JOHNS, 2001).

Os acidos graxos e carboidratos sdo os principais substratos para a produgdo de
energia na mitocondria via acetilcoenzima A (acetil-CoA). Os 4cidos graxos livres sdo
transportados para a mitocdndria pela carnitina palmitol tranferase (CPT) I e II na permuta
por carnitina livre, e entdo degradados para acetil-CoA via B oxidagdo. Os carboidratos
sofrem glicolise no citoplasma para produzirem piruvato, que € transportado por meio da
membrana mitocondrial e decarboxilado para acetil-CoA pelo complexo enzima
desidrogenase piruvato (PDC). A acetil-CoA ¢ entdo oxidada para diéxido de carbono e
agua através do ciclo do 4cido citrico. Este processo libera ions de hidrogénio que reduzem
o dinucleotideo adenina-nicotinamida (NAD) e o dinucleotideo adenina-flavina (FAD) para
NADH e¢ FADH; respectivamente, que sdo entdo reoxidados pela cadeia respiratéria
(WALLACE et al., 1999; NARDIN & JOHNS, 2001).

A cadeia respiratéria ocorre na membrana mitocondrial interna € compreende
quatro complexos. Estes complexos sdo ligados pelos elétrons méveis carreados pela
coenzima Q;o (CoQ)o) também chamada ubiquinona ou citocromo c. A cadeia respiratoria
transfere os elétrons na forma de ions de hidrogénio, para NADH e FADH; para o oxigénio
molecular produzindo agua. Este processo ¢ unido a trés sitios ao longo da cadeia
respiratéria para passagem de protons transmembrana. Esta passagem gera um potencial
elétrico que leva a sintese de ATP da adenosinadifosfato (ADP) pelo complexo V da cadeia
respiratoria. A produgdo de ATP pela redugdo do oxigénio, conhecida como fosforilagdo
oxidativa (OXPHOS) é que gera a energia necessaria para o funcionamento celular

(TREEM & SOKOL, 1998; WALLACE et al., 1999; NARDIN & JOHNS, 2001).

Introducdo
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1.2.2. A genética da funcdio mitocondrial

A OXPHOS ¢ resultado da interagdo dos genomas nuclear e mitocondrial. Os
genes do DNA nuclear (nDNA) codificam a maioria das proteinas mitocondriais. Ja os
peptideos da OXPHOS codificados pelo mtDNA incluem subunidades do complexo I (de
NDI1 a ND6), complexo III, complexo IV ou citocromo C oxidase (CO1, CO2, C03) e
complexo V ou ATP sintetase (ATPase 6 e 8) (Tab.1). O nDNA codifica também o RNA
que permite a tradugdo das intra-organelas mitocondriais e, ainda, produtos genéticos
nucleares desconhecidos que coordenariam a perpetuagdo e expressio do mtDNA
(ZEVIANI, TIRANTI, PIANTADOSI, 1998; TREEM & SOKOL, 1998).

Quando um destes componentes da OXPHOS apresenta um defeito genético
pode-se desenvolver uma doenga mitocondrial devido a redugdo na produgdo de energia e
ao acumulo de metabélitos intermedidrios e/ou produtos téxicos nas células (Quadro 1). A
falta de energia nos tecidos é a maior causa de fraqueza muscular, fadiga e problemas no
sistema nervoso, coragdo, rins, olhos e sistema endécrino. O acumulo de intermedidrios
téxicos pode ser responsivel por problemas no figado, caibras musculares, disfungdo
cerebral ou mesmo danos mitocondriais maiores (TREEM & SOKOL, 1998).

Tabela 1: Origem genética dos polipeptideos da OXPHOS, modificado de WALLACE,
1993)

Mitocondria Niicleo Total
Complexo | 7 >40 >47
Complexo I1 0 4 4
Complexo I11 1 10 11
Complexo IV 3 10 13
Complexo V 2 10 12
Total 13 >74 >87

Introducdo
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Quadro 1: Classifica¢iio genética das doencas mitocondriais, segundo DIMAURO et al.,
1998)

Defeitos no DNA nuclear ( heranca mendeliana):
A.  Defeito nos genes que codificam enzimas ou proteinas estruturais
B. Defeito nas translocases mitocondriais
C. Defeito na importagio de proteinas

D. Defeito nos sinais intergenémicos

Defeitos no DNA mitocondrial:
A. Rearranjos esporadicos em larga escala (duplicagdes e delegdes)

B. Mutagdes pontuais herdadas maternalmente

1.2.3. O DNA mitocondrial

O cromossomo mitocondrial é uma macromolécula circular de 16.569 pares de
bases (pb), dupla fita sendo uma fita leve (Ov), rica em pirimidinas e outra pesada (Oy),
rica em purinas. Determinou-se sua seqiiéncia completa e sabe-se que ele codifica 13 dos
mais de 80 polipeptideos do sistema da OXPHOS, 22 RNAs transportadores (tRNAs)
necessarios a expressio do seu genoma e dois tipos de RNA riboss6mico (rRNA) (TREEM
& SOKOL, 1998; ZEVIANI et al., 1998).

O mtDNA ¢ caracterizado por uma compacta¢do extrema, o que aumenta a
probabilidade de mutagdes deletérias. Ha poucos introns (ou regides nio codificantes entre
0s genes), segundo MICHAEL (1998), NARDIN & JOHNS (2001) ou nenhum, segundo
ZEVIANI et al. (1998), que consideram o tinico trecho nio codificante a regigo D-loop que
contém a origem de replicagdo da fita Oy € os promotores para a transcrigdo das fitas Oy e
O..

Introducdo
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Todas as células humanas possuem centenas de mitocdndrias, e cada
mitocdndria contém vérias copias de mtDNA (poliplasmia). O mtDNA replica-se dentro da
mitocondria e esta se divide por fissdo simples. Durante a citocinese, as mitocéndrias
distribuem-se aleatoriamente para as células-filhas. Quando uma célula contendo tanto
mtDNA mutante quanto normal, (uma condi¢do conhecida por heteroplasmia) se divide,
suas células-filhas podem conter apenas mtDNA normal (um caso de homoplasmia), apenas
mtDNA mutante (outro caso de homoplasmia) ou os dois. Esta segregagdo mitética explica
a grande variagdo da heteroplasmia entre diferentes tecidos ou até entre diferentes células
do mesmo tecido. A maioria dos defeitos no mtDNA sdo heteroplasmicos, enquanto
polimorfismos ndo patogénicos s@io homopldsmicos (MATTHEWS er al, 1995;
DIMAURO et al., 1998; TREEM & SOKOL, 1998; NARDIN & JOHNS, 2001).

A expressdo fenotipica de uma mutagdo no mtDNA depende das proporgdes
relativas de mtDNA normal e mutante; assim, a variabilidade da expressdo € o carater
progressivo sdo uma constante nos heredogramas dos disturbios mitocondriais. Estudos in
vitro demonstram que um limiar critico (“threshold”) de mtDNA mutante precisa ser
excedido antes da célula expressar um defeito na cadeia respiratéria (CHINNERY et al.,
1998). Como a dependéncia de energia € o efeito limiar variam nos diferentes tecidos,
Orgdos com grande demanda de energia sdo fregiientemente mais afetados (DIMAURO
et al., 1998; TREEM & SOKOL, 1998).

1.2.4. A heran¢a materna

Uma caracteristica singular do mtDNA ¢é sua heranga materna. O ovécito é bem
suprido de mitocondrias, mas o espermatozoide contém poucas e mesmo essas poucas nio
persistem na progénie (ZEVIANI et al., 1998; NARDIN & JOHNS, 2001). A mie
transmite seu mtDNA a toda prole, mas somente suas filhas transmitirio a mutagdo. A
transmissdo materna pode ndo ser aparente clinicamente devido a heteroplasmia e ao efeito
limiar (DIMAURO et al, 1998). Irmdos podem ser gravemente afetados,
oligossintomaticos ou mesmo assintomaticos (DIMAURO ef al., 1998; CHINNERY et al.,
1998).
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1.2.5. Mutagdes do mtDNA

A taxa de mutagdo observada no mtDNA € cerca de dez vezes maior da
apresentada pelo genoma nuclear. Isto decorre da falta de um sistema de reparo eficiente,
da auséncia de proteinas protetoras como as histonas e da associagio do genoma
mitocondrial com a membrana mitocondrial interna, na qual radicais de oxigénio altamente
mutagénicos sdo gerados como subprodutos da OXPHOS (WARNER & SCHAPIRA,
1997; TREEM & SOKOL, 1998; ZEVIANI et al., 1998).

As muta¢des no mtDNA sdo classificadas em dois grupos: rearranjos (delegdes
e duplicagdes) e mutagdes de ponto. A maioria dos rearranjos do mtDNA sdo esporadicos,
ndo sendo transmitidos para as geragdes subseqiientes. Em contraste, mutagdes de ponto do
mtDNA sdo geralmente herdadas maternalmente com transmisséo vertical (WARNER &
SCHAPIRA, 1997; CHINNERY et al., 1998; ZEVIANI et al., 1998; SMITH et al., 1999).

A classificagdo clinica das desordens conseqiientes das mutagdes no mtDNA
tende a ser complexa pois hi uma grande sobreposigdo entre essas patologias ja que
defeitos genéticos diferentes podem produzir a mesma sindrome clinica e sindromes
clinicamente diferentes podem estar associadas com o mesmo defeito genético (AUSTIN
et al. 1998). Dentre os principais fen6tipos associados a mutagdes de ponto no mtDNA
citam-se as sindromes: Leber hereditary optic neuropathy (LHON), neuropathy, ataxia, and
retinitis pigmentosa (NARP), maternally inherited Leigh syndrome (MILS), mitochondria
encephalomyopathy, lactic acidosis, and strokelike episodes (MELAS) e myoclonic
epilepsy and ragged-red fibers (MERRF) (DI MAURO et al., 1998; ZEVIANI et al., 1998),
(Tab. 2).
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Tabela 2: Mutacdes de ponto no mtDNA responsdveis por LHON, NARP, MILS
MELAS e MERRF, modificado de ZEVIANI ef al., 1998

Fenétipo Mutuacdo Gene afetado
MELAS 3243 A-G tRNAT TR
MELAS 3252 A-G tRNALeu(UUR)
MELAS 3271 T-C tRNALeUUR)
MELAS 3291 T-C tRNAUUR)
LHON 3460 G-A NDI
MERRF/MELAS 7512 T-C tRNASUCN
MERRF 8344 A-G tRNAL
MERRF/MELAS 8356 T-C tRNALUUR)
NARP/MILS 8993 T-G ATPase 6
NARP/MILS 8993 T-C ATPase 6
LHON 11778 G-A ND4
LHON 14484 T-C ND6

1.3. PRINCIPAIS SINDROMES COM MUTACOES DE PONTO NO mtDNA
1.3.1. Leber Hereditary Optic Neuropathy (LHON)

Pacientes com LHON apresentam perda aguda ou subaguda da visdo central
devido a atrofia Optica, 0 que leva a um escotoma central e a amaurose. A fundoscopia
classica revela, telangiectasia, microangiopatia, atrofia Optica, entre outros. O
eletrocardiograma pode apresentar-se anormal. Alguns pacientes desenvolvem uma
sindrome neurologica severa além dos sinais Opticos. Defeitos na condugdo cardiaca
(NIKOSKELAINEN, WANNE, DAHL, 1985), ataxia, distonia, disartria, neuropatia
sensorial e reflexos alterados podem ser observados como sintomas secundérios
(CHALMERS & SCHAPIRA, 1999).
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No inicio do século XIX foram feitas as primeiras descrigdes de perda visual
bilateral subaguda em adultos jovens masculinos, mas foram pobremente documentadas.
VON GRAEFE (1858) baseando-se nesses relatos descreveu uma forma de neuropatia
optica hereditaria. THEODOR LEBER (1871) foi o primeiro a descrever acuradamente as
caracteristicas clinicas dessa forma de neuropatia 6ptica hereditaria que atualmente recebe
seu nome (neuropatia Optica de Leber). WALLACE et al. (1988) foram os primeiros a
confirmar a hipétese de que um defeito no mtDNA seria o responsavel pela doenga ao
identificar a mutagdo G11778A no gene ND4 do mtDNA em nove de 11 familias com
LHON na Finlandia e nos EUA.

Atualmente a doenga € associada a 18 mutagdes de ponto no mtDNA. As
mutagdes G3460A no gene ND1, G11778A no gene ND4 e T14484C no gene ND6 sdo
consideradas mutagdes primarias e ocorrem em pelo menos 90% das familias afetadas.
Estas mutages sdo suficientes para causar perda visual e estdo presentes nas formas homo
e heteroplasmica (MARJA-LISA, 1995; RIORDAN-EVA & HARDING, 1995; ZEVIANI
et al., 1998). Nove substitui¢des no mtDNA presentes em um pequeno nimero de pacientes
com LHON sdo consideradas secundarias por ndo serem suficientes para causar perda
visual, mas somente quando associadas a outras mutagSes no individuo. Sdo observadas
sempre na forma homoplasmica (BROWN et al., 1992; MARJA-LISA, 1995; RIORDAN-
EVA & HARDING, 1995; VERGANI et. al.,1995; ZEVIANI et al., 1998).

LHON ¢ responsavel por cerca de 3% dos casos de amaurose em adultos jovens
masculinos. Aproximadamente 11% dos pacientes com neuropatia/atrofia éptica bilateral
de etiologia incerta parecem sofrer de LHON e os casos isolados representam por volta de
8% (CHAN, MACKEY, BYRNE, 1996). A maior parte dos pacientes sio homens, mas
cerca de 15% sdo mulheres (OOSTRA et al., 1996). A prevaléncia masculina ainda ndo ¢é
explicada, mas nfio ¢ mais aceita como resultado de um Jocus de susceptibilidade ligado ao
cromossomo X (CHALMERS er al., 1996; OOSTRA et al., 1996; PEGORARO ef al.,
1996). A penetrincia ¢ reduzida mesmo em familias homoplasmicas. Fatores externos,
como alcool e tabaco apresentam influéncia na clinica dos portadores das mutagdes
G3460A e T14484C. Individuos com doengas autoimunes apresentam maior
susceptibilidade ao desenvolvimento dos sintomas (CHALMERS & SCHAPIRA, 1999).
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1.3.2. Neuropathy, ataxia, and retinitis pigmentosa (NARP) / Maternally inherited
Leigh syndrome (MILS)

Neuropatia sensorial, ataxia, retinite pigmentosa, deméncia, epilepsia, fraqueza
muscular neurogénica proximal entre outros fazem parte do quadro clinico de NARP (DI
MAURO et al., 1998).

Pacientes com MILS apresentam altos niveis de lactato, piruvato e alanina,
necrose dos ginglios da base, facilmente observada na ressonincia magnética, regressdo
neurologica, espasmos infantis, paralisia cerebral, falha nas fun¢des cerebelares, morte ou

estado vegetativo poucos meses apos o nascimento (SANTORELLI et al., 1997).

HOLT et al. (1990) descreveram uma familia com varios individuos afetados
por manifestagdes clinicas varidveis, dentre as quais, atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, retinite pigmentosa, deméncia, epilepsias, ataxia, fraqueza muscular
neurogénica proximal e neuropatia sensorial com transmissdo materna. Posteriormente essa
sindrome foi denominada NARP. A anélise seqiiencial identificou a mutagio de ponto
T8993G na posigdo 156 da subunidade 6 da ATPase mitocondrial, reduzindo a metade a
atividade desta enzima. O fenétipo é varidvel, mas o quadro clinico mais comum inclui
fraqueza muscular neurogénica, ataxia e retinite pigmentosa (NARP), ou uma doenga
neurodegenerativa que cursa com altos niveis de lactato, piruvato e alanina- MILS
(maternally inherited Leigh syndrome). Acredita-se que esta forma mais grave esteja
relacionada a altas taxas de mtDNA mutante (80-90%). Uma segunda mutagdo T8993C,
menos freqiiente também possui associagdo com MILS. Juntas, NARP e MILS,
representam as mutagdes mitocondriais mais freqiientes em criangas (SANTORELLI er al.,
1997).

1.3.3. Mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, and strokelike episodes
(MELAS)

O inicio dos sintomas se d4 geralmente antes dos quarenta anos € se caracteriza
por episddios “strokelike”, RRF, intolerdncia a exercicios, acidose lactica, convulsdes,

(KIMATA et al., 1998) e deméncia ocorrem em mais de 90% dos casos; baixa estatura,
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cefaléia, perda auditiva, vomitos, fraqueza dos membros e hemianopsia aparecem em 75%
a 89% dos casos (DIMAURO et al., 1998).

Menos freqiientemente podem estar presentes sinais de oftalmoplegia, retinite
pigmentosa, deficiéncia na audigdo sensoneural, epilepsia, doenga da substincia branca
cerebral, calcificagdo dos ganglios da base, cardiomiopatia hipertréfica, ou ataxia (DE
VRIES et al., 1994).

Em diabéticos a mutagdo A3243G esta presente em cerca de 4% dos pacientes,
sendo que em populagdes asidtica sua freqiiéncia ¢ ainda maior, chegando a 8%. Destes
61% também apresentam surdez (REARDON et al., 1992; TSUKUDA et al. ;1997

A primeira descrigdo clinica de uma entidade que incluiu episédios
“strokelike™, acidemia lactica e RRF foi de SHAPIRA et al. (1975). PAVLAKIS et al.
(1984) descreveram vdrios pacientes introduzindo o acrénimo MELAS (mitochondrial
encephalomyopathy with lactic acidosis and strokelike episodes). Publicagdes posteriores
estabeleceram o papel central da disfungdo da cadeia respiratéria na patogénese da
desordem (DIMAURO et al., 1989). GOTO, NONAKA, HORAI (1990) identificaram uma
mutac¢do pontual no gene do RNA transportador da leucina na posi¢do 3243 com a troca de

uma adenina por uma guanina em alguns pacientes com MELAS.

HIRANO & PAVLAKIS (1994) publicaram um artigo relatando a revisdo de
110 pacientes com encefalomiopatia mitocondrial, acidose lactica e episédio “strokelike”

definindo o espectro clinico da doenga.

Posteriormente a associagdo de novas mutagdes pontuais a MELAS indicou
tratar-se de uma patologia geneticamente heterogénea entretanto, em 80% dos casos o
fenétipo € devido a mutagdo do tRNA mitocondrial no nucleotideo 3243 ( ENTER ef al.,
1991; DI MAURO et al., 1998) e em 10% a mutagdo de ponto no nucleotideo 3271
(GOTO, NONAKA, HORALI, 1991; KIMATA et al., 1998).
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1.3.4. Myoclonic epilepsy and ragged-red fibers (MERRF)

MERRF € uma encefalopatia que foi descrita por FUKUHARA ef al. (1980),
sendo conhecida também como doenga de Fukuhara, ou epilepsia com fibras vermelhas
rotas. ROSING er al. (1985) criaram o acronimo MERRF e relacionaram a doenga a forma
de heranga materna. E caracterizada por crises mioclonicas e tdnico-clonicas associadas a
disfuncdo neurolégica progressiva, especialmente deméncia e ataxia cerebelar e por
anormalidades mitocondriais no misculo esquelético como alteragdes morfolégicas, RRF e
defeitos bioquimicos varidveis nos complexos respiratorios mitocondriais (ROSING et al.,

1985). Disartria, atrofia 6ptica, retardo no crescimento e surdez podem também ocorrer.

SHOFFNER et al. (1990) encontraram a mutagéo de ponto A8344G no gene do
RNA transportador da Lys em pacientes com MERRF. A mutagio A8344G ¢ a mais
comum em pacientes com MERRF (DIMAURO ef al., 1998) e ¢ quase exclusivamente
associada a esta. Porém, h4 a descrigdo de uma familia com 19 membros apresentando esta
mesma mutagdo mas com um quadro clinico de ataxia, miopatia, perda de audigdo e
neuropatia, juntamente com lipomas axiais, diabetes mellitus ¢ hipertensdo. E ainda outra
familia com dois individuos com regressdo neuroldgica e necrose dos ganglios da base e
um com quadro clinico predominante de neuropatia periférica compativel com diagndstico
de Charcot-Marie-Tooth (AUSTIN et al., 1998).

1.4. EPIDEMIOLOGIA DAS MUTACOES MITOCONDRIAIS

Segundo MAJAMAA et al. (1998) e UUSIMAA et al. (2000) a freqiiéncia de
doengas mitocondriais entre pacientes com encefalopatias € miopatias ndo € conhecida uma
vez que uma estimativa mais exata fica dificultada devido 4 grande variabilidade na
apresentagdo clinica destas patologias. Na populagdo brasileira dados sobre a freqiiéncia de
doengas mitocondriais nio sdo conhecidos.

Em 2001 DARIN et al. completaram um estudo sobre a incidéncia de
encefalomiopatias mitocondriais em criangas do Oeste da Suécia. Através da pesquisa de

registros e revisdes médicas identificaram 32 pacientes com menos de 16 anos com

Introdugdo
3l



diagnostico clinico de encefalomiopatia mitocondrial em um estudo de populagdes feito
entre 1° de janeiro de 84 e 31 de dezembro de 98. Obtiveram a incidéncia de uma em
11.000 criangas abaixo dos 6 anos com encefalomiopatia mitocondrial; ja em criangas
abaixo dos 16 anos a incidéncia caiu para uma em 21.000. A incidéncia da sindrome de
Leigh foi de 1 em 32.000. Dentre os 32, eles identificaram quatro pacientes com mutagdes
de ponto no mtDNA, dois com dele¢des e dois com mutagdes nucleares no gene SURF1.
Concluiram que as encefalomiopatias mitocondriais sdo desordens neurometabdlicas

relativamente comuns na infancia.

UUSIMAA et al. (2000) avaliaram a freqiiéncia das anormalidades
mitocondriais em musculos, em defeitos na atividade da cadeia respiratdria € em mutagdes
no mtDNA em criangas com retardamento psicomotor no Norte da Finlandia. Um total de
116 pacientes com encefalopatias e miopatias de etiologia desconhecida foram registrados
durante um periodo de sete anos. Alteragdes ultraestruturais em bidpsia muscular estavam
presentes em 71% dos casos, RRF foram observadas em quatro casos. Defeitos na
OXPHOS foram encontrados em 26 criangas (28%). Defeitos no complexo I € no complexo
IV foram os mais comuns. Quinze por cento dos pacientes (n=17/116) tinham
provavelmente doenga mitocondrial. Mutagdes patogénicas no mtDNA foram encontradas
em apenas um caso (9%). Eles concluiram que as mutagdes no mtDNA sdo raramente as
causas de encefalomiopatias em criangas, em contraste com a alta freqiiéncia das mutagoes
responsaveis por MELAS em adultos da mesma regido, como descrito por MAJAMAA
et al. (1998) que encontraram na populagdo adulta da Finlindia com clinica d¢ MELAS a
mutagio A3243G com uma incidéncia de 16,3 em 100.000 adultos, constituindo uma das

maiores categorias de diagnostico de doengas neurogeneticas.

APPLEGARTH, TOONE, LOWRY (2000) em um estudo da incidéncia de
erros inatos do metabolismo no periodo de 1969 a 1996 na Columbia britanica observaram
em aproximadamente trés de cada 100.000 nascidos vivos (7-8%) o desenvolvimento de
doenga mitocondrial. Do ano de 1988 ao ano de 1996 houveram 408.667 nascimentos,
destes, dois apresentaram defeitos no complexo I, trés no complexo IV, trés casos em
ambos os complexos I € IV, e defeitos nos complexos I e III associados em um caso.

Observou-se a mutagio T8993G em um caso de NARP.

Introdugdo
32



PANG et al. (1999) em um estudo epidemiologico sobre a freqiiéncia das
mutag¢des no mtDNA em 127 pacientes com doenga mitocondrial, desenvolvido em Taiwan
durante oito anos, revelaram que 32 apresentaram a mutagdo A3243G, incluindo 25 com
MELAS, um com a sindrome Kearns-Sayre (KSS), um com diabetes mellitus ¢ surdez e
cinco com CPEO. A mutagdo A8344G foi encontrada em nove pacientes com MERRF, a
mutagdo G11778A em 18 dentre 22 pacientes com Leber. As mutagdes T8993C e T8993G
foram observadas em um ¢ dois pacientes com Leigh, respectivamente. Um paciente com

MELAS e dois com MERRF apresentaram delegdes de larga escala no mtDNA.

As publicagdes a respeito de mutagdes de ponto em pacientes com
comprometimento neurolégico no Brasil sdo poucas e ndo ha nenhuma publicagdo sobre a

freqiiéncia destas até o momento.

LEVY et al. (1983) descreveram clinicamente um paciente de dez anos de
idade que apresentou miopatia congénita posteriormente diagnosticada como miopatia

mitocondrial.

WERNECK, ABDALLA, LOHR (1987) descreveram clinicamente um
paciente brasileiro, masculino, de 12 anos de idade, com MELAS. Este apresentava acidose
lactica, episédios “strokelike” e calcificagdo dos ganglios da base. A biopsia muscular

revelou a presenga de RRF.

WERNECK & DIMAURO (1989) relataram uma paciente brasileira de 24 anos
de idade, com perda progressiva da forga muscular desde os 10 anos, cuja suspeita foi um

possivel defeito no complexo II da cadeia respiratoria.

DIAS-TOSTA (1988a) estudou as alteragdes morfolégicas e citoquimicas
observadas em biépsias musculares de 37 pacientes com CPEO e as alteragdes encontradas
em biépsia muscular de 34 pacientes com CPEO sob microscopia eletronica

(DIAS-TOSTA, 1988b).

KIYOMOTO et al. (1991) relataram 12 pacientes com miopatia mitocondrial,
sendo nove masculinos e trés femininos. Dez dos pacientes apresentaram oftalmoplegia,

ptose e fraqueza muscular e um intolerancia a exercicios.
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WAJNER et al. (1992) relataram um paciente brasileiro com hipotonia
generalizada, alteragdes do EEG e crises de acidose metabdlica que apresentava uma
deficiéncia de 3-Quetotiolase devido a um defeito da proteina mitocondrial tiolase

acetoacetil-CoA.

FERRAZ & ANDRADE (1992) em estudo clinico de 46 pacientes brasileiros
com distonia sintomdtica encontraram apenas um cuja causa foi devida a doenga

mitocondrial.

MARIE et al. (1994) descreveram uma familia brasileira descendente de
portugueses e italianos com a mutagdo T3271C, que € a segunda mais freqiiente em
portadores de MELAS.

KIYOMOTO ef al. (1997) encontraram 11 pacientes com delegdes no mtDNA
dentre 13 que apresentavam oftalmoplegia externa progressiva cronica (CPEO) e RRF, em
um estudo que apresentou uma alta freqiiéncia de dele¢des no mtDNA de pacientes
brasileiros com CPEO. Ndo encontraram correlagdo entre a severidade clinica, os achados
morfologicos € o tamanho ou quantia de mtDNA mutado no misculo, sugerindo que

existem fatores desconhecidos influenciando o fenétipo da doenga.

SILVA et al. (1998) avaliaram pacientes brasileiros quanto ao teste de exercicio
cardiopulmonar (CPX) para o diagnéstico de miopatias e observaram que pacientes com
doenga mitocondrial apresentavam diferengas significativas para a for¢a de trabalho e para
o consumo de oxigénio maximo (VO2 max) e valores significativamente menores do limiar

anaerdébico quando comparados aos controles.

MARIE et al. (1999) apresentaram a sindrome KSS, confirmada pela presenga
de delegdio no mtDNA obtido do musculo esquelético, associada a distonia, em um paciente

brasileiro.

As doengas mitocondriais tém despertado bastante interesse de pesquisadores
no Brasil, inclusive ja foram realizadas uma dissertagdo de Mestrado ¢ teses de Doutorado
abordando doengas mitocondriais ou aspectos relacionados a elas (VALENTE, 1981;
PLUT, 1994; MARIE, 1996; KIYOMOTO, 1997; TENGAN, 1997).
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1) Determinar a freqii€ncia relativa das principais muta¢cdes de ponto do

mtDNA em pacientes com doenga neurodegenerativa.

2) Investigar as possiveis correlagdes entre o tipo de mutagdo identificada

(genotipo) e o quadro clinico dos individuos afetados (fenétipo).

3) Quantificar a heteroplasmia em individuos afetados e correlaciond-la a
gravidade do quadro clinico.

Objetivos
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3.1. SELECAO DA AMOSTRA

A amostra para o estudo foi selecionada entre individuos com doengas
neurodegenerativas nos quais a etiologia mitocondrial foi suspeita. Esses pacientes foram
recrutados nos ambulatorios de Epilepsia Infantil, Epilepsia, Doengas Neuromusculares e
Neurogenética do HC-Unicamp, e em diversos ambulatérios de colaboradores externos. Os
pacientes selecionados foram convidados a participar deste projeto de pesquisa e foi
solicitada a assinatura de um formulério de consentimento pos-informagdo para coleta da
amostra de sangue (ANEXO 1). Cada familia foi informada de que, além de uma possivel
contribuigdo ao conhecimento destas sindromes, sua participagdo poderia ser util na
confirmagéo do diagnéstico, bem como poderia trazer subsidios para um aconselhamento

genético mais adequado.

O presente estudo foi submetido a analise e aprovagio do Comité de Etica da
FCM, previamente a sua realizagdo (ANEXO 2).

3.2. AVALIACAO GENETICO-CLINICA

Os dados anamnésicos foram revistos pela orientadora deste trabalho, Profa.
Dra. Iscia Lopes-Cendes, ¢ colaboradores, com determinagio da genealogia, obtengido de
informagdes necessarias a elaboragdo dos heredogramas e caracterizagdo do quadro clinico.
Foi elaborado um formulério clinico que foi devidamente preenchido pelos médicos
responsaveis (ANEXO 3). As genitoras dos individuos afetados também foram
sistematicamente avaliadas, quando possivel e, sempre que necessario, havendo

possibilidade, outros familiares foram convocados para avaliagéo.

3.3. DISTRIBUICAO CLINICA

A amostra constituiu-se de 120 pacientes pertencentes a 106 familias ndo
relacionadas com suspeita clinica de doenga mitocondrial, divididos nas categorias

seguintes: 27% dos pacientes com epilepsia mioclénica progressiva (n=32), 23% com
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encefalo e/ou miopatia de possivel etiologia mitocondrial (n=28), 23% com surdez
idiopatica (n=28), 6,7% com neuropatia optica compativel com Leber (n=8), 5,0% com
diagnéstico clinico de MELAS (n=6), 5,0% com ataxia de etiologia desconhecida (n=6),
4,0% com suspeita clinica de doenga da Leigh (n=5), 2,5% com suspeita de MERRF (n=3),
2.5% com diagndstico clinico de NARP (n=3) e 0,8% com amaurose e diabetes (n=1).
Foram avaliadas também sete familiares assintomaticos pertencentes a quatro familias ndo

relacionadas (Tab. 3).

Tabela 3: Classificag@o dos pacientes quanto ao diagnostico e/ou suspeita clinica

n° Pacientes Diagnéstico ou suspeita clinica
32 Epilepsia mioclonica progressiva
28 Mio e/ou encefalopatia de possivel etiologia mitocondrial
28 Surdez idiopatica
8 Leber
6 MELAS
6 Ataxia
5 Leigh
3 MERRF
3 NARP
1 Amaurose e diabetes

TOTAL=120 pacientes

7 Familiares assintomaticos

TOTAL=127 individuos
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Todos os pacientes e os sete familiares assintomaticos foram submetidos a
investigagdo clinica e molecular para as principais mutagdes de ponto do mtDNA,
excetuando-se para as mutagdes responsaveis por LHON, que foram testadas apenas em
pacientes com alteragdes visuais. Os pacientes com surdez idiopatica foram testados

somente para a mutagdo A3243G que esta relacionada a perda de audigdo em pacientes

diabéticos (Tab. 4).

Tabela 4: Mutag¢des de ponto no mtDNA investigadas

Fenotipo Mutacio Gene afetado
MELAS 3243 A-G tRNAT0TR
LHON 3460 G-A ND1
MERRF 8344 A-G tRNAY®
NARP/MILS 8993 T-G ATPase 6
NARP/MILS 8993 T-C ATPase 6
LHON 11778 G-A ND4
LHON 14484 T-C ND6

3.4. ANALISE MOLECULAR

A analise molecular foi realizada pela executora do projeto, no Laboratério de

Genética Molecular do Departamento de Genética Médica (DGM), FCM-Unicamp.

3.4.1. Extragio de mtDNA genomico de sangue periférico

A extragdo do mtDNA gendémico das amostras colhidas foi feita utilizando-se
protocolos manuais de extragdo de DNA com fenol e cloroférmio. Vinte a 30 ml de sangue
venoso foram colhidos de cada individuo recrutado para o estudo. As amostras foram
centrifugadas a 1900 rpm por 10 min. E a parte intermedidria na qual estdo localizados os
leucécitos foi transferida para um tubo de fundo cénico de polipropileno. Em seguida,
foram adicionadas solugdes RSB 1x (completando um volume de 11ml) e Nonidet (60ul).
A solucdo foi centrifugada a 2500 rpm por 10 min. e o sobrenadante descartado. Foram
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adicionados 3,0 ml de solugdo SDS a 10% e 60ul de proteinase K (100 mg/ml) e as
amostras incubadas a 37°C por 24h. Apés incubagio foram acrescentados 3ml de fenol,
seguido de centrifugagdo a 2500 rpm por 10 min. e descarte da parte orgéanica da solugdo.
Esse processo foi repetido com 1,5 ml de fenol e 1,5 ml de élcool isoamilico e cloroférmio
(1:24). O DNA gendmico foi entdo precipitado com 6,0 ml de etanol absoluto. Esse método
propiciou a extragdo de grande quantidade de DNA (acima de 700 pg).

3.4.2. Pesquisa das mutagdes
3.4.2.1. Amplificagio génica

A amplificagdo foi feita pela reagdo da polimerase em cadeia utilizando-se
as seqiiéncias dos oligonucleotideos iniciadores (“primers”) (Tab. 5). Os fragmentos
amplificados compreenderam as regides que continham as sete mutagdes de ponto
pesquisadas neste trabalho (Tab. 6), (MORAES et al.,, 1992; JUVONEN et al., 1994,
ZEVIANI ef al., 1991; UZIEL et al., 1997; SANTORELLII e/ al.,1997; WISSINGER ef al.
1997).

Tabela 5: Segiiéncias dos “primers” utilizados

Moutacdo Primers

A3243G sense: cct ccc tgt acg aaa ggac
anti-sense: geg att aga atg ggt aca atg

G3460A sense: ggc tac aac ccttetteg ©
anti-sense: ggc tct ttg gtg aap agt ttt
A8344G sense: cta cce cct cta gag ccc ac
anti-sense: gta gta ttt agt tgg ggc att tca ctg taa age cgt git g2
T8993G/C sense: cta atc acc acc caa caa tga cta at
anti-sense: tac tag aag tgt gaa aac gta ggc tt
T8993G sense: gec cta gee cac ttc tta cca ca

anti-sense: agg ccg gag gtc att agg agg act

G11778A sense: aac tac gaa cgc act cac ag
anti-sense: gaa gtc ctt gag aga gga tla

T14484C sense: gta gta tat cca aag ata acc a
anti-sense: ctt cta age ctt ctccta t
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Tabela 6: Tamanho dos produtos de amplifica¢do

Mutacéio tamanho dos produtos de amplificaciio
A3243G 238pb

G3460A 49pb

AB344G 108pb

T8993G 530pb e 402pb

T8993C 530pb

G11778A 49pb

T14484C 154pb

Para todas as reagdes de amplificagdo a mistura da reagdo, com volume total de
25 ul, consistiu de: 2,0 pl da amostra de DNA (200 ng), 2.5 ul da solugdo tampéo 10X sem
MgCl,) para a enzima Tag polimerase (Gibco®), 0,75 pl de MgCl, (1,5 mM), 2,0 pl de
cada “primer” (0,01 pg/pl), 5,0 pl de dNTP (1,25mM), 0,3 pl de Taq polimerase (Gibco®),

1,3 pl de albumina e 9,15 pl de dgua bidestilada.

As reagdes foram realizadas em aparelho termociclador (Gene Amp PCR
System 2400 - Perkin Elmer®). Consistiram de repetidos ciclos de aquecimento a 94° C
para denaturagdo do DNA, seguido da temperatura de anelamento especifica para cada par
de “primers”, e entéo de 72° C para a extensdo das novas fitas amplifica¢do. As condigdes
da PCR, estdo resumidas na tab. 7, (MORAES et al., 1992; JUVONEN et al, 1994;
ZEVIANI et al., 1991; UZIEL et al., 1997; SANTORELLII et al.,1997; WISSINGER et

al., 1997).
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Tabela 7: Condigdes das PCRs

Mutacio n° de Ciclos Temperatura Tempo
A3243G 94°C - Imin.
25ciclos 55°C- Imin.
T20E - 45s
G3460A 94°C - 30s.
25ciclos 55°C - 30s.
72°C - 30s
A8344G 94°C - 1,5min.
25ciclos 55°C - 1,5min.
72°C - Imin.
T8993G/C 94° C - lmin.
35ciclos 58°C- 1min.
72°C - Imin.
T8993G 94° C - 20s.
25ciclos 60° C - 20s.
72°C - 45s
G11778A 94°C - 30s.
25ciclos 54°C - 30s.
72°C- 30s
T14484C 94°C - 1min.
30ciclos 517C Imin
72°C - 1min.
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A verificagdo da amplificagdo foi feita por eletroforese em gel de agarose 2%
posteriormente corado com brometo de etideo. O gel foi constituido de: 100 ml de tampdo
TBE (Tris, Ac. Bérico, EDTA). Misturaram-se 5,0 ul das amostras amplificadas a 2,0 pl de
tampdo de corrida (glicose 50%, azul de bromofenol 0,25%). Foram utilizados marcadores
de peso molecular (DNA Ladder) de 25pb ou 50pb (Gibco -BRL®), de acordo com o
tamanho do produto de amplificagdo. A corrida eletroforética deu-se a 150 V por
aproximadamente 30 min. O gel foi entdo levado ao transiluminador com lampada

ultravioleta para visualizagdo.

3.4.2.2. Analise de restrigio

Para pesquisa das mutagdes de ponto responsaveis por MELAS (mutagdo
A3243G), MERRF (mutagdo A8344G), NARP e MILS (mutagdes T8993G/C) e LHON
(mutagdes G3460A, G11778A, T14484C) foi realizada analise por enzimas de restrigdo. As
regides amplificadas foram digeridas com as enzimas de restri¢do especificas de acordo
com a tab. 8. As amostras digeridas foram submetidas a eletroforese em géis de acrilamida
12% (TBE 10 X, bis acrilamida 40%, persulfato de amoénio 10%, temed e dgua deionizada)
ou agarose 2% a 150 V, com tempos de corrida especificos para o tamanho dos fragmentos.
Ap6s a corrida eletroforética os géis foram corados com brometo de etideo e levados ao
transiluminador com lampada ultravioleta. Para documentacdo foi utilizado o sistema

Polaroid ® de fotografia instantinea.

Para a analise de restricio da mutagdo A3243G do mtDNA, os produtos de
238pb obtidos pela reagdo da PCR foram digeridos com a enzima Hae 111. Na presenca da
mutagdo, além de fragmentos de 32pb, 37pb e 169pb presentes em individuos normais
devido a dois sitios naturais para a enzima Hae IlI, notam-se duas bandas adicionais, uma
de 97pb € outra de 72pb.

Para a analise de restrigdo da mutagio G3460A os fragmentos amplificados de
49pb pela PCR foram digeridos com a enzima Bsa HI, o sitio de restrigdo € abolido na
presenga da mutag@o. Na auséncia de mutagdo sio observados fragmentos de 22 e 27 pb.
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A enzima Bg! | foi utilizada para pesquisa da mutagio A8344G. Na presenca da
mutagdo o amplificado de 108pb ¢ clivado em fragmentos de 73pb e 35pb.

As enzimas Ava 1 e Hpa 1I, na presenga das mutagdes T8993G/C,
respectivamente, clivam o fragmento de 530pb em fragmentos de 187pb e 343pb. A enzima
Msp I também foi utilizada na pesquisa de T8993G, o fragmento de 402pb é clivado em
fragmentos de 6pb, 96pb e 300pb na presen¢a de mutacio.

Para a analise da mutagcdo G11778A do mtDNA os fragmentos de 49pb obtidos
pela reagdo da PCR foram digeridos com a enzima Sfa NI. A mutagdo abole o sitio de

restrigdo. Em individuos normais s@o criados fragmentos de 17pb e de 32pb.

A enzima Bsa BI foi utilizada para pesquisa da mutagdo T14484C. Na auséncia

de mutagdo o fragmento amplificado de 154 pb € clivado em fragmentos de 19pb e 135pb.

Em cada uma das digestdes também sdo observados nos individuos com

mutagdo fragmentos de tamanho normal devido a heteroplasmia (Tab.9).

Tabela 8: Enzimas de restri¢do utilizadas para pesquisa das mutagdes

Mutacdo Enzima de restri¢gio
A3243G Hae 111
G3460A Bsa Hl
AB8344G Bgl1

T8993G Avale Msp 1
T8993C Hpa 11
G11778A Sfa NI
T14484C Bsa BI
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Tabela 9: Produtos da digestdo com enzimas de restricdo. Os produtos de amplificacdo

ap6s submetidos a digestdo pelas enzimas especificas apresentam fragmentos de digestio

de diferentes tamanhos. Os numeros em negrito correspondem a fragmentos de tamanho

normal que devido a heteroplasmia também sdo observados em pacientes com mutagédo

Mutacio Tamanho dos produtos Enzima de Tamanho dos produtos
de amplificaciio restri¢do de digestio

A3243G 238pb Hae 111 sem muta¢do: 32pb, 37pb, 169pb

com mutagdo: 32pb, 37pb, 72pb, 97pb e 169pb
G3460A 49pb Bsa HI sem mutagdo: 22pb e 27pb

com mutagio: 22pb, 27pb e 49pb
A8344G 108pb Bgl 1 sem mutagdo: 108pb

com mutagdo: 35pb, 73pb e 108pb
T8993G 530pb Aval sem mutagio: 530pb

com mutagdo: 187pb, 343pb e 530pb
T8993G 402pb Msp 1 sem mutagio:  402pb,

com mutagdo: 6pb, 96pb, 300pb e 402pb
T8993C 530pb Hpall sem mutagdo: 108pb

com mutagdo: 35pb, 73pb e 108pb
G11778A 49pb Sfa NI sem mutagio: 22pb e 27pb

com muta¢do: 22pb, 27pb e 49pb
T14484C 154pb Bsa BI sem mutagdo: 19pb, 135pb

com mutagio

: 19pb, 135pb e 154pb
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3.4.2.3. Seqiienciamento

As mutagdes encontradas foram confirmadas pelo seqiienciamento manual das
regides criticas do mtDNA para as sindromes citadas. O seqiienciamento dos produtos da
PCR foi realizado com a utilizagdo do kit da Thermo  Sequenase
(Amersham/Pharmacia/Biotech®). Os fragmentos amplificados foram tratados com
exonuclease por 30min. e em seguida foram feitas reagdes sense e anti-sense utilizando-se
em cada uma os “primers” especificos juntamente com nucleotideos radioativos (a-dNTP
P¥) e o mix dGTP. O seqiienciamento se deu em aparelho termociclador. Foram
misturados 4,0 pl dos produtos do seqiienciamento a 8,0 pl de “stop solution” (formamida
95%, EDTA 20 mM, azul de bromofenol, xileno ciamol e 4gua deionizada) e aplicados em
géis de seqiienciamento (uréia, bis acrilamida 40%, persulfato 25%, temed, TBE 20X e
agua deionizada). A leitura dos alelos foi feita por autoradiografia apés aproximadamente

trés dias de exposigéo a filmes de raio-X sob temperatura ambiente.

3.4.2.4. Quantificacdo da heteroplasmia

A proporgdo de mtDNA mutante e normal foi determinada nos produtos da
PCR ap6s a digestdo com as enzimas de restrigdo especificas e eletroforese em gel de
acrilamida 12% corado com brometo de etideo (modificado de MATTHEWS et al., 1995).
O gel foi fotografado com a Camara Digital Kodak (DC 290 Zoom) sob iluminag¢do UV. O
brometo de etideo intercala-se com o DNA e o complexo assim formado emite
fluorescéncia sob radiagdo UV. A intensidade de fluorescéncia é proporcional ao total de
DNA em cada banda no gel de acrilamida. A imagem foi analisada e processada com o uso
do sistema Kodak EDAS 290 (electrophoresis documentation analysis system) e a
porcentagem de mtDNA mutante foi calculada pela andlise da densidade relativa das
bandas captadas pelo aparelho.
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4. RESULTADOS
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4.1. AVALIACAO CLINICA

Os pacientes foram avaliados separadamente dentro de suas categorias clinicas
(ver Tab.3). Os achados mais freqiientes em pacientes com diagnéstico de epilepsia
mioclonica progressiva (n=32) foram: 84% (n = 27) com crises motoras tonico-clonicas;
81% (n= 26) com alteragdes cognitivas; 44% (n= 14) com diminui¢do da acuidade visual;
50% (n= 16) com disartria; 60% (n= 19) com incoordenagéo de membros € 66% (n=21) da
marcha; 53% (n=17) com tremores; 66% (n= 21) com movimentos involuntarios; 44%

(n= 14) com ataxia.

Em pacientes com suspeita de encéfalo e/ou miopatia mitocondrial (n= 28) os
aspectos clinicos de maior incidéncia foram: crises motoras tonico-clonicas em 43%
(n= 12); alteracdes cognitivas em 46% (n= 13); diminui¢do da acuidade visual em 46%

(n=13).

Para os pacientes que apresentaram uma clinica mais fechada para Leber,
MELAS, Leigh, MERRF e NARP a freqiiéncia das principais caracteristicas clinicas

avaliadas em cada categoria encontram-se distribuidas na tab.10a, 10b.
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Tabela 10a: Freqiiéncia das principais caracteristicas clinicas nas diferentes categorias

Avaliagdo clinica Leber MELAS Leigh MERRF NARP
Nuamero de individuos 8 6 5 3 3
Familias 6 6 5 3 2
Idade de inicio dos sintomas 14,5 7,85 4.4 18,3 36,3
Faixa da idade de inicio 7-20 3m-24a 6m-18 7m-35 29-50
Feminino/Masculino 3/5 2/4 2/3 1/2 1/2
Ep. mioclonica progressiva 0 ~16%(1) 0 100% 0
“Strokelike” 0 100% 20%(1) 0 0
Alteragdes cognitivas 0 ~67%(4) 40% 100% 0
Crises tonico-clonicas ~50%(4) 20%(1) ndo aval. 0
Nistagmo 25%(2) 0 50% ~33%(1) ~33%(1)
Oftalmoplegia 100%
4 Acuidade visual 100% 83%(5) 20%(1) ~33%(1) ~67%(2)
Atrofia optica 100% 20%(1) =33%(1)
Alteragdes retinianas ~37%(3)
Retinite pigmentosa 25%(2) 0
{ Acuidade auditiva 0% 50% ~33%(1) ~33(1)
Disartria = 33%(2) ~33(1)
Disfagia ~33%(2)
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Tabela 10b: Fregiiéncia das principais caracteristicas clinicas nas diferentes categorias

Avaliagdo clinica Leber MELAS Leigh MERRF NARP
Incoordenagdo de membros 12,5% (1) ~ 20%(1) ~67%(2)
Incoordenagéo da marcha =~ 17% (1) 100% 100%
Tremores ~ 17% (1) =~ 33% (1)
Ciibras 50% (3) ~ 33%(1)
Distonia 50% (3) 20% (1)

Miotonia 40% (2)

Necrose dos ganglios da base 40%(2)

Hipotonia ~17% (1) 100%

Raged-red fibers =17% (1)

Deméncia ~33% (2)

Neuropatia 100%
Hemiparesia ~33%(2)

Cefaléia ~17%(1)

AVC 50%

Vomito 50% 1

1 Lactato 50% 20%(1)

Ataxia 100%
Mutagdo/n® de familias 37,5%/(3)3  =17%(1)1 0 ~33%(1¥1 =~ 67% (2)1

(): nimero de individuos; AVC: acidente vascular; T:aumento
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4.2. AVALIACAO MOLECULAR

Foram encontradas mutagdes em 12 individuos: cinco, pertencentes 4 mesma
familia, apresentaram mutagdes A3243G: um paciente com quadro clinico compativel com
MELAS (caso 1) e quatro familiares assintomaticos (mde: caso 2, irmds casos 3-5); a
mutagio A8344G foi encontrada em uma paciente com doenga neurodegenerativa €
lipomas gigantes (caso 6); cinco individuos apresentaram a mutagdo G11778A, sendo dois
irmdos com doenca neurodegenerativa (casos 7 e 8), um paciente com diagnostico de Leber
(caso 9) e sua mde assintomatica (caso 10) e um caso isolado (caso 11); um paciente com
Leber apresentou a mutagdo G3460A (caso 12) (tab.11). As mutagbes T8993G/C e
T14484C ndo foram encontradas.
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Tabela 11: Distribuicdo dos casos com mutagdo no mtDNA, quanto ao sexo, a suspeita
clinica, a idade de aparecimento dos sintomas, a idade atual, & muta¢do encontrada e a

porcentagem de heteroplasmia

Casos/ Sexo Clinica  Idade de inicio  Idade atual Moutagdo mtDNA
Familia dos sintomas encontrada mutante
1/1 M MELAS 7 15 anos A3243G 44%
2/1 F assint. - 39 anos A3243G 6,0%
31 F assint. - 19 anos A3243G <5,0%
4/1 F assint. - 18 anos A3243G 38%
51 F assint. - 06 anos A3243G <5,0%
6/2 E MERRF 36 anos 41 anos A8344G 80%
7/3 F NARP 30 anos 40 anos G11778A 65%
8/3 M NARP 29anos 35 anos G11778A 60%
9/4 M LEBER 15 anos 16 anos G11778A 100%
10/4 F assint. 45 anos G11778A 100%
11/5 M LEBER 15 anos 17 anos G11778A 100%
12/6 M LEBER 18 anos 19 anos G3460A 100%

M: masculino; F: feminino; assint.: assintomatico.
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4.3. FREQUENCIA DAS MUTACOES EM AMOSTRA SANGUINEA

A mutagiio A3243G responsavel por MELAS e por surdez em pacientes com
diabetes mellitus, herdada maternalmente, foi observada ;:m um paciente e representou uma
freqiiéncia de 16,5 % em rela¢do aos casos de suspeita clinica de MELAS (n=6) e de 0,8%
em relagdo a amostra total de pacientes (n=120). Considerando-se apenas os pacientes com
doencas neurodegenerativas (n=92), isto ¢, ndo incluindo-se os pacientes com surdez
idiopatica, a freqiiéncia observada foi de 1,1%. A mutagio A8344G responsivel por
MERRF, um caso, representou a freqiiéncia de 33% em relagdo aos casos de suspeita
clinica de MERRF (n=3) e 1,1 % da amostra de pacientes com doencas neurodegenerativas
(n=92). A mutagdo G11778A responsavel por Leber foi observada em dois pacientes com
Leber com freqiiéncia de 25% na categoria clinica de suspeita de Leber (n=8) e em dois
casos com suspeita de NARP; a fregiiéncia da mutagao em relagdo a amostra (n=92) foi de
4,3%. A mutagio G3460A, em um caso, representou uma freqiiéncia de 12,5% em relagao

a categoria (n=8) e 1,1% em relag@o a amostra (n=92).

A freqiiéncia relativa das mutagdes encontradas em relacdo as familias (n=106)
para a mutagdo A3243G foi de 0,94% (1/106). Para as demais mutagdes 0s pacientes com
surdez idiopatica ndo foram incluidos, sendo o total de familias de n=78. A mutagdo
A8344G foi observada em uma familia representando uma freqiiéncia de 1,28% (1/78), a
mutagdio G11778A foi observada em trés familias perfazendo uma freqiiéncia de 3,8%
(3/78). A mutagdo G3460A foi encontrada em uma familia representando a freqiiéncia de
1,28% (1/78).

4.4. DESCRICAO DOS PACIENTES COM MUTACAO
4.4.1. Caso 1

No individuo portador da mutagdo A3243G a historia clinica revelou que a
partir dos sete anos de idade este apresentou crises epilépticas parciais complexas com
generalizagdo secunddria, involugdo do desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM), niveis

clevados de lactato e enzimas musculares. A bidpsia muscular revelou fibras vermelhas
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rajadas (Figs. 1, 2 e 3) e a neuroimagem mostrou hipoatenuag@o do sinal em regido
parietocciptal bilateralmente (Figs. 4, 5 e 6). Atualmente, a crianga apresenta déficit
cognitivo, hipoacusia, visdo subnormal, hiporreflexia, ataxia apendicular e axial. O ponto
de mutagio A3243G foi detectado em condi¢cBes de heteroplasmia no caso indice, em trés
irmas (19, 18 e 6 anos de idade) e na mae (39 anos de idade) (Figs. 7 e 8.), sendo que estas

sdio assintomaticas até¢ o momento.

Figura 1: Bi6psia muscular corada
com SDH evidenciando as
fibras vermelhas rajadas §
(RRF), devido ao acimulo |

de mitocondrias anormais

Figura 2: Biopsia muscular corada
com tricromio de Gomori
evidenciando o acumulode
mitocdndrias anormais na

membrana sarcolemal

Figura 3: Biopsia muscular corada
com hematoxilina/eosina

evidenciando as RRFs
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Figuras 4, 5 ¢ 6: CT de crinio: quadro de acidente vascular isquémico em territério de

artérias cerebrais posteriores em fase subaguda com quebra de barreira
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Figura7: Heredograma. O individuo IL5 apresenta a mutagdo A3243G e clinica de
MELAS. 1.2, 11.3, 11.4 e I1.6 sdo assintomaticas, mas apresentam a mutacado

A3243G. O individuo II.2 ndo foi testado. O individuo II.1 faleceu em

decorréncia de uma pneumonia
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169pb
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72pb 1 72pb
37pb |
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Figura 8: Gel de acrilamida 12% mostrando a analise de restri¢do para mutagdo A3243G
do mtDNA. Fragmentos de 238pb foram obtidos pela reagdo da PCR Os

ficados foram digeridos com a enzima Hae [I1. Na presen¢a da

produtos ampli
se duas bandas adicionais: 97 e 72pb, indicadas pelas setas. b

mutacdo notam-
amostra digerida; M: marcador de peso molecular de 50pb
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4.4.2. Caso 6

Paciente de 41 anos que ha cinco anos vem apresentando crises mioclonicas.
crises tonico-clonicas generalizadas, declinio cognitivo, ataxia € diminui¢do da acuidade
auditiva. O exame fisico revelou ainda a presenga de multiplos lipomas por todo o corpo ¢
lipoma gigante em regido cervical (Figs. 9 ¢ 10). A ressonancia magnética de cranio
revelou alteracio de sinal em substincia branca periventricular; atrofia de bulbo, medula,
cervical e cerebelo e vérios pontos de hipersinal em tronco cerebral (Figs. 11 e 12). A
paciente relata que nunca conseguiu engravidar. O ponto de mutagdo A8344G foi detectado
e fragmentos de 108pb, 73pb e 35pb foram identificados, evidenciando a presenca de

heteroplasmia (Fig. 13).

Figuras 9 e 10: Lipomas gigantes. Fotos mostrando lipomas cervicais gigantes

evidenciando a exuberancia da apresentagdo clinica desta paciente
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Figuras 11 e 12: Imagens de ressondncia magnética em um aparelho de alta resolugdo

27T, mostram cortes axiais com evidentes alteracdes de substancia branca

Figura 13: Gel de acrilamida mostrando a analise de restrigio para a mutagdo A8344G. A

amostra 18 corresponde ao caso 6, que apresenta a mutagao em heteroplasmia
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4.4.3.Casos 7 ¢ 8

Dois irmdos, filhos de pais consangiiineos, apresentando doenga
neurodegenerativa de inicio na idade adulta. O homem de 35 anos apresentou, de forma
progressiva, a partir dos 29 anos de idade, dificuldade na marcha, alteragao da coordenagdo
motora em membros, diminui¢io da forga muscular, oftalmoplegia e alteragdes de
sensibilidade nos membros inferiores. A fundoscopia ndo revelou atrofia 6ptica ou outras
alteragdes retinianas. Os exames de neuroimagem demonstraram atrofia cortical e
cerebelar. A irma, de 40 anos, iniciou com queixas a partir dos 30 anos de idade, €
apresentou de forma também progressiva: ptose palpebral bilateral, desequilibrio e
alteragdes de sensibilidade em pés e maos. O exame de fundo de olho revelou atrofia optica
e cicatrizes de corioretinite. O ponto de mutagdo G11778A foi detectado em ambos os
irmaos. Foram obtidos fragmentos de 49pb, 32pb e 17pb evidenciando a presenca de

heteroplasmia no sangue em ambos os pacientes (Fig.14).

4.44.Caso9

O paciente de 16 anos L.S.A. apresentou perda aguda da acuidade visual aos 15
anos. Atualmente apresenta atrofia 6ptica e foi encaminhado para teste molecular com
suspeita clinica de Leber. A hipotese foi confirmada pela presenca da mutagio G11778A
em homoplasmia. A mae de 45 anos (caso 10) também apresentou a mutagdo em

homoplasmia no sangue, mas até 0 momento € assintomatica (Fig.14).

4.4.5. Caso 11

Paciente com suspeita de Leber, atualmente com 17 anos, apresentou a partir
dos 15 anos baixa acuidade visual, que atualmente é de 20/400 em ambos os olhos; Ishihara
0/6 ambos os olhos e papilas palidas. A analise do DNA revelou a mutagdo G11778A em
homoplasmia no sangue (Fig.14).
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4.4.6. Caso 12

O paciente apresentou baixa acuidade visual lenta e progressiva desde os 18
anos, primeiro no otho direito e depois no esquerdo. N&o possui visdo de cores, apresenta

edema de papila bilateral e hiperemia. O exame molecular revelou a mutagdo G3460A em

homoplasmia no sangue (Fig. 14).

\Y%
o

Figura 14: Gel de acrilamida ilustrando a analise de restrigio. M: marcador de peso
molecular de 25 pb. Em 2 (caso 12) a mutagdo G3460A esta presente em

homoplasmia, em 3 produto da PCR sem digestdo. Em 4 (caso 11),
S (caso 10) e 6 (caso 9) apenas um fragmento de 49 pb € visualizado
indicando a presenga da mutagdo G11778A em homoplasmia. Em 7 (caso 7) ¢

8 (caso 8) ocorre heteroplasmia. Em nove produto de PCR sem digestdo € em

10 o controle normal
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5.1. DISTRIBUICAO CLINICA DA AMOSTRA

As doengas mitocondriais constituem uma das mais freqiientes entidades
clinicas encontradas no grupo das doengas neurodegenerativas dos adultos (MAJAMAA
et al., 1998). As sindromes MELAS, MERRF, NARP, MILS e LHON sdo entidades
herdadas maternalmente ¢ vem sendo, na ultima década, extensivamente estudadas do
ponto de vista clinico, mas a variabilidade fenotipica de tais patologias muitas vezes
impede uma conclusdo diagndstica definitiva, dificultando o aconselhamento genético (DE

VRIES et al., 1994; SANTORELLI et al., 1997, MAJAMAA et al., 1998).

A amostra estudada refletiu este fato pela dificuldade no fechamento dos
diagnésticos. Uma parte significante desta foi formada por pacientes com encéfalo e/ou
miopatia de etiologia desconhecida (n=28). Em alguns casos a suspeita foi mais forte para
alguma sindrome especifica, como Leber (n=8), MELAS (n=6), Leigh (n=5), MERRF
(n=3) e NARP (n=3). Destes apenas um possuia biopsia muscular e apresentou RRFs

direcionando a suspeita para as sindromes de MELAS e MERRF.

Nos pacientes com surdez idiopatica (n=28) foi pesquisada a mutagéo A3243G,
pois esta esta associada a casos de diabetes mellitus e perda de audi¢do sensorioneural
(REARDON et al., 1992; VAN DEN OUWELAND et al., 1992). Estes pacientes ja haviam
sido testados para as mutagdes nos genes da conexina 26 (35delG), da miosina 15, da
miosina 7a, Mites, Pax ¢ COCH, em pesquisas desenvolvidas no Centro de Biologia
Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) sob orientagdo da Profa. Dra. Edi Lucia

Sartorato. Porém nio havia informagdes quanto a estes serem ou ndo diabéticos.

5.2. AVALIACAO CLINICA

Muitos pacientes apresentaram como caracteristica principal a sindrome de
epilepsia mioclonica progressiva (n=32). Estas formam um grupo heterogéneo de desordens
hereditarias primariamente caracterizadas por crises mioclonicas e tonico-clonicas, ataxia,
deterioragdo intelectual progressiva e degeneragdo neuronal. (MENKES, 1995). Estes

achados clinicos correspondem aos dos pacientes analisados dentro da categoria de
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epilepsias mioclonicas progressivas: crises motoras tonico-clonicas foram observadas em
84% dos pacientes, alteragdes cognitivas em 81%, diminuigdo da acuidade visual em 44%:;
disartria em 50% e ataxia em 44%. Nenhum dos 32 pacientes neste grupo apresentou a
mutagdo A8344G responsavel por MERRF, o que ndo foge ao esperado, ja que este grupo
inclui, além da sindrome de MERRF, a doeng¢a de Lafora, as lipofuscinoses-cerdides
neuronais, as sialidosis, a doenga de Unverricht- Lundborg e outras dezenas de causas
especificas (MENKES, 1995; GUERREIRO & GUERREIRO, 1996).

Embora a mutagdo A3243G esteja associada a MELAS, um crescente numero
de individuos assintomaticos ou oligossintomaticos que carregam o gene mutante tem sido
descrito. Até o momento ndo € possivel determinar quais portadores irdo desenvolver a
doenca. Em geral, a heteroplasmia esta correlacionada ao quadro clinico de portadores de
muta¢des de ponto envolvendo genes de tRNA, havendo evidéncias da relagdo entre a
severidade clinica e altas porcentagens de mtDNA mutante (CHOMYN er al. 1991;
CIAFALONI, RICCI, SHANSKE, 1992; CHINNERY ef al., 1997). As irmids e a mie do
proposito embora sejam assintomaticas apresentam a mutagéo, € a irma de 18 anos de idade
(caso 4) possui uma proporgdo de mtDNA mutante semelhante ao do paciente (caso 1), cuja
clinica de MELAS ¢é exuberante. O que esta em acordo com a literatura ja que em MELAS
a porcentagem de heteroplasmia encontrada no sangue nfo corresponde necessariamente a
severidade do quadro clinico e pode apresentar-se menor do que a taxa de heteroplasmia
obtida no musculo (SUOMALAINEN e¢ al., 1993; SUE et al., 1998; TAYLOR et al,
1998), além disto, a detecgdo de mtDNA no sangue de pacientes com MELAS parece ser
dependente da idade (SUE ef al., 1998). Diferentemente do que ocorre em MELAS , nas
sindromes de MERRF e NARP a porcentagem de heteroplasmia encontrada no sangue €
proporcional a severidade do quadro clinico (SUOMALAINEN et al., 1993; SUE et al.,
1998; TAYLOR et al., 1998).

O fato de um unico filho ser afetado nesta familia concorda com um estudo de
CHINNERY et al. (1997) em que mies com mtDNA mutante no sangue com valores
abaixo de 20% apresentam uma incidéncia de filhos afetados de 25%, j4 que a mée (caso2)

apresenta menos que 5,0% de mtDNA mutante.
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Apesar da paciente que apresentou a muta¢io A8344G possuir quadro clinico
tipico de MERRF os achados de alteragdes de substincia branca nos exames de
neuroimagem s30 pouco usuais em pacientes com a sindrome de MERRF, evidenciando a

grande heterogeneidade clinica envolvida nesses casos.

Conquanto o quadro clinico apresentado pelos dois irmdos com a mutagdo
G11778A seja o de uma doenga neurodegenerativa disseminada mais compativel com o
diagndstico de NARP, a mutacdo mitocondrial encontrada foi a associada a atrofia dptica
de Leber. Além disso, o fato de nossos pacientes serem filhos de pais consangiiineos
poderia ter sugerido inicialmente a presenca de doenga autossdmica recessiva. Tal achado
demonstra que a pesquisa de mutagdes mitocondriais deve ser realizada sempre que esse
diagndstico for suspeito, uma vez que a correlagdo entre fendtipo € genotipo € muito

complexa nesses pacientes.

5.3. AVALIACAO MOLECULAR

A identifica¢do das mutagdes de ponto nestes pacientes teve grande importancia
para a defini¢do diagnostica, uma vez que o quadro clinico das diferentes sindromes

mostrou-se bastante varidvel e sobreponivel.

Dos cinco pacientes com suspeita clinica de sindrome de Leigh nenhum
apresentou as mutagdes T8993G/C no mtDNA responsaveis pela doenga de Leigh herdada
maternalmente (MILS). Este resultado esta dentro do esperado ja que, além desta sindrome
ser rara com incidéncia de uma em 32.000 criangas com menos de seis anos (DARIN et al.,
2001), apresenta heterogeneidade genética, com heranga autossomica recessiva em varios
loci, como por exemplo mutagdes no genes nucleares surfeit-1, € no gene SDHA e com

heranca recessiva ligada ao X (DI MAURO & DE VIVO, 1996; ZHU et al., 1998).

Os dois pacientes com Leber e a mutagdo G11778A e o paciente com a mutagéo
G3460A apresentaram o inicio dos sintomas antes dos 20 anos de idade, sendo os trés do
sexo masculino e homoplasmicos. Dados de literatura mostram que 73% dos afetados sdo

homens e apenas 14% apresentam heteroplasmia (NEWMAN, LOTT, WALLACE, 1991;
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CHALMERS & SCHAPIRA, 1999). Os individuos afetados apresentam a idade de inicio
de 27,6 anos, com uma amplitude de inicio dos 8 aos 60 anos. Aproximadamente 58% dos
pacientes apresentam sintomas oftalmolégicos adicionais. Um total de 55% dos pacientes
apresentam inicio simultdneo de perda de visdo em ambos os olhos (NEWMAN et al.,
1991). LHON geralmente € associada a mutagdes homoplasmicas tanto nos pacientes
quanto nos parentes da mesma linhagem materna assintomaticos. Mesmo naqueles
heteroplasmicos ndo ha correlagdo entre heteroplasmia e quadro clinico (ZEVIANI ef al.,
1998).

A mie (caso 10) de um dos pacientes (caso 9) apresentou-se homoplasmica e
assintomatica, indicando uma penetrancia reduzida ¢ o maior acometimento de individuos

do sexo masculino conforme relatos na literatura (CHALMERS & SCHAPIRA, 1999).

5.4. FREQUENCIA DAS MUTACOES

Na amostra total de 120 pacientes pesquisada neste estudo obteve-se a
confirmagdo molecular em 5,8% (n=7/120). Desconsiderando-se os casos de surdez
idiopatica, isto €, nos pacientes com doenc¢as neurodegenerativas de possivel etiologia

mitocondrial, a confirmagdo molecular subiu para 7,6% (n=7/92).

Em um grande estudo sobre a incidéncia de erros inatos do metabolismo,
realizado na Columbia Britdnica, Canad4, com dados obtidos de registros do principal
centro de referéncia para diagnosticos metabolicos, foi observada apenas uma mutagdo de
ponto no mtDNA (T8993G) em 408.667 nascimentos (APPLEGARTH ez al., 2000). Em
outro estudo que abrangeu um periodo de sete anos, foram avaliados 116 pacientes com
encefalopatias € miopatias de causa indefinida na Unica unidade de neurologia do Norte da
Finlandia que possui uma populagdo pediatrica de 97.609. Apenas um paciente apresentou
uma mutagdo no mtDNA (= 0,86%), (UUSIMAA et al., 2000).

Em um estudo de revisdo com dados a partir de registros do Oeste da Suécia,
DARIN et al. (2001) avaliaram 32 pacientes com menos de 16 anos e encontraram quatro
casos de mutagdo de ponto no mtDNA (12,5%).
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Neste estudo a amostra de pacientes obtida néo foi excessiva em se tratando de
um hospital universitario (HC-Unicamp) que atende populagdo pedidtrica e adulta
composta por pacientes de diagnéstico complexo como referido a um centro tercidrio de

atencdo a saude.

Embora a freqiiéncia de mutagdes de ponto no mtDNA encontrada ter sido
relativamente baixa (7,6%) em pacientes com doeng¢a neurodegenerativa de possivel
etiologia mitocondrial, a presenca das mutagdes foi decisiva na condugdo clinica dos
pacientes positivos, principalmente no que se refere ao aconselhamento genético do

paciente e familiares.

5.5. ACONSELHAMENTO GENETICO

Mesmo com 0s avangos na genética mitocondrial, o diagnéstico pré-natal ndo
est4 disponivel para a maioria das doengas mitocondriais herdadas maternalmente pois ndo
¢ possivel predizer com seguranga como se dara a segregagdo de mtDNA heteroplasmico
para os diferentes tecidos. Os riscos de recorréncia para os diversos fenétipos tém sido
estimados com base nos niveis de mtDNA mutante materno (POULTON &
MARCHINGTON, 2000).

Teoricamente a transmissdo de mtDNA pode ocorrer para toda a prole, mas ha
evidéncias de que isto nem sempre ocorre. LARSSON et al. (1992) publicaram um estudo
em que mies com a mutagio A8344G em menos que 33% do seu mtDNA passam esta para
apenas 50% dos filhos, embora o nimero de individuos avaliados no estudo tenha sido

pequeno.

CHINNERY ef al. (1998) publicaram um estudo em que mies com mtDNA
mutante no sangue com valores abaixo de 20% apresentam uma incidéncia de filhos

afetados de 25%.
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Nos pacientes com Leber a detec¢do de uma das trés principais mutagées no
sangue ¢ importante tanto na confirmagéo do diagndstico quanto no prognostico. Em um
estudo em 85 familias com LHON calcularam-se os riscos de recorréncia para parentes de
individuos afetados. Os valores foram: 30% para irmfos, 8% para irmas, 46% para
sobrinhos, 10% para sobrinhas, 31% para primos em primeiro grau € 6% para primas em

primeiro grau (HARDIN et al., 1995).

5.6. TRATAMENTO PARA AS DOENCAS MITOCONDRIAIS

Infelizmente ndo ha tratamento curativo para as doengas mitocondriais com
manifestagdes neuromusculares. A principal forma de tratamento tem sido a terapia de
apoio que busca a melhora da qualidade de vida do paciente, como por exemplo a cirurgia

para ptose e a colocagdo de marcapasso em pacientes com defeitos de condugdo cardiaca.

O desenvolvimento de exercicios aerdbicos parecem melhorar a capacidade
aerdbica e baixar o nivel de lactato sangiiineo ja que aumentam o nimero de mitocdndrias €

a atividade enzimatica e combatem o declinio da fun¢do mitocondrial relacionado a idade

(NARDIN & JOHNS, 2001).
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A amostra deste estudo foi ampla permitindo um estudo da freqiiéncia das
mutagdes de ponto no mtDNA em um grande numero de pacientes com doengas

neurodegenerativas.

O teste molecular a partir de amostra sangiiinea apresentou-s€ cOmo uma
excelente ferramenta no fechamento dos diagnésticos dos casos positivos, além de
apresentar vantagens em relagdo a biépsia muscular por ser um processo simples, facil e

ndio invasivo. Foram detectadas mutacdes de ponto mesmo em individuos assintomaticos.

A oportunidade de confirmagfo diagnostica baseada na analise molecular, em
particular nos casos leves e nos sem comprometimento neurolégico, € de grande valia no

aconselhamento genético de individuos afetados e (ou) seus familiares.

O quadro clinico pouco usual de trés pacientes refor¢a a importancia de
investigagdo dos pontos de mutagdo no mtDNA em casos de doenga neurodegenerativa

progressiva, mesmo na auséncia de quadro clinico tipico.

Este estudo tem grande relevancia, pois ndo ha nenhuma publicagdo na
literatura quanto a freqiiéncia das diferentes mutagdes mitocondriais de ponto em pacientes

brasileiros portadores de doengas neurodegenerativas.

As freqiiéncias observadas refor¢am a contribui¢do significativa das doengas

mitocondriais em portadores de doengas neurodegenerativas.

A auséncia das mutacdes pesquisadas nos pacientes restantes, principalmente
naqueles com fortes evidéncias clinicas, confirma a grande heterogeneidade genética

associada a essas patologias.

A presenga da mutagdo A3243G na mée e em trés irmds assintomdticas do
paciente com MELAS, e na mae de um paciente com Leber, refor¢a a importdncia da
realizagio do exame molecular do DNA mitocondrial em mulheres assintomaticas

relacionadas a portadores de mitocondriopatias, para posterior aconselhamento genético.
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Mitochondrial disease are genetic and clinic heterogeneous entities that are
variable in age of onset, clinical severity and evolution. They are classified in abnormalities
of nuclear DNA or mitochondrial DNA (mtDNA). Point mutations are found in
mitochondrial genomes and most frequent phenotypes are MELAS (mitochondrial
encephalomyopathy, lactic acidosis, and strokelike episodes), MERRF (myoclonic epilepsy
and ragged-red fibers), NARP (neuropathy, ataxia, and retinitis pigmentosa), MILS
(maternally inherited Leigh syndrome) e LHON (Leber Hereditary Optic Neuropathy).

The objectives of this study were:

a-) To search for the presence of the most frequently described point mutations
in the mtDNA in patients with clinical features suggesting MELAS,
MERRF, NARP, MILS or LHON.

b-) To study the relationship between genotype and phenotype in patients with

mutation.
c-) Quantify the heteroplasmy in affected individuals.

Mitochondrial DNA was isolated from peripheral leukocytes and was purified
by use of the phenol clorophormio method. PCR was used to amplify the critical regions.
Restriction-fragment analysis was used to screen for mtDNA point mutations, that was
confirmed by DNA sequencing. The percentage of mutant mtDNA was determined by the
system Kodak EDAS 290.

We screened 120 patients for seven points of mutation responsible for MELAS,
MERRF, NARP, MILS and LHON and we identified seven patients with a mtDNA point
mutation. Eight patients were suspected of Leber disease, in two of them, we found the
G11778 mutation, and another patient presented the G3460A mutation. One patient with
the clinical diagnosis of MELAS, as well as his mother and three asymptomatic sisters,
showed the A3243G mutation. One patient had the A8344G mutation responsible for
MERRF and two brothers with NARP features had the G11778A mutation that was

associated with Leber disease. No mutation at 8993 nucleotide was observed.
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ANEXO 1

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, P4gina 1 de 3

Titulo do projeto: Estudos Genéticos nas Doencas Mitocondriais

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado () a participar em um projeto de pesquisa envolvendo pacientes
e familias de individuos com suspeita clinica de doenca mitocondrial. O objetivo geral do estudo € o de
determinar a fregiiéncia de algumas mutagdes encontradas em pacientes com doenga mitocondrial. Esses
estudos poderdo levantar dados que possibilitardo um conhecimento mais aprofundado das doengas
mitocondriais de modo geral. Tanto as amostras de DNA, de linhas celulares e a informagéo médica a meu
respeito, bem como a respeito de minha familia que forem obtidas para esse estudo, poderdo ser
compartilhadas com outros pesquisadores que trabalham com doengas mitocondriais. Podendo assim ser
utilizadas eventualmente para outros fins de pesquisa sobre doengas mitocondriais. O sigilo sera mantido em
todos os estudos colaborativos através da utilizagio de um nimero de cédigo para a identificagdo dos
individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes fardo
perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. Eu serei submetido a um exame fisico
neurolégico para confirmar meu estado clinico. Além disso, poderei ser submetido a exames subsidiarios
laboratoriais, de imagem (como tomografia computadorizada ou a uma ressonancia magnética de cranio),
eletroneuromiografia e biopsia muscular. Uma amostra de sangue venoso sera colhida (20 a 30 ml, o
equivalente a duas colheres de sopa). Hospitalizagio ndio seré necessaria. Os procedimentos mencionados
acima, com excegdo da coleta da amostra de sangue, fazem parte dos cuidados médicos de rotina para um
paciente com doenga mitocondrial. Os procedimentos mencionados acima serdo realizados dentro do primeiro
ano apés 0 meu consentimento em participar no estudo, porém a pesquisa laboratorial utilizando as amostras
de sangue poderdio ser feitas durante um periodo maximo de 30 anos ap6s a coleta. As células que por ventura
forem isoladas do meu sangue serfio preservadas para utilizagiio durante todo o estudo e depois que ele se
completar serfo destruidas.

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 20 a 30 ml de sangue venoso serad efetuada. Os riscos associados a esse
procedimento sio minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue.
O desconforto ser4 minimo pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do brago que serd
realizado por profissional treinado e devidamente habilitado para realizar esse procedimento.
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pigina 2 de 3

Titulo do projeto: Estudos Genéticos nas Doengas Mitocondriais

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participac@o nesse estudo e
que o meu diagnéstico e o meu tratamento provavelmente ndo serdo modificados. Os resultados dos testes
moleculares obtidos, serdo disponiveis através do meu acompanhamento no Ambulatério de Neurogenética
que funciona toda Segunda feira das 08:30 as 12:00h no 2° andar do Hospital das Clinicas (HC) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), tel. (019) 788 8908. Este ambulatério oferece um
atendimento multldlsclplmar com a participagdo de geneticista, neurologista, psicélogo (a), assistente social e
fisioterapeuta. E importante salientar que qualquer membro de minha familia que desejar obter orientagdo
genética podera ser atendido no Ambulatério de Neurogenética do HC-UNICAMP.

SIGILO:

Eu entendo que toda informagdo médica, assim como 0s resultados dos testes genéticos
decorrentes desse projeto de pesquisa, fario parte do meu prontudrio médico e serdo submetidos aos
regulamentos do HC- UNICAMP referentes ao sigilo da informagdo médica.

Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins de publicagdo cientifica,
nenhum nome sera utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informagdes adicionais relativas ao estudo a qualquer
momento. A Dra. Iscia Lopes Cendes, tel (019) 788-8907 estara disponivel para responder minhas questdes e
preocupagdes. Em caso de recurso, davidas ou reclamagdes contactar a secretaria da comisséo de ética da
Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (019) 788-7232.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participagdo é voluntéria e que eu posso me recusar a participar ou
retirar meu consentimento ¢ interromper a minha participagdo no estudo a qualquer momento (incluindo a
retirada da amostra de sangue) sem comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no
futuro no HC- UNICAMP. Eu reconhego também que a Dra. Iscia Lopes Cendes pode interromper a minha
participagdo nesse estudo a qualquer momento que julgar apropriado.
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pagina 3 de 3

Titulo do projeto: Estudos Genéticos nas Doengas Mitocondriais

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

Eu confirmo que o (a) Dr. (a)

me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos, desconforto e
possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li ¢/ou me foi explicado, assim como compreendi
esse formulario de consentimento e estou de pleno

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel data
Nome da testemunha
Assinatura da testemunha data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos e vantagens que poderdo advir do
estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma copia desse formulario de
consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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ANEXO 2

o FACULDADE DE CTENCIAS MEDICAS
w COMITE DE ETICA EM PESQUISA
-, -2 Carxa Postal 6111

) 4 13083-970 Campinas-S P.
.. & (019) 289 3749 ou 7232
LUMICAMP (019) 289.3114 fox

= ceprzhead fam umvamp or

PARECER: N" 108/98

PESQUISA: DETERMINACAO DA FREQUENCIA DAS DUAS PRINCIPALS
MUTACOES PONTUAIS DO miDNA NAS DOENCAS
MITOCONDRIAIS

PESQUISADOR: Profa. Iscia T. Lopes - Cendes

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, apds acatar os pareceres dos membros-relatores, aprova a pesquisa
supracitada bem como o Consentimento Pds-Informagdo por estarem contempladas
as Resolugdes 196/96 e 251/97.

CEP/FCM, 02/09/98

Prof Dr. FORTU TONIO BADAN PALHARES
PRESIDENTE do CO DE ETICA EM PESQUISA
CM / UNICAMP
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ANEXO 3

FORMULARIO PARA AVALIACAO CLINICA DE INDIVIDUOS COM DOENCAS

MITOCONDRIAIS
1.Nome
2. HC: 3.DGM:
4. Data da consulta: 5. Numero no heredograma:
6. Origem etnica dos avés: 6.1.maternos

6.2.paternos
7. Heranca genética: (caso isolado, autossomica recessiva, autossomica dominante, heranga materna,
heranga ligada ao cromossomo X):

8. Histéria médica pregressa:
8.1. Diagnéstico de doenga mitocondrial: Sim () Nao( ) Idade:
8.2. Primeiros sintomas: Idade de aparecimento:
8.3. Episodios strokelike: Sim ( ) Nao () Idade de aparecimento:
8.4. Epilepsia mioclénica: Sim ( ) Nao () Idade de aparecimento:
8.5. Outros sintomas neurolégicos:
8.6. Outras condicdes médicas (ex. diabetes, hipertensio, etc.):

9, Uso de drogas ou medicacdes:
9.1 Bebida alcodlica:
9.2 Medicagio em uso (incluir dose e por quanto tempo vem tomando):

10. Achados neurologicos: Sim Nio Idade de Aparecimento
10.1. Crises motoras, tdnico-clonicas
10.2. Alteracdes cognitivas:
10.3. Movimentos oculares anormais:
10.2.1.Nistagmo:
10.2.2. Movimentos sacadicos lentos
10.3. Diminui¢do da acuidade visual
10.4. Atrofia 6ptica
10.5. Retinite pigmentosa
10.6. Diminuicio da acuidade audititva
10.7. Disartria
10.8. Disfagia
10.9. Incoordenagdo:
10.9.1.Membros superiores
10.9.2.Membros inferiores
10.9.3.Marcha
10.10. Tremor
10.11. Cdibras musculares
10.12. Fasciculagdes:
10.12.1. Membros
10.12.2. Facial
10.12.3. Perioral
10.12.4. Lingual
10.13. Sinais extrapiramidais
10.14. Movimentos involuntérios
10.15. Distonia

Anexos

90



10.16. Reflexos tendinosos: Membros superiores:
Membros inferiores:

10.17. For¢a muscular:

Normais ( ) Aumentados ()
Diminuidos ( ) Ausentes ()
Normais ( ) Aumentados ()
Diminuidos ( ) Ausentes ()

10.18. Sensibilidade:

10.19. CT:

10.20. MRI:

10.21. ENMG:

10.22. EEG :

10.23 Biopsia muscular:

10.24. Autopsia:
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