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RESUMO

A neuropatia Optica hereditdria de Leber (LHON) é uma doenc¢a mitocondrial, com heranga
materna, caracterizada pela perda (sub) aguda, indolor e bilateral da visdo, escotoma central
ou cecocentral e discromatopsia, devido a degeneracdo do nervo Optico por apoptose das
células parvo ganglionares da retina. As trés mutacdes primdrias G11778A, T14484C e
G3460A sao responsdveis por 90 a 95% dos casos da LHON e acometem subunidades dos
genes MT-ND4, MT-ND6 e MT-NDI, respectivamente, que codificam proteinas para o
complexo I da cadeia respiratéria. Somente 5% dos pacientes possuem uma das demais
mutacdes secunddrias. A presenga da mutacdo € fundamental para que LHON ocorra, no
entanto, a penetrancia incompleta e predilecdo pelo género masculino sugerem que fatores
genéticos, epigenéticos e ambientais possam modular a expressao fenotipica da doenga. O
objetivo deste estudo foi analisar clinica e molecularmente para LHON 63 pacientes com
neuropatia Optica, sendo 25 com quadro clinico tipico de Leber (grupo 1) e 38 com
neuropatia optica de etiologia a esclarecer (grupo II), assim como verificar a relacdo entre
os agentes toxicos tabaco e dlcool e uma possivel suscetibilidade genética entre os
pacientes que faziam uso abusivo destes agentes. Estes pacientes foram submetidos a
avaliacdo oftalmoldgica completa no ambulatério de neuroftalmologia do HC-UNICAMP e
tiveram suas amostras de sangue coletadas e analisadas no CBMEG. A pesquisa das trés
mutacOes primdrias foi realizada pelas técnicas de restricdo enzimética e sequenciamento
direto, e confirmada pelo PCR-multiplex e Plataforma Sequenom. Os pacientes que ndo
apresentaram uma das mutagOes primdrias foram rastreados pelo sequenciamento direto e
pela Plataforma Sequenom, para oito principais muta¢des secunddrias: G3733A e C4171A
(MT-ND1I), T10663C (MT-ND4L) e G14459A, C14482G, C14482A, A14495G e C14568T
(MT-ND6). Os haplogrupos dos pacientes mutantes foram pesquisados pela Plataforma
Sequenom. Dos 63 pacientes com neuropatia Optica foram encontrados 18 pacientes
mutantes, sendo 14 do grupo I (11 com G11778A e 3 com T14484C) e 4 do grupo II (3
com G11778A e 1 com T14484C). Os haplogrupos encontrados nestes pacientes mutantes
foram: C, D, M, U, e, principalmente L.1/L.2 e L3, que mostra a presenca de ancestral
comum de origem asidtica, europeia e, predominantemente, africana. Nenhum dos
pacientes apresentou a mutacdo primdria G3460A, assim como ndo foi encontrada nenhuma
das 8 mutacdes secunddrias rastreadas. Na andlise estatistica das varidveis estudadas houve
diferenga significativa para recorréncia familiar materna, campo visual e presenca de
mutagdo, dentre os 63 pacientes com neuropatia optica, sendo que achados mostraram que
o quadro clinico cldssico da doenca descrito por Leber ha mais de um século tem boa
confiabilidade. Ao comparar as mesmas varidveis entre os 14 mutantes do grupo I com os 4
mutantes do grupo II, ndo houve diferencga estatisticamente significativa para nenhuma das
variaveis, evidenciando que o diagndstico de LHON € molecular, através do rastreamento
das mutagdes (inicialmente as primdrias). Nao foi possivel estabelecer relacdo entre o uso
abusivo do tabaco e dlcool e uma suscetibilidade genética de base, isto é, a mutacdo da
LHON, entre os pacientes com neuropatia Optica de etiologia a esclarecer e com consumo
abusivo destes agentes.

Palavras-chave: neuropatia 6ptica, Neuropatia Optica Hereditiria de Leber, LHON,
doencas mitocondriais, tabaco e alcoolismo.
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ABSTRACT

Leber hereditary optic neuropathy (LHON) is maternally inherited mitochondrial disease,
characterized by painless, bilateral, (sub) acute loss of vision, central or cecocentral
scotoma and dyschromatopsia, due to the degeneration of optic nerve by the apoptosis of
the p-retinal ganglion cells. The three primary mutations G11778A, T14484C and G3460A
account for 90 to 95% of the cases of LHON and affect subunits of genes MT-ND4, MT-
ND6 and MT-ND1, respectively, which encode proteins of the complex I of the respiratory
chain. Only 5% of patients have one of the other secondary mutations. The mutation in
mtDNA is essential for LHON occurs, however, the incomplete penetrance and the male
predominance of the disease suggest that genetic, epigenetic and environmental factors may
modulate the phenotypic expression of LHON. The aim of this study was to analyze
clinical and molecularly for LHON 63 patients with optic neuropathy, 25 with classical
clinical symptoms of Leber (group I) and 38 with optic neuropathy of unknown etiology
(group II), as well as to investigate the relationship between toxic agents tobacco and
alcohol and a possible genetic susceptibility among patients who were abusing these agents.
These patients underwent complete ophthalmologic evaluation in the Neuro-Ophthalmoloy
Outpatient HC-UNICAMP, had their blood samples collected and analyzed in CBMEG.
The research of the three primary mutations was performed by restriction analysis and
direct sequencing and confirmed by multiplex-PCR and Sequenom Platform. Patients who
did not have one of the primary mutations were screened by direct sequencing and by
Sequenom Platform for 8 major secondary mutations: G3733A and C4171A (MT-NDI),
T10663C (MT-ND4L) and G14459A, C14482G, C14482A, A14495G and C14568T (MT -
ND6). The haplogroups of mutant patients were screened by Sequenom Platform. Of 63
patients with optic neuropathy 18 patients were found to be mutants, 14 in group I (11 with
G11778A and 3 with T14484C) and 4 in group II (3 with G11778A and 1 with T14484C).
The haplogroups found in these mutants patients were: C, D, M, U, and especially L1/L2
and L3, which shows the presence of the common ancestor of Asian, European and,
predominantly, African. None of the patients had a primary mutation G3460A, and nor it
was found any of the eight secondary mutations screened. Statistical analysis of the
variables studied showed significant differences for maternal familial recurrence, visual
field and the presence of mutation among the 63 patients with optic neuropathy,
demonstrating a good reliability to the classical clinical picture of the disease described by
Leber over a century ago. When comparing the same variables among 14 mutants of group
I with 4 mutants of group II, there was no statistically significant difference for any of the
variables, indicating that the diagnosis of LHON is molecular, by tracking the mutations
(initially the primaries ones). No relationship between abusive use of tobacco and alcohol
and a genetic-based susceptibility, that is, the mutation for LHON could be correlated in
patients with optic neuropathy of unknown etiology and history of heavy consumption of
these agents.

Keywords: optic neuropathy, Leber Hereditary Optic Neuropathy, LHON, mitochondrial
diseases, tobacco and alcoholism.

XV



Xvi



LISTA DE ABREVIATURAS



Xviii



Acetil-CoA
ADP
ATP
ATPase
AV
CBMEG
COX
CvV
DNA
dNTPs
EDTA
FAD
FADH2
FCM

G

HCl

Kb

KDa

L
LHON
MELAS

MERRF
MgClz
Min.

mL

mM
mmHg
mtDNA
MT-CYB
MT-ND]
MT-ND4
MT-ND4L
MT-ND5
MT-ND6
NaCl
NARP
nDNA
NAD

LISTA DE ABREVIATURAS

Acetilcoenzima A

Difosfato de adenosina

Trifosfato de adenosina

ATP sintetase

Acuidade Visual

Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética
Citocromo c oxidase

Campo Visual

Acido Desoxirribonucléico
Desorribonuleotideostrifosfatados
Etilenediaminotetracetatodissddico

Dinucleotideo adenina-flavina

Dinucleotideo adenina-flavina oxidada

Faculdade de Ciéncias Médicas

Grama

Acido cloridrico

Kilobase

Kilodalton

Ladder

Neuropatia Optica Hereditdria de Leber
Encefalomiopatia Mitocondrial, Acidose lactica, Episddios semelhantes acidente
vascular cerebral

Epilepsia mioclonica com fibras vermelhas rotas
Cloreto de magnésio

Minuto

Mililitro

Milimolar

Milimetros de mercurio

DNA Mitocondrial

Gene mitocondrial do Complexo Citocromo b-c1

Gene mitocondrial NADH desidrogenase subunidade 1
Gene mitocondrial NADH desidrogenase subunidade 4
Gene mitocondrial NADH desidrogenase subunidade 4L
Gene mitocondrial NADH desidrogenase subunidade 5
Gene mitocondrial NADH desidrogenase subunidade 6
Cloreto de sédio

Neuropatia, ataxia e retinose pigmentar

DNA nuclear

Dinucleotideo adenina-nicotinamida

Dinucleotideo adenina-nicotinamida oxidada
Nanograma

Nanomolar

Neuropatia Optica autossOmica dominante

Neuropatia Optica isquémica aguda

Neuropatia Optica tabaco-dlcool

Xix



OCT
OD

OE
OXPHOS
p-ganglionares
Pb

PCR
PCR-RFLP
PERGs
Pi
REDOX
RNA
ROS
Rpm
Seg
SNP
Taq
TBE

TE

Tm

8}

pL

Mg

(H)

L)

\%
VDAC
VEPS
VF-14
°C

%

Tomografia de coeréncia 6ptica
Olho direito

Olho esquerdo

Fosforilagdo oxidativa

Parvo ganglionares

Pares de base

Reacdo em Cadeia da Polimerase

Polimorfismo do comprimento de fragmentos de restricao

Eletrorretinogramas

Fosfato inorganico

Reducao-Oxidacdo ou Oxirredugdo
Acido Ribonucléico

Espécies reativas ao oxigénio

Rotac¢des Por Minuto

Segundo

Polimorfismo de nucletideo tinico
Thermus aquaticus (enzima polimerase)
Tris, Base, Acido Bérico, EDTA

Tris EDTA

Temperatura de melting (fusio)
Unidade

Microlitro

Micrograma

Cadeia pesada do DNA Mitocondrial
Cadeia leve do DNA Mitocondrial
Volts

Canais anidnicos de voltagem dependente
Potencial visual evocado

Visual Function Index (fndice da func¢do visual)
Graus centigrados

Porcentagem

XX



LISTA DE TABELAS



Xxii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Complexos enzimdticos que compdem a cadeia respiratria mitocondrial........ 39
Tabela 2 - Mutagdes mitocondriais relacionadas &8 LHON...........cccocceiviiiiniiiniiienieeen, 49
Tabela 3 - Sequéncias dos primers UtiliZados...........covieriiiiiiiiiiiiieee e 79
Tabela 4 - Tamanho dos produtos de amplificaCao ..........ceevvveeviiiiiriieiniieeniieeiee e, 79
Tabela S - Produtos de amplificacdo submetidos a digestdo por enzimas especificas e
respectivos fragmentos de digestdo de diferentes tamanhos. ..........ccceceeeviieinieenniieennieennne. 82
Tabela 6 - Sequéncia de primers para a amplificacdo da regido em que foram rastreadas as
mutacoes G3733A € C4171A n0 ene MT-NDI1 . .........ccoooueeeiiiimiiiiniiieniieeeieeeeiee e 90
Tabela 7 - Sequéncia de primers para a amplificacdo da regido em que foi investigada a
presenca da mutacao T10663C N0 gene MT-ND4L..............cooccueeviueeniieeniieenieenieeeniee e 90

Tabela 8 - Sequéncia de primers para a amplificacdo da regido que foram rastreadas as
mutagdes G14459A, C14482G, C14482A, A14495G e C14568T no gene MT-NDe6.......... 91
Tabela 9 - Haplogrupos e seus respectivos marcadores (SNPS)........ccccocevieninicneencnnne. 92
Tabela 10 - Compilacdo dos resultados encontrados para rastreamento das mutagoes
primdrias usando as técnicas de PCR-RFLP e Sequenciamento direto (UNICAMP, 2013).

Tabela 11- Haplogrupos dos individuos com mutagdo para LHON (UNICAMP, 2013). 100
Tabela 12 - Média de idade de inicio da manifestacdo da doenca entre os portadores de

neuropatia optica nos grupos I-a e I-b (UNICAMP, 2013). .....coooiiiiiiiniiiiiiieceieee 101
Tabela 13 - Média de idade de inicio da manifestacdo da doenca entre os portadores de
neuropatia optica nos grupos II-a e II-b (UNICAMP, 2013). ...cccccovviriiiniiniiinienieeee 102

Tabela 14 - Dados descritivos das varidveis categoéricas em relacdo aos grupos I-a, I-b, II-a
e II-b de portadores de neuropatia optica (UNICAMP, 2013), seguidos do resultado do teste

de QUI-QUAATAAO. ....eeeiiiiieiiieeeie e ettt et et e e e e b e ennee 102
Tabela 15 - Comparacdo da varidvel recorréncia familiar entre os quatro grupos de
pacientes com neuropatia optica (UNICAMP, 2013).....cccccviiriiiiiiiiiiiieiiieeciee e 103
Tabela 16 - Comparacdo da varidvel campo visual de OD e OE entre os quatro grupos de
pacientes com neuropatia optica (UNICAMP, 2013).....ccccoveiiiiiiiiiiiniieeiie e 103
Tabela 17 - Comparacdo da varidvel mutagdo entre os quatro grupos de pacientes com
neuropatia dptica (UNICAMP, 2013). ..ccoiiiiiieeiieeieeeeeeete ettt e 104
Tabela 18 - Comparacdo da frequéncia de mutagao dos grupos I-a x I-b de pacientes com
diagnostico clinico da LHON (UNICAMP, 2013)...c..coviiiieiiieeieeeieeeeeeeee e 104
Tabela 19 - Comparacdo da frequéncia de mutacao dos grupos II-a x II-b de pacientes com
neuropatia optica de etiologia a esclarecer (UNICAMP, 2013).....cccccvevciieinrieenreeenieennne 105
Tabela 20 - Comparagdo da frequéncia de mutacao dos grupos I(a+b) e II(a+b)
(UNICAMP, 2013). ettt sttt et ettt s sae e 105

Tabela 21 - Dados descritivos das varidveis categdricas em relacdo aos mutantes dos
grupos I e II, seguidos do resultado do teste de Qui-quadrado / Exato — Fisher (UNICAMP,

2003 ) ettt ettt e b e bt e e bt et e e et e e ht e e bt e bt e e beeehteeabeeenteenbeenaeeenbeeneas 106
Tabela 22 - Resumo dos resultados das varidveis analisadas nos 18 pacientes com mutacao
para LHON (UNICAMP, 2013). ..ottt sttt ettt s 108
Tabela 23 - Frequéncia das mutag¢des nos 4 grupos de mutantes para LHON (UNICAMP,

2013 ettt bbbttt a e bt b e e h b bt et sa bbbt et beents 109
Tabela 24 - Grupo I-a - Pacientes com diagnéstico clinico de LHON, sem antecedente de

consumo abusivo de tabaco €/0u AlCOOL (N =17) ..uvveeiieiiiiiiiiieeeeee e 153

xxiii



Tabela 25 - Grupo I-b - Pacientes com diagndstico clinico de LHON,com antecedente de

consumo abusivo de tabaco €/0u AlCOOL (N=8) ......evveiiiiiiiiiiiiieeiieee e 154
Tabela 26 - Grupo II-a - Pacientes com neuropatia 6ptica de etiologia a esclarecer, sem
antecedente de consumo abusivo de tabaco e/ou Alcool (N=7)........ccoeevvvreeieeeeiieciinrreeenn... 154
Tabela 27 - Grupo II-b - Pacientes com neuropatia ptica de etiologia a esclarecer,
comantecedente de consumo abusivo de tabaco e/ou alcool (n=31).......ccccceeeevevvrrrenenn.nn. 155
Tabela 28 - Grupo I-a - Pacientes mutantes com diagnéstico clinico de LHON, sem
antecedente de consumo abusivo de tabaco e/0u Alcool..........cceeeeeeiiiiiieiiiiie e, 157
Tabela 29 - Grupo I-b - Pacientes mutantes com diagndstico clinico de LHON, com
antecedente de consumo abusivo de tabaco e/ou Alcool...........c.oeeveeiiiiiieiiiiie e, 158
Tabela 30 - Grupo II-a Pacientes mutantes com neuropatia dptica de etiologiaa esclarecer,
sem antecedente de consumo abusivo de tabaco e/ou aIco0l .........cceeeeecuiiieeiciiiieeeiiieeea, 158
Tabela 31 - Grupo II-b Pacientes mutantes com neuropatia dptica de etiologia a esclarecer,
com antecedente de consumo abusivo de tabaco e/ou 4lcool...........ccceeeeeiiiiiiiiiiieeennen. 158

XX1v



LISTA DE FIGURAS



XXV1



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Desenho esquematico da mitoCONAIIa. ......ccveeeeiveeiiiieeniieeciie e 38
Figura 2 - Esquema da dupla cadeia do DNA mitocondrial............cccceevviiinnieennicrinieennne. 42
Figura 3 - Diagrama da histéria migratéria dos haplogrupos do mtDNA humano.............. 45
Figura 4 - Campo visual de paciente com escotoma central em OD e OE. ........................ 51
Figura 5 - Campo visual de paciente com escotoma cecocentral em OD. ......................... 51
Figura 6 - Alteracdes de fundo de olho na fase aguda da LHON...........cccceoviienniiinnennnne. 52
Figura 7 - Alteracdes de fundo de olho na fase cronica da LHON. ...........cccccevvniiiennnnnne. 53
Figura 8 - Esquematizacdo da fisiopatologia da LHON...........ccccceeiviiiniiiiniiinicieee 63
Figura 9 - Organograma da estratégia resumida de anélise dos estudos moleculares......... 77

Figura 10 - Ciclos de amplifica¢do do fragmento para estudo da mutagdo G11778A........ 80
Figura 11 - Ciclos de amplificacdo do fragmento para estudo da mutagdo T14484A ........ 80
Figura 12 - Ciclos de amplifica¢do do fragmento para estudo da mutagdo G3460A.......... 81
Figura 13 - Ciclos utilizados N0 SEqUENCIAMENLO. ..........cevueereiriiierieeiieeieeieeeee e sieeeieans 83
Figura 14 - Esquematizacdo da iPLEX® Gold Assay da Sequenom, Inc. (San Diego, CA),

por meio da técnica MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-

Of-Flight Mass SPECITOMEIIY) ....cc.uutiruiieriieeiieeerieeeriteeeitee st eeiteesbeeesateesbeeesiseessaseesnseas 86
Figura 15 - Ciclos de amplificacdo do fragmento para estudo das mutacdes G3733A e
CATTTA ottt sttt e 90

Figura 16 - Ciclos de amplificagcdo do fragmento para estudo da mutacdo T10663C. ....... 91
Figura 17 - Ciclos de amplificacdo do fragmento para estudo das mutagdes G14459A,
C14482G, C14482A, A14495G € CLAS568T. ...oooiiiiiieiieeeeee ettt 91
Figura 18 - Padrao de bandas para a mutagdo G11778A. (L) Ladder 10 pb Invitrogen®; (1)
Controle mutante; (2) Controle sem mutacao; (3)-(5) individuos mutantes; (6), (7)
INdivVIdUOS SEM @ MULACAOD. ..eevuviieiiieeiiiieiiieeiieeeeiee et e et e e ere e et eesbeeesibeeesabeesnsseesaseesneeas 97
Figura 19 - Padrao de bandas para a mutagao T14484C: (L) Ladder 100pb Invitrogen®; (1)
Controle mutante; (2) controle normal; (3), (5), (6) e (7) pacientes sem mutacdo; (4), (8) e
(9) pacientes COM @ MULAGAOD. ....eevuverreerureerienieerteenee et esteesre e e e eneesteesreesaneesneesaeesaneesaneeane 98
Figura 20 - Padrao de bandas da PCR multiplex para o rastreamento das mutagdes
primdrias da LHON. (L) Ladder 100pb Invitrogen®; (1) Controle positivo G11778A; (2)
Controle positivo T14484C; (3) Controle normal; (4) e (5) Pacientes mutantes para
G11778A; (6) Paciente normal; Paciente mutante para T14484C. ........ccccovviiiiiiiiinieennnnen. 98
Figura 21 - Padrao gréfico gerado pelo software MassArray® Typer 4.0 no rastreamento
da mutagdo primdria G11778A. Pico apontado pela linha tracejada azul indica qual a base
identificada pela plataforma Sequenom. a) Individuo mutante / b) Individuo normal......... 99
Figura 22 - Padrao gréfico gerado pelo software MassArray® Typer 4.0 no rastreamento
da mutacdo primdria T14484C. Pico apontado pela linha tracejada azul indica qual a base
identificada pela plataforma Sequenom. a) Individuo mutante / b) Individuo normal......... 99

XX Vil



XXViil



SUMARIO



XXX



SUMARIO

RESUMO xiii
ABSTRACT ..uuioiicienninsnensnnsnnssesssessesssscsssssasssessasssassssssasssasssassssssassssssssssassssssssssassssssassssess XV
LISTA DE ABREVIATURAS Xix
LISTA DE TABELAS xxiii
1- INTRODUGAOQ ...eeeeereeereessessessessessssssssessssssssssssssessesssssessessssssssssssessssessessessessssens 37
1.1 A mitocondria 37
1.1.1- Estrutura e funcio da mitocondria 37
1.1.2- Genoma mitocondrial 40
1.1.3- Heteroplasmia/homoplasmia 42
1.1.4- Heranca materna 43
1.1.5-Haplogrupos 43
1.1.6- Doencas mitocondriais 45

1.2 - Neuropatia éptica hereditaria de Leber (LHON) ....cccccevurrreccurcsersacssasssessanssasssnns 46
1.2.1- Histérico 46
1.2.2- Mutacdes da neuropatia éptica hereditaria de Leber 47
1.2.3- Epidemiologia 49
1.2.4- Manifestacoes clinicas 50
1.2.4.1- Fase pré-sintomatica 50
1.2.4.2- Fase aguda 51
1.2.4.3- Fase cronica 52
1.2.4.4- Prognostico visual 53
1.2.4.5- Achados extra-oculares 53
1.2.4.6- Diagnostico 55

1.2.5- Penetrancia incompleta e viés do género 55
1.2.6 - Fatores genéticos mitocondriais 56
1.2.6.1- Heteroplasmia 56
1.2.6.2- Haplogrupos do DNA mitocondrial - LHON 56

1.2.7- Fatores genéticos nucleares 57
1.2.8- Fatores epigenéticos 58
1.2.9- Fatores hormonais 59
1.2.10- Fatores ambientais 59

XXX1



60

1.2.11- Fisiopatologia da LHON

1.2.12- Aconselhamento genético 64
1.3- Neuropatia optica tabaco-alcool (NOTA) ....ceevureverevensncsenssecsunssensnssansssssansssssnse 64
2- OBJETIVOS .iitiiiinnninsnnisnissnnisssisssisssssssssssssesssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssss 69
2.1-Objetivo geral 69
2.2- Objetivos eSPECIfICOS ...ccvrerersurssenssnnsarssarssesssessansssssansssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 69
3. CASUISTICA E METODOS ....cucvuueermneesssssessssnsessssssessssssssssssssssassssssssssssssssssssssnss 73
3.1- Casuistica 73
3.2 MELOUOS «evererveesancsasessanssanessanssasesssssssssssassssssssassssssssasssssssssssssssssasssssssssssssssssassssssssassss 75
3.2.1- Métodos dos Exames Clinicos 75
3.2.2- Analise Molecular 77
3.2.2.1- Extracao de DNA de sangue periférico 77
3.2.2.2- Métodos de analise das mutacoes primarias 79
3.2.2.2.1- Rastreamento utilizando PCR-RFLP 79
3.2.2.2.2- Rastreamento das mutacdes primarias pelo método de sequenciamento
direto 82
3.2.2.2.3 — Método alternativo e adaptado de PCR multiplex para a deteccao das
mutacoes G11778A, T14484C e G3460A. 84
3.2.2.2.4 —Plataforma Sequenom - Espectrometria de massa 84
3.2.2.3- Métodos de pesquisa das mutacoes secundarias 89
3.2.2.4- Pesquisa dos haplogrupos 92
3.2.3- Métodos para analise estatistica dos dados 93
4- RESULTADOS 97
4.1-Resultado Molecular 97
4.1.1-Resultado molecular do rastreamento das mutacdes primarias 97
4.1.2-Resultado molecular do rastreamento das mutacoes SeCUNdArias......coeesseessecssaces 100
4.1.3 — Resultado dos haplogrupos dos individuos mutantes 100
4.1.4 — Resultado molecular do grupo controle 100
4.2- Resultados da analise das variaveis CliNICAS .....ccccceeeerrnccccanccssancessansessascesassssonne 101
4.2.1- Resultado da analise dos 63 pacientes com neuropatia éptica 101
4.2.2- Resultado da analise dos 18 pacientes com muta¢ao mitocondrial da LHON,
confirmado pelo teste molecular. 106
4.2.3- Resultado da analise do grupo controle 110
5- DISCUSSAO 113

XXXl



6 = CONCLUSAQ ..eeeeeeeeeeeeeseesesesesssssessssssasssssssssssssssssssssasssssssssssssassssssnsasssssssssssassesns 127

7 - BIBLIOGRATFIA .....o.oeeeeeeveeeeeeevesessssssssssssasssssssssssssssssssssnsasasssssssssssssssssssssssssssssnsssnens 131
8 - APENDICES 153
9 - ANEXO e uiueeeeeeeeessesesesssesssssssssssssssassssssssssssssasssssssssssasssnsasasasns 169

XXX1il



XXX1V



INTRODUCAO

35



36



1- INTRODUCAO

O entendimento da estrutura e fisiologia da mitocondria e de como o DNA
mitocondrial estd organizado dentro das células, exercendo controle genético sobre a
fisiologia celular € crucial para o entendimento da etiologia e progressdo das doencas
genéticas. As manifestacdes clinicas presentes nestas afeccdes sdo muito heterogéneas, e
envolvem na maioria das vezes, diversos 6rgdos e tecidos (1). As desordens mitocondriais
sdo a principal causa de doenga crOnica humana com uma prevaléncia estimada de 1 em
cada 10.000 individuos do Reino Unido e cerca de 1 em cada 200 individuos sdo de risco
para a manifestacdo da doenca por serem portadores de mutacdo (2,3). O acometimento
ocular é um achado frequente neste grupo e aponta para uma etiologia mitocondrial
subjacente, a qual permite uma abordagem diagndstica mais orientada. A disfun¢do do
nervo Optico pode estar presente e ser a Unica manifestacdo, causando as duas neuropatias
Opticas hereditdrias mais comuns encontradas na prética clinica, a neuropatia Optica
hereditaria de Leber (LHON) e a neuropatia 6ptica autossomica dominante (NOAD). Na
grande maioria dos casos a patologia da LHON e NOAD ¢ limitada a um grupo altamente
especializado de células do olho, as células ganglionares da retina, mas o fendtipo
associado com estas duas condicdes € amplo, sugerindo os possiveis caminhos que levam a

degeneracao do nervo Optico e faléncia visual (4).

1.1 A mitocondria
1.1.1- Estrutura e funcio da mitocondria

As mitocOndrias sdo organelas citoplasmaticas encontradas em todas as células
eucaridticas, relacionadas com a producio de energia celular, que possuem cromossomos
proprios. Sao particulas esféricas e alongadas que podem medir de 0,5 a 1 micron de
largura e até 10 micra de comprimento (5).

Estas organelas possuem estruturas tubulares em seu interior, interligadas pela
membrana interna, a qual € delineada pela membrana externa, o que cria dois espagos: 0

espaco intermembrana e o espaco matriz interna (6), como mostra a Figural.
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particulas sintetizadoras de ATP.

espago intermembranoso

membrana interna
membrana extemna

DNA

Figura 1- Desenho esquematico da mitocondria.
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/9/91/Animal_mitochondrion_diagr
am_pt.svg/562px-Animal_mitochondrion_diagram_pt.svg.png

A membrana externa permite a difusdo passiva de moléculas de baixo peso
molecular e esta permeabilidade é conferida por uma familia de proteinas formadoras de
canais conhecidas como porinas ou canais anionicos de voltagem dependente (VDAC). A
membrana interna € altamente convoluta e possui multiplas dobras, conhecidas como
cristas, as quais aumentam enormemente sua superficie de area (7). Comparada com a
membrana externa, a membrana interna € relativamente impermedvel, exceto para canais de
transporte ativo, estabelecendo um gradiente elétrico através desta barreira. A membrana
interna também contém proteinas altamente especializadas, incluindo complexos da cadeia
respiratoria. A matriz mitocondrial contém moléculas de DNA mitocondrial (mtDNA) com
estrutura nucledide e € também, o local para multiplas vias metabdlicas essenciais para a
fun¢do celular como: o ciclo do 4cido citrico, a biossintese de aminodcidos, a oxidagdo de
acidos graxos, e principalmente a transformagdo de energia quimica dos metabdlitos
citoplasmaticos em energia acessivel a célula, acumulada em componentes como o
trifosfato de adenosina (ATP), a qual serd utilizada pela célula quando esta necessitar de
energia para realizar trabalho quimico, mecanico, osmético ou elétrico (8, 9, 10).

A geragdo de energia na mitocondria comeca quando, através do ciclo do dcido
citrico, a acetil-CoA (acetilcoenzima A), dos dcidos graxos e carboidratos, sdo oxidados
para dgua e didxido de carbono, liberando ions de hidrogénio que reduzem o NAD
(dinucleotideo adenina-nicotinamida) e o FAD (dinucleotideo adenina-flavina) para NADH
e FADH?2, respectivamente. O NADH e FADH?2 sdo reoxidados pela cadeia respiratoria,

com consequente producdo de moléculas de ATP. A producdo de ATP pela reducdo do
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oxigénio é conhecida como fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) e gera a energia necessaria
para o funcionamento celular (11).

A cadeia respiratéria mitocondrial compreende cinco complexos enziméaticos
(subunidades) responsaveis pela OXPHOS, denominados: I- (NADH) — coenzima Q 6xido
redutase, II- succinato desidrogenase-CoQ-6xido-redutase, III- coenzima Q citocromo C
oxido-redutase, IV- citocromo ¢ oxidase ou COX e V- ATP sintetase, conforme dados na

Tabela-1.

Tabela 1 - Complexos enzimaticos que compdem a cadeia respiratoria mitocondrial

Nimero de Subunidades | Numero de Identificacoes
Nucleares dasSubunidades
Mitocondriais
7 (ND1, ND2, ND3, ND4,
ND4L, ND5, ND6)

4 0

Complexo Enzimatico

I- (NADH) - coenzima Q
6xido-redutase
[I-succinato desidrogenase-
CoQ-6xido-redutase
III - coenzima Q citocromo
C 6xido-redutase

Aproximadamente 40

1 1 (citocromo b)

IV - citocromo c oxidase ou 3 (COXI, COXII, COoII)
13
COX
V - ATP sintetase 14 2 (ATPase 6 ¢ 8)

*Modificado de Souza AFM, Giugliani R. Doengas Mitocondriais. In: Carakushanski E.
Doengas Genéticas em Pediatria. Ed. Guanabara Koogan, RJPp: 189-195, 2001.

Os complexos respiratorios contém ainda subunidades que sdo codificadas pelo
DNA nuclear (nDNA), as quais sdo sintetizadas nos ribossomos citoplasmaéticos e, entao,
importadas para as mitocondrias. A molécula de ATP é formada pelo ADP (difosfato de
adenosina) e Pi (fosfato inorganico), produzida através da energia livre gerada durante o
transporte de elétrons pela cadeia respiratoria. Os elétrons do NADH sdo removidos pelo
complexo I enquanto os elétrons do succinato sdo retirados pelo complexo II. Os elétrons
circulam através do complexo III para o citocromo ¢, em seguida para o complexo IV, e
finalmente o oxigénio produz 4gua. Esta necessidade de oxigénio torna o processo de
transporte de elétrons uma cadeia respiratéria. A energia gerada € liberada por esta cadeia
transportadora de elétrons, sendo usada para a bomba de prétons por intermédio da

membrana mitocondrial interna, criando um gradiente eletroquimico que € utilizado pelo
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complexo V como uma fonte de energia potencial para condensar ADP e Pi, e fabricar
ATP. Este ATP formado € entdo trocado por ADP através da membrana mitocondrial
interna, sendo que o ADP pode ser ressintetizado em ATP (9,11,12,13). Portanto, a
OXPHOS ¢ resultado da interacdo dos genomas nuclear e mitocondrial. Os genes do DNA
nuclear (nDNA) codificam a maioria das proteinas mitocondriais, enquanto os peptideos da
OXPHOS codificados pelo mtDNA incluem subunidades do complexo I (de ND1 a ND6),
complexo III, complexo IV ou citocromo C oxidase (CO1, CO2, CO3) e complexo V ou
ATP sintetase (ATPase 6 e 8). O nDNA codifica também o RNA que permite a tradugdo
mitocondrial e ainda produtos genéticos nucleares desconhecidos, responsiveis por
coordenar a perpetuacao e expressdao do mtDNA (14,15).

Mutacdes que levam a alteracdo de um dos componentes da OXPHOS podem
levar ao desenvolvimento de doencas mitocondriais devido a diminui¢cao na producdo de
energia € ao acumulo de metabdlitos intermedidrios ou produtos téxicos nas células. O
resultado da falta de energia nos tecidos pode levar a fraqueza muscular, fadiga e distirbios
neuroldgicos, cardiacos, renais, enddcrinos e oculares (15).

O nimero de mitocOndrias nas células humanas varia de quinhentas a até dez
mil, de acordo com o organismo e o tecido em que essas células se encontram. Este nimero

serd diretamente proporcional a atividade metabdlica de cada uma das células (16).

1.1.2-Genoma mitocondrial

O genoma humano € composto pelo genoma nuclear, o qual compreende a
grande maioria dos genes, e também pelo genoma mitocondrial. O genoma nuclear contém
mais de 99% do DNA celular e estd distribuido em 24 tipos diferentes de moléculas
lineares com DNA de fita dupla, os 22 autossomos € os cromossomos sexuais X € Y. Os
gametas sdo células haploides (22 autossomos mais X ou Y) e as células somaéticas sio
dipléides (22 pares de autossomos mais XX ou XY). A mitocOondria é uma organela
citoplasmdtica relacionada a producdo de energia celular, que possui cromossomos
proprios. Desta forma, apesar da grande maioria dos genes estarem no nucleo das células,
alguns poucos genes sdo extra-nucleares e compdem o genoma mitocondrial. A

mitocondria é a unica das organelas que apresenta um DNA especifico, o DNA

mitocondrial (5).
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O DNA mitocondrial foi descrito pela primeira vez por Van Bruggen, Sinclair e
Stevens e Nass em 1966 (17), mas s6 foi totalmente sequenciado por Anderson e
colaboradores (18), em 1981. O mtDNA apresenta 16.569 pares de bases organizados de
maneira circular e codificam 2 RNAs ribossdmicos, o pequeno (12S, MTRNRI1) e o grande
(16S, MTRNR?2), 22 RNA transportadores. Estes RNAs estruturais sdo utilizados para a
traducdo de 13 polipeptideos, que sdo unidades essenciais de quatro dos cinco complexos
responsaveis pela fosforilacio oxidativa mitocondrial. O complexo II é formado
exclusivamente por subunidades codificadas pelo nDNA (9). O mtDNA € semi-autdbnomo,
representa de 1 a 2% do DNA celular e codifica aproximadamente 10% das proteinas
constitutivas das mitocondrias. Sendo assim, para um bom funcionamento da mitocondria é
necessdrio a cooperacdo entre o nDNA e o mtDNA. Basicamente todas as demais proteinas
necessdrias para o funcionamento da mitocondria sdo codificadas por genes localizados no
ndcleo, entre elas, as proteinas da cadeia respiratdria, translocacdo de nucleotideos,
transporte de {ons, replicacdo do mtDNA e também o aparato enzimatico da transcricao do
mtDNA, proteinas necessarias a produgdo de ribossomos mitocondriais e seus fatores de
transcricdo e demais proteinas mitocondriais. Essas proteinas sdo primariamente
sintetizadas no citosol e direcionadas para as mitocondrias através de complexos protéicos
(19,20).

O genoma mitocondrial €, na sua maior parte, idéntico entre os individuos. No
entanto, existe uma regido de aproximadamente 1.100 pb (pares de bases), regidao D-loop, a
qual ndo codifica e ¢ muito varidvel, sendo, portanto, importante na identificacdo dos
individuos. Esta regido também é chamada de regido de controle, pois serve para regular a
transcricdo dos genes dentro da regido codificadora, bem como a replicacio do DNA
mitocondrial (5). O genoma mitocondrial é compacto e sem introns (por¢ao do DNA que
ndo tem funcdo codificante, estd ausente no RNA mensageiro maduro e nido aparecem
representadas nas proteinas), sendo composto por uma dupla fita circular, cujas fitas de
mtDNA tém uma distribui¢do assimétrica de guaninas e citosinas, 0 que gera uma cadeia
pesada (H) e outra leve (L). A cadeia L € responsédvel por codificar 9 genes (MT-ND6 e 8
RNA transportadores), enquanto que a cadeia H codifica os 28 genes restantes, do total de

37 genes do mtDNA (21,22). A figura 2 mostra a dupla cadeia do mtDNA.
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Figura 2 - Esquema da dupla cadeia do DNA mitocondrial.

Retirado de http://mayoresearch.mayo.edu/mayo/research/ross_lab/variations.cfm&docid

1.1.3- Heteroplasmia/homoplasmia

O numero de mitocOndrias nas células humanas varia de quinhentas a até dez
mil, de acordo com o organismo e o tecido em que essas células se encontram. Este nlimero
serd diretamente proporcional a atividade metabdlica de cada uma das células, caracteristica
conhecida como poliplasmia. Na divisdo celular, o mtDNA replica-se no interior da
mitocondria e esta se divide por fissdo simples. As mitocOndrias distribuem-se
aleatoriamente para as células-filhas. Uma célula pode conter tanto mtDNA mutante quanto
normal simultaneamente, condi¢do conhecida como heteroplasmia. Quando esta célula
heteropldsmica se divide, suas células-filhas podem conter mtDNA com heteroplasmia,
conter apenas mtDNA mutante (homoplasmia) ou apenas mtDNA normal (outro tipo de
homoplasmia) (10,11,23,24). Essa segregacdo mitética explica a grande variacdo da
heteroplasmia entre diferentes tecidos ou até entre diferentes células do mesmo tecido (11).
O fato da maioria das mutacdes no mtDNA estarem em heteroplasmia, suporta o conceito
de limiar de mutagdo para patogenicidade. A relacdo entre a taxa de mutacdo e a atividade
da cadeia respiratéria tem sido bastante investigada em diferentes tecidos e a expressao

fenotipica de uma mutacdo no mtDNA depende das proporcdes relativas de mtDNA
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mutante e normal, sendo que as consequéncias deletérias da maioria das mutacdes
mitocondriais na OXPHOS geralmente aparecem quando a propor¢io de DNA
mitocondrial mutante excede 60 a 80% do DNA mitocondrial total (25 26,27). H4 variacdes
entre as diferentes mutacoes e os diferentes tecidos neste limiar bioquimico e, embora isto
possa influenciar no padrao de acometimento do 6rgdo e a severidade clinica relacionada
com um defeito no mtDNA, estes mecanismos moleculares parecem ser ainda muito mais
complexos (21). O mtDNA pode apresentar dois grupos distintos de mutagdes: 0s
rearranjos € as mutacdes de ponto. Os rearranjos na maioria ndo sdo passados para as
geracdes futuras e podem ser: delecdes, onde ha exclusdo de nucleotideo de um
determinado 16cus, e duplicagdes, onde hé a adi¢do de um nucleotideo em um determinado
16cus. As mutacdes de ponto podem ser herdadas pela linhagem materna. Elas consistem
em substituicdo de aminodcidos (condi¢do rara descrita em algumas doengas neuroldgicas e
oftalmoldgicas) ou substituicao de nucleotideos, onde o nucleotideo de determinado l6cus é
substituido por outro (por exemplo, o nucleotideo adenina pode ser substituido por
guanina). Além destas formas de mutacdes citadas, pode ocorrer a deplecdo, um tipo raro
de mutacdo com drastica reducdo do mtDNA, que geralmente leva a uma condicdo letal

(10,28).

1.1.4- Heranca materna

A heranca do genoma mitocondrial ocorre exclusivamente através da linhagem
materna, ou seja, durante a formagdo da célula-ovo, o 6vulo transmite uma cépia do
genoma nuclear mais o genoma mitocondrial, enquanto que o espermatozéide contribui
apenas com uma cépia do genoma nuclear, pois as mitocOndrias presentes no
espermatozodide estdo localizadas em sua cauda, a qual ndo penetra no 6vulo durante a
fecundacdo. Homens e mulheres herdam suas mitocOndriais e, portanto, as doencas
mitocondriais, de suas maes, mas os homens nao transmitem suas mitocOndrias para as

geragOes seguintes (10 29,30).

1.1.5-Haplogrupos
Os marcadores genéticos podem ser definidos como qualquer caracteristica

morfolégica ou molecular que diferencia os individuos. Os polimorfismos, que sdo
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pequenas variagdes na sequéncia de nucleotideos, representam um tipo de marcador
molecular. Encontram-se espalhados em centenas de milhares de posi¢des diferentes
através do genoma. Muitas dessas variagdes ndo prejudicam nenhuma fun¢do vital e ndo
apresentam efeito no fenétipo. Os SNPs (single-nucleotide polymorphism) sdo as variacoes
mais comuns entre os individuos, nas quais a diferenca encontrada envolve uma Unica base
no DNA (5). A alteracdo na sequéncia de nucleotideos dentro do gene ocorre em um intron
ou éxon. Quando ocorre no éxon, ha consequente alteracdo na sequéncia do cédon, que
pode resultar num aminodcido diferente. Qualquer alteracdo na sequéncia de DNA pode ser
referida como mutagdo, podendo resultar ou ndo num fenétipo anormal. Na maioria das
vezes os polimorfismos, que também sdo mutagdes s6 que encontradas em uma frequéncia
acima de 1% na populacio, representam alteragdes que ndo resultam em fen6tipos anormais
e eventualmente alteram a proteina sem, entretanto, causar a doenca, mas resultam em
variacdes humanas (31).

O genoma mitocondrial acumula mutagdes com uma frequéncia
significativamente mais rdpida do que o genoma nuclear e vdarios fatores contribuem para
isto: a falta de um mecanismo de reparo eficiente, a auséncia de proteinas protetoras (como
as histonas), a alta taxa de replicacdio do mtDNA que aumenta o risco de erros e a
proximidade entre as moléculas do mtDNA e os complexos da cadeia respiratdria, na qual
os radicais de oxigénio, altamente mutagénicos, sdo gerados como subprodutos da
OXPHOS (8, 32,33). A taxa de mutacdo varia entre diferentes regides do mtDNA, e é
muito mais rdpida em duas regides hipervaridveis (HVR I e II) do D-loop, onde se estima
que uma mutacdo ocorra cada trinta geragdes maternas (34,35). Portanto, o mtDNA ¢é
altamente polimérfico e durante a evolucdo humana, um nimero de variagdes relativamente
benignas na sequéncia do mtDNA tornaram-se fixas em diferentes populacdes. Como o
mtDNA € herdado da mae, estes polimorfismos t€ém acumulado ao longo das linhagens
maternas, seguindo o padrio da migracdo humana da Africa para os vdrios continentes
desde 150.000 anos atrds (36). A arvore filogenética humana contém 18 haplogrupos
principais do mtDNA, os quais compreendem um total de 497 varidveis polimorficas
definidas. A histéria da migracdo dos haplogrupos do mtDNA humano, baseado em dados
do Mitomap (37) e na publicacdo de Wallace em 2005 (2), mostra que o mtDNA do Homo

sapiens surgiu na Africa cerca de 150.000 a 200.000 anos atrds, com o primeiro haplogrupo
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especifico africano, o L0, seguido pelo aparecimento das linhagens africanas L1, L2 e L3
(figura 3). No nordeste da Africa, L3 deu origem a duas novas linhagens, M e N. Somente
mtDNAs M e N deixaram a Africa e colonizaram toda Eurésia, cerca de 65.000 atrds. Na
Europa, N deu origem aos haplogrupos H, I, J, Uk, T, U, V, W e X. Na Asia, M e N deram
origem a diversas gamas de linhagens de mtDNA incluindo A, B e F derivados de N e C, D
e G derivados de M. A, C e D tornaram-se enriquecidos no nordeste da Sibéria e
atravessaram o Estreito de Bering cerca de 20.000 a 30.000 anos atrds para encontrar os
Paleo-Indios. Ha 15.000 anos, o haplogrupo X veio para a regido central do Canadd tanto
ao atravessar o Atlintico congelado ou através da rota da Asia da qual ndo existem
remanescentes nos dias de hoje. De 12.000 a 15.000 anos, o haplogrupo B entrou nas
Américas, passando pela Sibéria e pelo Artico, movendo-se ao longo da Costa da Beringia.
Cerca de 7000 a 9000 anos atrds, um processo migratorio trouxe um haplogrupo A
modificado do nordeste da Sibéria para o noroeste da América do Norte. Enfim,
relativamente recente, derivados dos haplogrupos A e D se moveram do Circulo Polar
Artico para encontrar os esquimés (http://www.mitomap.org). Os individuos com
ancestrais europeus pertencem a um dos nove seguintes haplogrupos: H, I, J, K, T, U, V, W

e X, com cerca da metade dos casos pertencentes ao haplogrupo H (38,39).
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Figura 3 - Diagrama da historia migratéria dos haplogrupos do mtDNA humano.

Modificada de Wallace, 2005

1.1.6- Doencas mitocondriais
As mutagdes no mtDNA sdo responsdveis por diversas doencgas genéticas. As

manifestacdes clinicas presentes nestas afeccdes sdo muito heterogéneas, envolvendo, na
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maioria das vezes diversos Orgdos e tecidos. Sdo descritas diversas manifestacoes
sist€émicas, dentre elas podem ser citadas: acidose ldtica, anemia siderobléstica, diabetes
mellitus, disfun¢do pancredtica, hepatopatia, hiperaldosteronismo, hipogonadismo,
hipoparatireoidismo, hipotireoidismo, miocardiopatia, pancitopenia, pseudo-oclusio
intestinal, transtornos no sistema de condug¢do do coragdo, tubulopatias renais e
manifestacdes neuroldgicas. Dentre estas ultimas podem ser citadas a cefaléia vascular,
convulsdes, deméncia, depressdo, distonia, mioclonia, miopatia, oftalmoplegia, ataxia,
surdez e neuropatia (1,40).

As mutagdes no mtDNA podem ser por rearranjo € mutagdes de ponto, como ja
descrito anteriormente. Dentre os principais fendtipos associados a mutagdes pontuais no
mtDNA estdo a neuropatia Optica hereditaria de Leber (LHON), a sindrome que associa
neuropatia, ataxia e retinose pigmentar (NARP), a Sindrome de Leigh de heranca materna
(MILS), a sindrome da encefalopatia mitocondrial, acidose lética e episddios semelhantes a
acidentes vasculares cerebrais (MELAS) e a epilepsia mioclonica associada a fibras
ragged-red (MERRF) (14,41).

Embora os efeitos das mutagcdes pontuais sejam em sua maioria de natureza
multi-sist€émica, as manifestacdes do fendtipo podem ficar restritas a um Unico tecido ou
6rgio. E o caso da Neuropatia Optica Hereditiria de Leber (LHON), que levard a
degeneracdo do nervo Optico, um tecido com grande demanda energética (36). As
neuropatias opticas hereditarias mais comuns na populacdo geral sao LHON e neuropatia
Optica autossémica dominante (NOAD), e resultam em grande déficit visual em adultos
jovens. Ambas possuem similaridades patoldgicas, com acentuada perda das células

ganglionares da retina e acometimento do feixe papilo-macular (4).

1.2 - Neuropatia 6ptica hereditaria de Leber (LHON)

1.2.1- Historico
Em 1871, o oftalmologista alemdo Theodor Leber descreveu, pela primeira vez,
a Neuropatia 6ptica hereditaria de Leber como uma entidade clinica distinta. Ele descreveu

as caracteristicas do padrido de perda visual em membros de quatro familias e suas
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observacgdes foram subsequentemente confirmadas em linhagens de diferentes populacdes.
Estes primeiros estudos destacaram varios achados do LHON, incluindo a transmissao
materna da doenga, a perda visual predominantemente em homens, o acometimento quase
que exclusivo do nervo 6ptico. Ele também notou que alguns destes pacientes sofriam de
palpitacdo cardiaca (42).

Apenas em 1988 o padrdo ndo mendeliano de heranca foi desvendado, quando
Wallace e colaboradores publicaram na revista Science a descoberta da primeira mutacao
de ponto no DNA mitocondrial (mtDNA) a ser associada com doenca humana,
correlacionando-a as familias com quadro clinico de LHON. Desde entdo, surgiram
inimeras pesquisas relacionadas a clinica, genética e bioquimica da doenca, buscando a

melhor teoria que explique a patogénese e fatores determinantes para a expressdo desta

doencga (43,44).

1.2.2- Mutacoes da neuropatia optica hereditaria de Leber

A LHON ¢€ caracterizada pela perda subita da visdo em ambos os olhos, devido
a degeneracdo do nervo Optico causada possivelmente por um processo apoptético
generalizado das células p-ganglionares da retina. E considerada a doenca mitocondrial
mais frequente na populagdo caucasoide, sendo, portanto, de heranca materna. O nimero de
mutagdes relacionadas a LHON € controverso na literatura cientifica, pois publicacOes
recentes trazem novas mutacoes associadas a LHON em genes que expressam subunidades
dos complexos respiratérios I, Il e IV da cadeia respiratéria mitocondrial. Em 2009, Man e
colaboradores relataram vinte e uma mutacdes importantes (4). Segundo o maior Banco de
Dados online sobre a LHON, o MITOMAP, mais de 30 mutagdes sdo atualmente
relacionadas a doenca (http//www.mitomap.org/MITOMAP/MutationsLHON) (37).

A maioria dos pacientes com LHON (90 a 95%) possui uma das trés mutacdes
primdrias, as quais estdo relacionadas a um maior risco de expressdo fenotipica da
sindrome. Somente 5% dos pacientes possuem uma das demais mutagdes, conhecidas como
mutagdes secundarias. As trés principais mutacoes de ponto para LHON sdo: G11778A,
T14484C e G3460A e acometem subunidades de genes MT-ND4, MT-ND6 ¢ MT-NDI,

respectivamente, que codificam proteinas para o complexo I da cadeia respiratoria (45).
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Wallace e colaboradores identificaram a mutagdo m.11778G>A em 1988 (43).
Sua especial significancia histdrica se deve ao fato de ser a primeira mutagdo de ponto a ser
associada a doenca humana. E a mutacio primdria mais frequente na populacio mundial,
correspondendo a 69% dos casos, podendo variar a frequéncia em populacdes especificas
como: 50% dos casos na Europa, 69% na Finlandia e quase 95% na populacdo asidtica (4,
43, 46,47). Esta mutagdo € considerada como a de pior progndstico, com perda visual mais
grave e menor chance de melhora parcial de visdo (4 a 25% dos casos) (48,49). Nela ocorre
a troca de uma base guanina por adenina na posi¢do 11778 do gene mitocondrial MT-ND4
(NADH desidrogenase subunidade 4), que resulta na substitui¢do do aminodcido arginina
por histidina na posi¢do 340 da proteina do complexo I da cadeia respiratdria (43).

A mutacdo m.14484T>C € a segunda mais frequente na populagdo mundial,
onde € descrita em 14% dos casos (50,51). Na populagdo franco-canadense € a mutagdo
mais comum (87%) e resulta de um efeito fundador, isto €, mutacdo no gene é observada
em alta frequéncia em uma populacdo especifica devido a presenca da mutacdo em um
unico ancestral ou pequeno numero de ancestrais (52). Ocorre a troca da timina por citosina
na posicao 14484 do gene mitocondrial MT-ND6, que consequentemente substitui o
aminodcido metionina por valina na posi¢cdo 64 da proteina do complexo I da cadeia
respiratoria (50,51). Pacientes com a mutacdo T14484C tém o melhor progndstico, com
maior probabilidade de melhora parcial da visdo, em 37 a 58% dos casos (51).

A mutacdo m.3460G>A € a menos frequente na populagdo mundial, ocorrendo
em 13% dos pacientes. Nesta mutacdo a troca de uma guanina por adenina na posi¢ao 3460
do gene mitocondrial MT-NDI, acarreta uma mudang¢a na sequéncia de aminodcidos,
trocando uma alanina por uma treonina de uma proteina do complexo I da cadeia
respiratdria. Apresenta um fendtipo intermedidrio e as chances de melhora parcial da visao
sdo de 22 a 25% dos casos (49,53,54).

Embora seja descrito um grande nimero de mutagdes secunddrias, elas
representam apenas 5% das ocorréncias das mutagdes mitocondriais relacionadas a LHON.
Estdo presentes em quase todos os genes que até hoje foram descritos como portadores das
principais mutacdes (MT-NDI1, MT-ND4, MT-ND4L, MT-ND5, MT-ND6 e¢ MT-CYB),
porém até o momento ndo t€m um papel definido na etiologia da neuropatia e talvez

possam influenciar na progressao da doenca ou atuem como marcadores polimorficos de
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diferentes haplogrupos (55). As mutagdes secunddrias sdo geralmente associadas a
sindromes e manifestagdes sist€micas, como arritmias cardiacas, neuropatia periférica,
miopatias ndo especificas e transtornos do movimento (4,56). Outros estudos descreveram a
sobreposicao de caracteristicas de LHON e MELAS em portadores das mutacdes G3376A
ou G3697A (57,58). A tabela 2 resume as mutacdes primdrias € as principais mutacoes

secunddrias e seus respectivos genes.

Tabela 2- Mutac¢Oes mitocondriais relacionadas a LHON.

Alelos mutantes (%) Mutacao Gene
m.11778G>A MT-ND4
95% m.14484T>C MT-ND6
m.3460G>A
m.3635G>A
m.3733G>A MI-NDI
m.4171C>A
m.10663T>C MT-ND4L
5% m.14459G>A
m.14482C>A
m.14482C>G MT-ND6
m.14495A>G
m.14568C>T

1.2.3- Epidemiologia

LHON ¢€ doenca do mtDNA mais comum, com uma prevaléncia minima
descrita de 1:31.000 de individuos afetados no nordeste da Inglaterra e 1:8.500 portadores
da mutacdo com risco de perda visual (59). Prevaléncias similares tém sido descritas na
populacdo caucaséide, sendo 1:39.000 em individuos dos paises Baixos e 1:50.000 na
Finlandia (60,61). Cerca de 2% dos individuos registrados como cegos na Austrdlia
possuem LHON (62).

A idade de inicio da manifestacio da LHON tem seu pico entre 15 a 30 anos e

95% dos portadores da mutacdo que irdo manifestar a perda visual o fardo antes dos 50
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anos de idade. No entanto, a deterioragdo visual pode ocorrer em qualquer idade, entre a
primeira e a sétima década de vida (63,64). LHON deve fazer parte do diagndstico
diferencial de todos os casos de neuropatia Optica bilateral, simultinea ou sequencial,
independente da idade de manifestacdo, principalmente em individuos do sexo masculino.
A taxa de acometimento da LHON entre individuos do sexo masculino/feminino varia nas
diferentes populacdes estudadas, sendo que a taxa mais descrita € de 4:1 (65). Porém, esses
dados podem variar em diferentes publicacdes, ja4 que sdo relatadas na literatura taxas que
vao de 3.7:1 a 12.4:1 entre caucasOides (44,66) e 2.2:1 a 2.4:1 nos chineses (67). O tipo de
mutacdo e o género ao qual o paciente pertence parecem ndo influenciar na idade e
gravidade da manifestacdo da perda visual, embora tenha sido relatada, idade de inicio de
manifestacdo da neuropatia discretamente maior em mulheres portadoras da mutagdo
GI11778A (48,49,50). Geralmente os pacientes com LHON apresentam familiares maternos
também afetados, porém em 40% dos casos ndo hé histéria familiar de perda visual. Este
fato provavelmente se refere a casos nos quais € dificil tracar o heredograma, pois, casos de

mutacoes de novo em LHON sdo raras (65).

1.2.4- Manifestacoes clinicas

1.2.4.1- Fase pré-sintomatica

Estudos mostram que individuos assintomdticos portadores da mutacdo para
LHON podem apresentar discretas oscilagdes da visdo devido a anormalidades no fundo de
olho como as telangiectasias dos vasos ao redor do disco 6ptico e edema da camada de
fibras nervosas da retina. O exame de tomografia de coeréncia Optica mostrou em alguns
portadores assintomaticos, espessamento da camada de fibras nervosas da retina temporal,
dado este que reforca a ideia de que as fibras do feixe papilomacular sdo mais vulnerdveis
nesta doenga (68). O defeito na visdo de cores, principalmente na faixa verde-vermelho,
também pode ser encontrado em portadores assintomaticos, conforme descrito em pesquisa
realizada entre membros de uma familia brasileira portadora da mutacdo G11778A. A
redu¢do na sensibilidade contraste e os parimetros visuais subnormais em exames

eletrofisioldgicos podem estar associados em mutantes ainda assintométicos (69).
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1.2.4.2- Fase aguda

LHON ¢ caracterizado pela faléncia visual bilateral, indolor, aguda ou
subaguda, que ocorre em adultos jovens previamente sauddveis. Os homens sdo pelo menos
quatro a cinco vezes mais suscetiveis em se tornarem afetados do que as mulheres. O inicio
da doenca é caracterizado pela perda da visdo central, simultdnea em ambos os olhos em
25% dos casos ou sequencial (75% dos casos), com uma média de acometimento entre os
olhos de 2 a 3 meses (70). A acuidade visual € severamente reduzida para conta dedos ou
menos na maioria dos casos e alcanga sua maxima redugdo 4 a 6 semanas apds o inicio da
doenca (71). O defeito de campo visual caracteristico de LHON € o escotoma central ou
cecocentral e pode ser documentado pela campimetria computadorizada ou pelo

campimetro manual de Goldmann (4) (Figuras 4 € 5).
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Figura 5 - Campo visual de paciente com escotoma cecocentral em OD.

A discromatopsia, com altera¢do principal na faixa de cores verde-vermelho,

também caracteriza a doencga. Importante ressaltar que geralmente ndo ha defeito pupilar
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aferente, sugerindo que as fibras retino tectais que auxiliam no reflexo pupilar a luz sdo
menos suscetiveis aos efeitos da mutagdo mitocondrial da LHON (4).

O exame de fundo de olho nesta fase pode ser totalmente normal em
aproximadamente 20% dos casos, porém estd alterado na maioria dos casos, com as
seguintes anormalidades: tortuosidade vascular dos vasos centrais da retina, edema da
camada de fibras nervosas e microangiopatia circumpapilar telangiectdsica (figura 6). O
exame de angiofluoresceinografia mostra um pseudoedema de disco, isto é, ndo ha

vazamento na fase inicial do exame (72).

Figura 6 - Alteracoes de fundo de olho na fase aguda da LHON.

1.2.4.3- Fase cronica

ApOs seis meses do inicio da doenga, a atrofia Optica (figura 7) torna-se um
achado universal, e o paciente atinge acuidade visual compativel com o diagnéstico de
cegueira. Inicialmente pode haver uma palidez maior no setor temporal da papila, devido ao
acometimento mais precoce das fibras do feixe papilomacular. Se o paciente € avaliado
apenas em estagios tardios, pode ser dificil fazer o diagnéstico diferencial com outras
neuropatias, como compressiva, infiltrativa e inflamatdria, principalmente se ndao ha
histéria clara de heranga materna. Nestes casos, enquanto nao se obtém o resultado do teste

genético molecular, um exame de neuroimagem se faz necessario (21).
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Figura 7 - Alteracoes de fundo de olho na fase créonica da LHON.

1.2.4.4- Prognéstico visual

Uma melhora parcial dos parametros visuais pode ocorrer em alguns pacientes
mesmo apods varios anos do inicio da doenga, e as chances de melhora estdo relacionadas ao
tipo de mutacdo, ocorrendo com maior frequéncia nos portadores da mutacdo T14484C,
com menor frequéncia em pacientes com a mutacio G11778A e com progndstico
intermedidrio nos mutantes G3460A, conforme ja descrito anteriormente. A melhora da
acuidade visual pode ser acompanhada de melhora do campo visual, com pequenas ilhas de
visdo no escotoma, chamadas de fenestracdes e melhora na visdo de cores, na dessaturacao
das cores. Fatores de bom progndstico para a melhora visual sdo: idade precoce de
manifestagdo da doenca (menor que 20 anos), apresentacdo subaguda com lenta progressao
do defeito visual e nervo Optico com grande superficie de drea. A maioria dos pacientes,

porém, persistem com grave déficit, sem sinais de melhora (51,70,73,74).

1.2.4.5- Achados extra-oculares

Embora o achado preponderante da LHON seja a faléncia visual, outros
achados podem ser encontrados mais frequentemente em pacientes com esta doenca do que

em controles, como arritmias cardiacas e anormalidades neuroldgicas (tremor postural,
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miopatias inespecificas e neuropatias periféricas) (75,76,77). Estudo recente relatou o caso
de um paciente com LHON, mutacio G3460A e anormalidade do plexo braquial, sem
sintomas de neuropatia periférica antes de sua morte. Amostras do plexo braquial de ambos
os bracos, obtidas pelo exame de necropsia e avaliadas pela microscopia eletronica
mostraram varios estdgios de degeneracdo axonal de grandes fibras mielinizadas e fibras
musculares com sinais de miopatia neurogénica, sem acometimento de outros nervos
periféricos. Diferente dos achados anteriores que mostram maior vulnerabilidade de
pequenos axonios, como se sugere que ocorra no nervo Optico de pacientes com LHON,
este artigo mostra o acometimento de fibras nervosas maiores, ou seja, fibras nervosas de
um plexo nervoso (78,79).

Ha também as sindromes chamadas de “LHON plus” que sdo raras e associam
ao quadro de acometimento visual, achados de déficits neuroldgicos graves como distonia
espastica, ataxia e encefalopatia juvenil. Estas sindromes tém sido ligadas a vdrias
mutagdes no DNA mitocondrial em linhagens isoladas da Holanda (A11696G e/ou
T14596A), Austrilia (T4160C) e América do Norte (G14459A) (80,81). LHON e MELAS
(encefalomiopatia mitocondrial, acidose latica e episddios tipo acidente vascular cerebral),
estdo relacionadas as duas mutagdes secunddrias que codificam para o complexo I da
cadeia respiratoria, G3376A e G3697A (57,58). Outra associa¢do importante, € que alguns
individuos caucasdides portadores da mutagdo para LHON, principalmente mulheres com a
mutagcdo G11778A, apresentam achados clinicos, de neuroimagem e liquor indistinguiveis
dos achados da esclerose multipla, a doenca de Harding. Isto iria de encontro com a
hipétese do papel da autoimunidade na fisiopatologia desta doenca mitocondrial (82). Até o
momento, menos que 30 casos da doenca de Harding (LHON associado a quadro clinico
semelhante a esclerose multipla) foram relatados. McClelland e colaboradores publicaram
em 2011 (83) o relato de um caso em que a doenga de Harding, de uma paciente com a
mutacdo T14484C, mimetizou o quadro de neuromielite Optica soronegativa, também
conhecida como Doenga de Devic. Trata-se de uma doenca inflamatdria do sistema nervoso
central, marcada pela neurite Optica bilateral, simultanea ou sequencial, aguda ou subaguda,

e mielite transversa (83).

54



1.2.4.6- Diagnostico

O diagnéstico de LHON pode ser elucidado pela extensa avaliacdo clinica
oftalmoldgica, principalmente se os achados de exame forem associados a histéria familiar
de perda visual de heranga materna. O teste genético molecular de uma amostra de sangue
periférico é o exame padrdo para o diagndstico e pode de usado para o aconselhamento
genético. O exame molecular inicial deve ser feito pelo rastreamento das mutacdes
primdrias, uma vez ndo encontradas, pesquisam-se as mutagdes secunddrias (4,42).

Em alguns casos pode ser necessdrio realizar exames eletrofisiologicos,
incluindo eletrorretinogramas (PERGs) e potencial visual evocado (VEPs), para excluir
patologia retiniana e confirmar neuropatia. Eletrocardiograma é recomendado para excluir
sindrome de pré-excitagdo a qual pode estar associada em pacientes com LHON. Exames
de neuroimagem, como tomografia computadorizada e ressonincia magnética, geralmente
estdo dentro da normalidade em pacientes com LHON, no entanto podem mostrar sinais
relacionados a edema e gliose do nervo Optico na fase atréfica (4). Novos achados na
ressonancia magnética de cranio de dois pacientes com a mutacdo G11778A foram
recentemente relatados. O artigo em questao mostrou ndo s6 o alargamento das vias visuais
anteriores, nervos Opticos e quiasma, sem realce de contraste, como descrito em
publicacdes anteriores, mas também do trato 6ptico, se estendendo até o corpo geniculado

lateral (84).

1.2.5- Penetrancia incompleta e viés do género

Duas questdes relevantes em relagdo a LHON permanecem inexplicadas, a
penetrancia incompleta e o maior risco de homens manifestarem a doencga (4:1). Somente
cerca de 50% dos homens e 10% das mulheres portadores de uma das trés mutagdes
primdrias relacionadas a LHON irdo desenvolver a neuropatia Optica. Esta penetrancia
incompleta e a predilecdo por homens implicam que outros fatores adicionais, genéticos
(mitocondriais ou nucleares), epigenéticos ou ambientais, além da presenga da mutacdo,
devem modular a expressdo fenotipica da LHON. Hipdteses adicionais para explicar a

maior frequéncia de neuropatia em individuos do gé€nero masculino resultariam da
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combinacdo de variacdes anatdmicas, hormonais e fisiolégicas entre homens e mulheres

(44.85).

1.2.6 - Fatores genéticos mitocondriais

1.2.6.1- Heteroplasmia

Dependendo da demanda metabdlica, as células podem conter mitocondrias em
ndmero varidvel de 500 a 10.000, e, cada mitocondria de 2 a 10 moléculas de DNA. Isso
resulta em um grande nimero de cOpias. Na maioria das linhagens de LHON a mutagdo
primdria encontra-se em homoplasmia, isto é, todas as moléculas do DNA mitocondrial
estdio mutadas. Sugere-se que a heteroplasmia possa colaborar com a penetrancia
incompleta, e segundo esta teoria seriam necessarios que 60% ou mais das moléculas do
DNA mitocondrial estivessem mutadas para haver o risco de cegueira. Como a maioria dos
individuos com LHON estdo em homoplasmia, a proposta de um teste pré-sintomatico em

individuos com mutacdo para LHON, se mostra desnecessaria (86,87).

1.2.6.2- Haplogrupos do DNA mitocondrial - LHON

As mutagdes do DNA mitocondrial se acumulam numa velocidade pelo menos
10 vezes maior que o genoma nuclear, resultando em altas taxas de mutagdes. Por ter
heranca exclusivamente materna e ndo recombinar, estes polimorfismos acumulados
acompanharam as mulheres ancestrais desde a Africa até os demais continentes nos dltimos
150.000 anos. Os individuos com ancestrais europeus pertencem a um dos nove seguintes
haplogrupos: H, I, J, K, T, U, V, W e X, com cerca da metade dos casos pertencentes ao
haplogrupo H (38,39).

Estudo de meta-analise recente com 159 linhagens européias da LHON indicou
que o risco de perda visual para as trés mutacdes primdrias € influenciado pelo haplogrupo
do DNA mitocondrial. O risco de perda visual € maior quando as mutagdes G11778A e
T14484C possuem o haplogrupo J, enquanto a mutacdo G3460A possui o haplogrupo K.

Por outro lado, os portadores da mutacdo G11778A tém menor risco de perda visual
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quando possuem o haplogrupo H. Os haplogrupos H, J e K sdo todos definidos como
substitui¢des polimdrficas no gene MT-CYB que codificam para o citocromo b, a Unica
subunidade do complexo IIl. Surge a hipdtese que estas substituicdes no citocromo B
possam influenciar o risco de perda visual pela modulacdo das consequéncias bioquimicas
da mutacdo primaria da LHON através de um efeito na estabilidade do supercomplexo I-IIT
(88,89). A primeira evidéncia experimental de que a atividade do complexo III modula a
manifestacdo da LHON associada a mutagdo G11778A foi realizado por pesquisadores
chineses com células de linhagem linfobléstica derivadas de 5 pacientes de uma familia
chinesa (90).

Estudos em outras populagdes também tém verificado os haplogrupos das
linhagens mutantes. Em 17 linhagens de chineses portadores da mutacao G11778A foram
descritos os seguintes haplogrupos: B4a, BS, C, D4, D5, F1, M1, M7b, M8a, M10a e N9a
(91). O haplogrupo M7b1’2 tende a aumentar o risco de perda visual, enquanto o
haplogrupo M8a tem um efeito protetor, isto €, diminui o risco de perda visual em chineses
portadores da mutacdo G11778A (92). Estudo na populacdo tailandesa mostrou que o
haplogrupo B5al tem forte associagdo com pacientes de LHON portadores da mutacio
G11778A e parece aumentar o risco de perda visual nestes individuos, enquanto o
haplogrupo F1 poderia ter um efeito protetor (93). Na populacdo iraniana foi verificada
associacdo entre as mutacdes G11778A e G3460A com os haplogrupos J ¢ W,
respectivamente (94). No Brasil uma grande linhagem de LHON portadora da mutacio

G11778A, com ancestral materno de origem italiana, pertence ao haplogrupo J (95).

1.2.7- Fatores genéticos nucleares

A preferéncia pela manifestacdo da neuropatia em individuos do género
masculino com mutagdo da LHON ndo pode ser explicada pela heranca mitocondrial e
sugere a existéncia de um gene de suscetibilidade recessivo ligado ao cromossomo X,
agindo em sinergia com a mutacdo mitocondrial para a expressdao do fendtipo. Homens
portadores t€m somente um cromossomo X e, diferente das mulheres portadoras, ndo
podem compensar com outro X o alelo de suscetibilidade. As primeiras tentativas de

identificar um l6cus de suscetibilidade no cromossomo X falharam, mas trés estudos
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recentes usando um maior nimero de individuos com LHON encontraram dois 16cus com
alta probabilidade: Xp21-Xq21 e Xq25-27.2. Embora os genes causadores destas regides de
interesse ndo tenham sido identificados, o hapldtipo de alto risco [DXS8090(166)-
DXS1068(268)] no Xp21 foi definido como de risco para perda visual nos portadores das
mutacoes G11778A e T14484C e ndo para G3460A (67,96,97). A possibilidade de outros
genes modificadores nucleares ndo estd excluida e novos estudos sdo necessdrios para

explicar esta interacdo entre o genoma nuclear e o genoma mitocondrial na fisiopatologia

da doenca (21).

1.2.8- Fatores epigenéticos

Conforme descrito anteriormente, a presenca da mutacio no mtDNA ¢é
fundamental para que o individuo manifeste a faléncia visual. No entanto, LHON apresenta
penetrancia incompleta, isto €, nem todos os mutantes irdo manifestar a doenga. Este fato
poderia ser explicado por diferentes taxas de heteroplasmia, porém, a grande maioria dos
individuos com LHON estdo em homoplasmia (44). Isto sugere que outros fatores
adicionais, genéticos (mitocondriais ou nucleares), epigenéticos ou ambientais, além da
presenca da mutagdo, devem modular a expressao fenotipica da LHON (91,98). Os fatores
epigenéticos sdo caracterizados pela influéncia do ambiente nas manifestacdes dos genes, e
tém sido intensamente estudados nas patologias oncoldgicas (99). Estes fatores envolvem o
controle da expressdao dos genes independente das variagdes na sequéncia de nucleotideos
do DNA e podem ser potencialmente transmitidos para a prole (99,100). Diferente dos
fatores genéticos, os fatores epigenéticos sdo dinamicos e reversiveis, e basicamente
envolvem trés mecanismos: a metilacdo dos residuos de citosina nas regides promotoras do
DNA, mudancas na estrutura da cromatina através da acetilacao e metilacdo das caudas N-
terminais das histonas e controle pds-transcripcional através dos micros RNAs (101,102).
Os fatores epigenéticos mais investigados na expressao fenotipica da LHON sao os efeitos
do consumo excessivo do tabaco e do dlcool (85,103,104,105). Outro fator epigenético
relacionado ao LHON ¢€ o efeito toxico de poluentes do ar, como a fumaca da queimada de
madeira, pneus e outros poluentes industriais. Os produtos destes poluentes, como o

cianideo e o monéxido de carbono, derivados do tabaco e da fumaca tém mostrado inibir a
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atividade do citocromo ¢ oxidase e pode reduzir o limiar de uma fungdo respiratdria
mitocondrial j4 comprometida nos portadores da mutacdo (106,107). No entanto, novos
estudos sdo necessdrios para determinar a forma como esses fatores epigenéticos controlam

a expressao do gene mutante no mtDNA dos portadores da LHON.

1.2.9- Fatores hormonais

Fatores hormonais poderiam ter efeito protetor nas mulheres portadoras de
mutacdo para LHON, interferindo na penetrancia da expressdo fenotipica da doenca. Esta
hipétese foi investigada usando um modelo com células de osteossarcoma com uma das
trés mutagOes primdrias. Este modelo exibiu elevados niveis de espécies reativas do
oxigénio, diminui¢do do potencial de membrana mitocondrial e elevada taxa de apoptose,
com maior fragmenta¢do das mitocondrias quando comparada com a cultura controle. Ao
tratar a cultura de células com 17 beta-estradiol houve aumento nos niveis celulares de

enzimas antioxidantes e melhora do funcionamento mitocondrial (108).

1.2.10- Fatores ambientais

Virios estudos acompanhando gémeos monozigdticos portadores da mutacdo
para LHON tém sido relatados e dois de cinco pares desses gémeos permanecem
discordantes em relacdo a manifestacdo fenotipica da doenca (65,107). Embora o gémeo
nido afetado possa manifestar a perda visual a qualquer momento, a existéncia desta
discordancia sugere que fatores ambientais devem interferir na penetrancia da doenca. Ha
vérias publicacdes de estudo caso-controle, com amostras pequenas, tentando correlacionar
o consumo do tabaco e do élcool com a perda visual em portadores da mutacdo, com
achados contraditérios (85,103,109,110,111). Em um estudo, que inclui irmaos afetados e
nao afetados de 80 linhagens da LHON, o consumo elevado de tabaco e dlcool ndo alterou
a probabilidade de faléncia visual (104). No entanto, estudo multicéntrico recente foi
realizado para esclarecer se o consumo abusivo de tabaco e dlcool poderia deflagrar a perda
visual. Foram comparados 196 portadores da mutacdo para LHON afetados e 206

portadores ndo afetados. Este estudo mostrou que o tabaco estd fortemente associado com o
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risco de perda visual e, este efeito foi dose dependente, com o risco de perda visual maior
nos individuos que fazem consumo abusivo do tabaco do que nos individuos que o fazem
de forma comedida. Em relacdo ao consumo abusivo do dlcool, o estudo sugeriu correlacio
com a perda visual, porém os resultados ndo foram estatisticamente significativos (105).
Estes resultados sugerem aconselhar os portadores da mutacdo para LHON a ndao fumarem
e a ingerirem alcool de forma moderada. Embora nenhum estudo funcional tenha sido
realizado, o tabaco pode acometer a fosforilagdo oxidativa mitocondrial, tanto pelo efeito
téxico direto na atividade respiratéria do complexo I, quanto reduzindo a concentragdo do
oxigénio (85,104,105). H4 também relatos de que fatores ambientais possam precipitar a
perda visual em portadores da mutacdo: trauma craniano, doenca sist€émica aguda, estresse
psicoldégico, déficit nutricional, exposicdo a toxinas industriais (n-hexano), drogas
antiretrovirais (106,111,112,113,114). Por outro lado, em algumas linhagens a penetrancia
do LHON parece estar diminuindo, o que pode estar associado a melhora dos fatores sécio-
econOmicos e ambientais. No entanto, o papel dos fatores ambientais ainda ndo estd bem
definido e estudos epidemiolégicos com maior nimero de pacientes e dados ambientais sao

necessarios para definir este papel (115).

1.2.11- Fisiopatologia da LHON

A presenca da mutagdo € condi¢do indispensdvel para a manifestacdo da
faléncia visual, mas, provavelmente, outros fatores devem estar associados para que a
doenca ocorra. A fosforilacdo oxidativa produz o maior estoque de ATP das células e isto
ocorre pela cadeia respiratoria em cinco complexos localizados na membrana mitocondrial
interna. Todas as trés mutagdes primarias para LHON envolvem subunidades do complexo
I e seu impacto na fosforilagdo oxidativa tém sido investigado em ensaios bioquimicos com
diferentes tipos celulares, os quais suportam evidéncias que o principal prejuizo estd na
sintese de ATP, com subsequente degeneracdo das células ganglionares da retina devido a
faléncia energética (21). No entanto, estudos bioquimicos tanto in vivo quanto in vitro
produziram resultados conflitantes sobre a extensdo da disfuncio da cadeia respiratoria na
LHON, com variacdes explicadas em parte, pelos diferentes protocolos de estudos com

diferentes tipos celulares (plaquetas, leucdcitos, fibroblastos, musculo esquelético), porém
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nunca realizados nas células ganglionares da retina, por motivos de inacessibilidade destas.
Estudos in vivo confirmaram o defeito bioquimico na LHON, com reduc¢do mais
pronunciada na sintese de ATP na mutagdo G11778A, seguido pela T14484C e G3460A
(116). Uma observacao importante nestes estudos é que nao houve diferenca bioquimica
significante entre os portadores da mutacdo de LHON afetados e ndo afetados, o que sugere
que LHON ¢ associada a defeito na cadeia respiratéria mais sibito do que outras mutagdes
patogénicas do DNA mitocondrial (42). Em outro estudo, o estresse oxidativo levou a
producdo de radicais livres e foram encontrados niveis aumentados de espécies reativas do
oxigénio em cibridos transmitocondriais carregando uma das trés mutacdes primdrias (117).
Pacientes com LHON té€m a taxa alpha-tocopherol/lipidio reduzida e niveis de 8-hidroxi-2-
deoxiguanosina elevados em seus leucdcitos sanguineos, ambos marcadores de producio de
espécies reativas do oxigénio aumentadas (118). Modelos bioquimicos mostram
acometimento da atividade da proteina excitatdria transportadora de aminodcidos (EAAT1),
a qual é altamente relevante para a sobrevivéncia das células ganglionares da retina, uma
vez que estdo envolvidas no transporte do glutamato para células de Muller da camada
interna da retina. O aumento das espécies reativas do oxigénio e da excitotoxicidade do
glutamato € potente indutor da morte celular por apoptose (119).

A maior vulnerabilidade das células ganglionares da retina na LHON € bastante
questionada e, consequentemente estudada. O mais 6bvio € que estas células requerem
maior quantidade de ATP para seu funcionamento, suportada por estudos que mostram alta
atividade enzimatica nas células ganglionares e na camada de fibras nervosas. No entanto,
dois fatos falam contra esta afirmacdo, os fotorreceptores t€ém uma demanda oxidativa
muito maior do que as células ganglionares; ou outras desordens mitocondriais
caracterizadas por defeitos mais graves na atividade do complexo I ndo causam atrofia
6ptica. E possivel que as células ganglionares da retina sejam preferencialmente acometidas
porque sdo mais sensiveis ao desequilibrio oxidativo celular e ao aumento de radicais livres
(120).

Algumas peculiaridades anatomicas do nervo Optico podem ajudar a explicar
esta maior vulnerabilidade das células ganglionares da retina a este defeito genético. A
lamina cribosa € uma placa perfurada de coldgeno que marca a transi¢do anatdomica do

nervo 6ptico humano de uma por¢ao pré-laminar desmielinizada para a outra por¢ao pos-
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laminar mielinizada. Os ax6nios das células ganglionares da por¢ao pré-laminar tém maior
concentracdo de mitocOndrias para suportar a maior demanda energética da conducdo
nervosa que ocorre na auséncia de mielinizagdo, enquanto os axodnios mielinizados da
porcdo pds-laminar, demandam menor energia na condu¢@o nervosa saltatéria e, por isto,
tém menor concentracdo de mitocondrias. A porcao pré-laminar do nervo 6ptico pode ser
considerado um ponto de choque metabdlico, mais vulnerdvel, que magnifica as
consequéncias de qualquer prejuizo subito na fosforilagdo oxidativa mitocondrial (121). A
mitocondria ndo esta isolada, e faz parte de um intrincado sistema de citoesqueleto o qual
localiza dreas de maior demanda energética. Estas interacdes mitocOndria-citoesqueleto
ocorrem na lamina cribosa e em outros locais que demandam a manuten¢do do gradiente
mitocondrial, como o ndédulo de Ranvier. O transporte axonal nos longos axodnios das
células ganglionares € dependente de trilhos de microtibulos. O transporte axonal pode ser
interrompido por dois processos, defeito bioquimico mitocondrial ou problema primario na
manutencdo no trabalho dos microtdbulos. A distingdo entre estes processos €
desnecessdria, uma vez que um precipita o outro, gerando um circulo vicioso, onde o
edema axonal devido a estase axoplasmadtica, leva a degeneracdo axonal, consequente
morte celular, marcando o inicio e progressao dos sintomas clinicos (122).

Outra consideracdo anatomica importante € que as células ganglionares
parvocelulares do feixe papilomacular da retina sdo muito finas e possuem pequena drea de
seccdo, o que pode deixd-las em situagdo de maior desvantagem em termos de reserva
mitocondrial, quando comparadas as células ganglionares magnocelulares (123).

A morfologia do nervo 6ptico também pode estar implicada na suscetibilidade a
doenga. Os portadores de LHON ndo afetados tém areas de discos Opticos maiores quando
comparados a portadores afetados e a controles normais. Dentre os portadores afetados, a
melhora parcial da visdo pode estar associada ao maior diametro vertical do disco dptico e
nao ao maior didmetro horizontal do disco, com melhor progndstico visual em discos
maiores (124). Isto sugere uma possivel correlacdo entre a anatomia do disco Optico e a
expressao fenotipica das mutacdes primdrias da LHON, semelhante a correlagdo que ocorre
na neuropatia Optica isquémica aguda (NOIA) e o disco de risco, pequeno e elevado (125).
Edema transitério e segmentar da camada de fibras nervosas da retina tem sido observado

em portadores assintomdticos e com a imagem do nervo optico pela tomografia de
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coeréncia optica (OCT), esse espessamento do setor temporal da camada de firas nervosas
tem sido confirmado (126,127). O edema dos axonios das células ganglionares da retina é
secundério a estase do fluxo axoplasmatico e reflete o estado de comprometimento
energético destes neurdnios. Se os axOnios do nervo Optico sdo congenitamente
empacotados em espaco relativamente confinado, pode ocorrer uma sindrome de
compartimento, dificultando o fluxo axonal. Os finos capilares ao redor da lamina cribosa
tornam-se comprimidos pelo edema circundante, resultando em isquemia, que pode levar a
um ciclo-vicioso e precipitar a perda visual. Este conceito de disco de risco pode explicar o
papel de fatores ambientais, como o risco do consumo abusivo do tabaco em aumentar a
expressao da doenca nos portadores assintomdticos da mutacdo. Pacientes tabagistas t€ém
maior alteracdo vascular arterosclerdtica que podem exacerbar a hipdxia da cabeca do
nervo optico (128).

A figura 8 resume a fisiopatologia da LHON.

Fatores ambientais

+ Sintese de ATP
tROS
Desequilibrio REDOX

= Células
Mutagdes ) Dlshanglics » ganglionares
L mitocondrial da retina
Apoptose
Fatores Genéticos

Mitocondrial ] | Muclear
Heteroplasmia Cromossomo X?
mtDNA (background) Genes moduladores? Degeneragao

Nervo 6ptico

omprometida

Figura 8 - Esquematizacio da fisiopatologia da LHON.
Imagem modificada retirada de Man PY et al J] Med Genet 2002:39:162-9.
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1.2.12- Aconselhamento genético

Os portadores de uma das mutacdes primdrias para LHON devem ser
orientados que ndo € possivel prever se e quando irdo manifestar a perda visual. Em relacao
ao género pode ser dito que individuos do sexo masculino t€m o risco de perda visual de
aproximadamente 50%, enquanto que, o risco nas mulheres € aproximadamente 10%.
Quanto a idade, pode-se dizer que a grande maioria dos pacientes que manifestam a
faléncia visual o faz entre a segunda e terceira décadas de vida e este risco diminui com o
aumento da idade, sendo minimo, apds os 50 anos. Uma vez que um individuo tenha seu
diagndstico confirmado pelo teste genético molecular, este exame deve ser oferecido aos
demais familiares de linhagem materna, para descartar uma mutacao de novo, a qual € rara.
Desde que LHON tem heranca mitocondrial, estritamente materna, pode-se assegurar que
nenhum portador ird transmitir a mutacdo para a prole, diferente das portadoras, que irdo
transmiti-la para toda a prole. Desde que quase todas as maes portadoras da mutagdo da
LHON estao em homoplasmia, seus filhos irdo herdar apenas células com conteudo
mitocondrial totalmente mutado. Nas situacdes de heteroplasmia é mais complexo prever,
pois as maes podem transmitir diferentes quantidades de DNA mitocondrial mutado para
seus filhos. O que pode ser dito para os portadores assintométicos em heteroplasmia é que
para a expressdo da doenga ocorrer, o limiar de muta¢do medido nas células do sangue deve
ser de 60% ou mais, situagdo similar para o teste do nivel de heteroplasmia pré-natal,

realizado em material obtido da pun¢do amnidtica ou das vilosidades coridnicas (4).

1.3- Neuropatia optica tabaco-alcool (NOTA)

A neuropatia Optica tabaco dlcool estd inserida no grupo da neuropatia 6ptica
téxica, descrita como uma entidade nosoldgica ndo apenas subdiagnosticada, como também
diagnosticada em estdgios tardios, quando a melhora da visdo ja ndo € mais possivel. A via
Optica anterior é suscetivel ao dano causado por vdrias toxinas. A exposi¢do as substancias
toxicas pode ocorrer no ambiente de trabalho, pela ingestdo de toxinas em materiais e
alimentos contaminados. Individuos de ambos os sexos, de qualquer idade ou raga sdo
suscetiveis. A Neuropatia Optica toxica € caracterizada pela lesdo do feixe papilomacular da

retina, com consequente escotoma central ou cecocentral e alteracdo na visao de cores. As
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neuropatias Opticas toxicas t€m muitas causas correlacionadas que levam ao quadro clinico,
como exemplo, o efeito sinérgico entre fatores toxicos e nutricionais em vdrias destas
desordens. O quadro clinico, em geral, é caracterizado pela perda visual indolor,
progressiva, simétrica e bilateral, com discromatopsia, com alteracdo principalmente do
vermelho, escotoma central ou cecocentral e perda da acuidade visual (20/40-20/200). A
neuropatia pode resultar dos seguintes agentes: Ingestdo de metanol, tratamento com
dissulfiram para alcoolismo cronico, hidroquinolonas halogenadas (medicacdo amebicida),
ethambutol e isoniazida (tratamento da tuberculose), antibidticos como linezolida e
cloranfenicol, cimetidina, vincristina e ciclosporina, citrato de sildenafil (para disfuncao
erétil), dapsona (medicagdo para lepra e doencas reumatoldgicas), tabaco e dlcool. Doencas
sistémicas que levam a produ¢do de sustincias toxicas como Diabetes mellitus, faléncia
renal e doengas da tiredide podem causar este tipo de neuropatia (129).

A NOTA ¢é uma doenca caracterizada pela perda indolor, subaguda ou
progressiva da visdo, com escotoma cecocentral ou central e discromatopsia, ocorrendo
mais frequentemente em homens, que fazem consumo abusivo do tabaco, dlcool ou ambos
(130). Na fase aguda, as alteracOes caracteristicas do fundo de olho incluem altera¢cdes na
microvasculatura retiniana e peripapilar, as quais ndo vazam contraste na fase inicial do
exame de angiofluoresceinografia, ou seja, ndo ha edema de disco verdadeiro (131). Atrofia
6ptica aparece em estdgios tardios da doenca. E importante ressaltar que o nervo 6ptico
pode ter aparéncia normal.

Embora a etiologia seja multifatorial, individuos que fazem consumo abusivo
do tabaco e/ou dlcool sdo de risco maior para neuropatia ptica nutricional porque tendem a
ser mal nutridos. Os principais déficits nutricionais sdo das vitaminas do complexo B,
particularmente tiamina (vitamina B1) e cianocobalamina (vitamina B12). Deficiéncias na
riboflavina (vitamina B2), niacina (vitamina B3), piroxidina (vitamina B6) e 4cido félico
parecem também ter seu papel. Outra hipétese para a patogénese da perda visual seria, além
da deficiéncia nutricional, o efeito toxico direto do tabaco e do dlcool sobre as células
nervosas, inibindo a cadeia transportadora de elétrons e a fun¢do mitocondrial. A melhora
visual pode ocorrer com a abstinéncia e tratamento com dieta balanceada e vitaminas do

complexo B (132). A causa da perda visual pelo consumo abusivo do dlcool nunca foi

65



comprovada, no entanto, uma suscetibilidade de base que predisponha o paciente a esta
condic¢do tem sido postulada (130).

A publicacdo de um artigo histérico sobre a neuropatia Optica pelo tabaco
adescreve como uma entidade rara e distinta da NOTA, pois a neuropatia dptica tabaco
alcool seria classificada como uma neuropatia optica nutricional. No entanto, € dificil fazer
o diagnostico diferencial entre estas patologias, uma vez que grandes alcoolistas sdo em sua
maioria grandes tabagistas (133).

O diagnéstico da neuropatia Optica tabaco alcool € de exclusdo. Uma vez que ha
muitas semelhancas entre o quadro clinico de LHON e NOTA, e que, a patogénese da
neuropatia Optica tabaco dlcool ndo estd bem definida, muitos pesquisadores tentaram
associar a presenca de uma suscetibilidade de base para a faléncia visual, como a presenca
de mutacdo da LHON, nos individuos com consumo abusivo de tabaco e dlcool. Estes
estudos ndao obtiveram resultado estatisticamente significativo para estabelecer uma
associacao (109,130).

Um estudo de caso-controle foi feito baseado na possibilidade de fatores
ambientais poderem deflagrar a perda visual em individuos suscetiveis pela presenca da
mutacio para LHON. A hipétese seria que o defeito de base na fosforilagdo oxidativa pela
mutacdo mitocondrial, reduziria o limiar energético celular, o qual ndo suportaria um
estresse maior causado pelo tabaco e pelo dlcool. No entanto, também ndo foi possivel
confirmar esta associagdo (104). Um estudo multicéntrico recente, ndo conseguiu
estabelecer uma associag@o entre o consumo abusivo do édlcool e a expressdo fenotipica da
LHON, porém conseguiu identificar uma associacdo entre o tabaco e a perda visual, e que
esta relagcdo foi dose dependente, isto €, somente tabagistas que fumavam grande ndmero de

cigarros mostraram esta relacdo (105).
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2- OBJETIVOS
2.1-Objetivo geral

Analisar clinica e molecularmente dois grupos de pacientes brasileiros: com
quadro clinico tipico de neuropatia 6ptica hereditaria de Leber (LHON) e com neuropatia
Optica de etiologia a esclarecer, na tentativa de fazer a correlacdo fendtipo/gendtipo e

explicar a expressao variavel desta condicao.

2.2- Objetivos especificos

I- Verificar a frequéncia das mutagdes primérias G11778A, T14484C e G3460A.

II- Verificar a frequéncia das oito principais mutacdes secundarias:

- G3733A e C4171A - Gene MT-ND1

- T10663C- Gene MT-ND4L

- G14459A,C14482G, C14482A, A14495G e C14568T - Gene MT-ND6

III- Pesquisar os haplogrupos dos pacientes que apresentaram alteracao molecular.

IV- Verificar a relacdo entre os agentes toxicos tabaco e dlcool e a suscetibilidade

genética de base da doenca.
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CASUISTICA E METODOS
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3- CASUISTICA E METODOS

3.1- Casuistica

O projeto deste estudo estd de acordo com as normas reguladoras de pesquisa
em seres humanos, resolucdo 196/96 do Ministério da Saude, e foi aprovado pelo Comité
de Etica em pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas — UNICAMP (parecer 690/2004).

Entre agosto de 2007 e outubro de 2012, sessenta e trés pacientes com
neuropatia optica, sendo 25 com diagndstico clinico da LHON e 38 com neuropatia Optica
de etiologia a esclarecer, foram avaliados no ambulatério de neuroftalmologia do Hospital
das Clinicas da UNICAMP/ Departamento de Otorrino-Oftalmologia. Também foram
avaliados trinta e dois individuos controle, sem alteracdo da fungdo visual, com histérico de
consumo abusivo de tabaco e/ou alcool, voluntarios da entidade Alcodlicos Andnimos de
Campinas (grupo controle).

Todos os pacientes, antes do inicio do estudo, foram informados a respeito dos
objetivos da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Informado, fundamentado na
Declaragao de Helsink e nas diretrizes para coleta de amostras de Doenca Genética
Humana (National 863-Plan) e pelo Comité de Etica em pesquisa da FCM-UNICAMP.

Os critérios de inclusdo para os 63 pacientes ndo relacionados foram: pacientes
com diagndstico prévio de neuropatia Optica, com perda visual indolor e bilateral, aguda ou
subaguda, acuidade visual menor ou igual a 20/50 para longe e menor ou igual a J3 para
perto, discromatopsia e escotoma central ou cecocentral.

Os critérios de exclusdo foram: pacientes com cirurgia ocular ou qualquer
patologia sist€émica ou ocular que possam causar perda visual. Exames de neuroimagem,
tomografia computadorizada ou Ressonancia Magnética, foram realizados para excluir
qualquer anormalidade neuroldgica, em todos os pacientes com neuropatia Optica,
independente do grupo ao qual o paciente pertence.

Para a divisdao destes 63 pacientes em 4 grupos, foram usados os seguintes

critérios:
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Para incluir o individuo no grupo de pacientes com diagndstico clinico da
LHON, este deveria ser do sexo masculino e ter no maximo 30 anos de idade quando
manifestou os sintomas da doenga.

Para pertencer ao grupo de neuropatia dptica de etiologia a esclarecer o paciente
poderia ser de ambos os sexos e ter manifestado a perda visual em qualquer idade. Este
grupo compreende os pacientes com neuropatia optica cujos exames clinicos, laboratoriais
e de neuroimagem nao permitiram fechar o diagndstico definitivo.

Para verificar a relacdo entre os fatores ambientais tabaco e/ou dalcool e a
suscetibilidade genética de base da doenca, o paciente deveria ter feito uso abusivo do
tabaco (20 cigarros/dia por pelo menos 1 ano) e/ou édlcool (100mL/dia de bebida destilada
por pelo menos 1 ano).

Desta forma, os 63 pacientes com neuropatia Optica ficaram divididos em
quatro grupos:

e Ja- grupo de 17 pacientes com diagnostico clinico da LHON, sem

antecedente de consumo abusivo de tabaco e/ou dlcool.

e Ib- grupo de 8 pacientes com diagnostico clinico da LHON, com antecedente

de consumo abusivo de tabaco e/ou dlcool.

e [la- grupo de 7 pacientes com diagnéstico de neuropatia Optica de etiologia a

esclarecer, sem antecedente de consumo abusivo de tabaco e/ou alcool.

e [Ib- grupo de 31 pacientes com diagndstico de neuropatia Optica de etiologia

a esclarecer, com antecedente de consumo abusivo de tabaco e/ou alcool.

O quinto grupo se refere aos 32 pacientes do grupo controle, cujos critérios de
inclusdo foram: ter idade maior que 18 anos, de ambos o0s sexos, qualquer raca, com
acuidade visual corrigida melhor ou igual a 20/30 para longe e J1 para perto, todos os
demais exames oftalmoldgicos e laboratoriais normais, sem sinais ou sintomas de doencas

neuroldgicas e com antecedente de consumo abusivo do tabaco e/ou alcool.
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3.2- Métodos

3.2.1- Métodos dos Exames Clinicos
Anamnese completa de todos os pacientes foi realizada de acordo com os
seguintes topicos:
- Histéria detalhada da perda visual;
- Questionamento sobre exposicdo aos agentes toxicos: tabaco e dlcool;
- Antecedentes morbidos pessoais;

- Antecedentes familiares e heredograma.

O exame oftalmolégico completo constou dos seguintes itens:

1- Medida da acuidade visual corrigida. Realizada com auxilio de refrator e tabela
de Snellen posicionada a 6 metros;

2-Avaliacdo da visdo de cores. Realizado pelo método de Ishihara. O exame consta
de 15 pratos coloridos e foi considerado anormal, quando o paciente acertou 9 pratos ou
menos;

3-Medida da pressao intraocular:

Realizada com o tondmetro de aplana¢do de Goldmann, apés instilagdo de 1 gota
de colirio anestésico e 1 gota de fluoresceina sddica colirio em cada olho. O exame foi
considerado normal se a pressao intraocular for menor ou igual a 20 mmHg.

4-Avaliacdo biomicroscopica do segmento anterior do globo ocular em Lampada
de fenda.

S-Avaliacdo do nervo optico

Realizada com o paciente sob midriase, apds instilacdo de colirio de tropicamida
1% em ambos os olhos, com lente de Volk 78 em lampada de fenda. Os parametros de
nervo Optico a serem analisados sdo: relagdo dimensao da escavagao/dimensdo da papila
vertical e horizontal, coloracdo da rima nervosa e avaliacdo da camada de fibras nervosas,

neste caso, com filtro de luz verde.

6-Avaliacdo de fundo de olho com oftalmoscépio indireto, para descartar

patologias retinianas congénitas ou adquiridas.
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7- Campimetria Computadorizada
Realizada em aparelho da marca Humphrey estratégia SITA- standard, programa
24-2 que determina o limiar de sensibilidade de 54 pontos localizados nos 24 graus

centrais, estendendo-se a 30 graus nasalmente, com pontos situados a cada 6 graus.

Exames complementares:

- Exame de imagem cerebral, tomografia computadorizada e/ou ressondncia
nuclear magnética. Realizado para descartar processos expansivos, traumdticos, vasculares,
inflamatérios e desmielinizantes nos dois grupos de pacientes com neuropatia optica;

- Exames laboratoriais, realizados para descartar patologias sist€micas, que com
frequéncia, cursam com neuropatia Optica (Diabetes Mellitus, discrasias sanguineas,
déficits nutricionais, sifilis):

- Glicemia de jejum;

- Hemograma completo;

- Dosagem sérica de acido f6lico;

- Dosagem sérica de vitamina B12 (cianocolabamina);

- Sorologia para Sifilis.

76



3.2.2- Analise Molecular
Estratégia de analise: para o diagndstico molecular foi estabelecida uma

estratégia, resumida na figura 9.

RASTREAMENTO DAS MUTAGOES
PRIMARIAS: METODO DE
RESTRICAD ENZIMATICA

E SEQUENCIAMENTO DIRETO

MUTAGAC PRIMARIA MUTACAD PRIMARIA
PRESENTE AUSENTE
RASTREAMENTO DAS
CONFIRMAGAD MUTACOES
DA MUTAGAD: L e L B SECUNDARIAS FOR
PCR -MULTIPLEX E I RLIRE. SEQUENOM E
SEQUENOM SEQUENOM SEQUENCIAMENTO
DIRETS

Figura 9 - Organograma da estratégia resumida de analise dos estudos moleculares.

3.2.2.1- Extracao de DNA de sangue periférico

Uma amostra de 10 a 15 mL de sangue venoso periférico foi colhida por
venopuncdo e armazenada a 4°C em 2 tubos Vacutainer contendo EDTA
(etilenediaminotetracetato dissoédico) 10%, de tampa roxa/lavanda (Greiner Bio-one
Catalogue no. 455036; Frickenhausen, Germany).

A amostra foi enviada para o Laboratério de Genética Molecular Humana do
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética da UNICAMP (CBMEGQG) para andlise
das mutacOes mitocondriais da LHON.

A extragdo do DNA gendmico das amostras de sangue colhidas foi feita
utilizando-se protocolos manuais de extracdo de DNA com fenol e cloroférmio.
Inicialmente, para lise das hemdcias, foi adicionada solu¢do A (Triton-X 100 a 1%; MgCl,

SmM; Sacarose 0,32M; Tris-HCl 10mM pH 8,0) ao sangue coletado até o volume de
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50mL. Apds ser homogeneizado, o material foi mantido em gelo por 30 minutos. Passado
esse tempo o material foi centrifugado a 2000 rpm por 15 minutos a 4°C. Depois dos 15
minutos o sobrenadante foi descartado e o precipitado (pellet) foi ressuspenso em 35mL de
Solugdo A. Esta ultima operagao foi repetida por trés vezes, até a obtencdo de um pellet
branco, livre de hemacias lisadas. Tal pellet foi entdo ressuspendido em 1mL da solucdo B
1X (Na;EDTA 20mM; NaCl 20mM; Tris-HCI 20mM pH 8,0) concentrada e 250uL. de
solug@o C (para ImL de solug¢do C: 0,5mL de solu¢do B, Img de Proteinase K [Boerhinger
Mannheim GmbH, Mannheim, Alemanha] e 0,5mL de SDS 10%). Essa mistura foi
incubada em banho-maria a 56°C por aproximadamente 2 horas. Em alguns casos esse
periodo de incubacdo foi de 18 horas a 37°C no banho-maria.

Ap0s a incubacio, foi iniciada a etapa de purificacdo do DNA gendmico com a
remog¢do de peptideos e proteinas de solucdes aquosas com fenol-cloroférmio. Foi entio
adicionado 1,0mL de TE 1x (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) e quantidade
suficiente de fenol saturado com Tris-HCI 10 mM pH 8,0 até dobrar o volume da amostra.
A mistura foi homogeneizada por inversao lenta do tubo durante 5 minutos. Para separacao
e recuperagdo da fase aquosa (sobrenadante) o tubo foi centrifugado a 2.500 rpm por 15
minutos a temperatura ambiente. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi passado
para outro tubo. O procedimento foi repetido por duas vezes, primeiro substituindo o fenol
por uma solugdo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e por ultimo com por uma
solucdo cloroférmio:édlcool isoamilico (24:1).

Para precipitacio do DNA, foi acrescentado 0,1 do volume de acetato de sédio
3M pH 5,5 e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado a fase aquosa. O DNA precipitado foi
recuperado com auxilio de uma haste pléstica esterilizada e lavado com etanol 70%, para
retirada do excesso de sal, antes de ter sido ressuspendido em volume de 200uL de TE 1x.

A verificagdo da qualidade do DNA gendmico extraido foi realizada a partir da
eletroforese em gel de agarose 0,8% em TBE 1x (Tris-Borato-EDTA - TBE 10X ¢
composto de Trisma Base a 0,089M, Acido Bérico a 0,089M e EDTA a 0,002 e em pH
8,0). A amostra foi aplicada no gel juntamente com tampao de corrida (0,25% de Azul de
Bromofenol; 50% glicose) na razdo de 6:1. As condi¢gdes de corrida foram de 120 V por

aproximadamente 30 minutos. O gel foi corado em solu¢ao diluida de Brometo de Etidio
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(0,5mG/mL) durante 10 minutos, sendo visualizado em transluminador de luz ultravioleta e

fotogratado com camera digital EDAS-Kodak.

3.2.2.2- Métodos de analise das mutacoes primarias

A andlise genética molecular das mutagdes mitocondriais primdrias foi
realizada usando o DNA extraido dos leucécitos do sangue periférico. Primeiramente as
mutacOes primdrias, G11778A, T14484C e G3460A, foram rastreadas utilizando a técnica
de restricdo enzimdtica PCR-RFLP (Restriction fragment length polymorphism) e o
sequenciamento direto. Os resultados encontrados foram validados utilizando o método de

PCR-Multiplex e a Espectometria de massa (Plataforma Sequenom).

3.2.2.2.1- Rastreamento utilizando PCR-RFLP

A amplificacdo dos fragmentos foi realizada pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando-se as sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores (“primers”)
mostrados na tabela 3. Os fragmentos amplificados compreenderam as regides que

continham as trés mutacdes pontuais pesquisadas neste trabalho (tabela 4).

Tabela 3 - Sequéncias dos primers utilizados

Mutagao Primers
sense: aac tac gaa cgc act cac a
G11778A : gaace £
anti-sense: gaa gtc ctt gag aga gga tta
sense: gta gta tat cca aag ata acc a
T14484C e gl g £
anti-sense: ctt cta agc ctt ctc cta
sense: ggc tac tac aac ccttcg ¢
G3460A SC- 88 £
anti-sense: ggc tct ttg gtg aag agt ttt

Tabela 4 - Tamanho dos produtos de amplificacao

Mutacdo Tamanho dos produtos de amplificacdo
G11778A 49pb

T14484C 154pb

G3460A 49pb

* pb: Pares de base
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Para todas as reacdes de amplificacdo a mistura da reacdo, com volume total de
25 pL foi constituida de 2,0 uL da amostra de DNA (200 ng), 2,5 uL da solug¢do tampao
10X sem MgCl, para a enzima Taq polimerase (Gibco®), 0,75uL. de MgCl, (1,5 mM), 2,0
uL de cada “primer” (0,01 ug/uL), 5,0 uL. de dNTP (1,25mM), 0,3 uL de Taq polimerase
(Gibco®), 1,3 pL de albumina e 9,15 pL de 4gua bidestilada.

As reacdes foram realizadas em aparelho termociclador (Gene Amp PCR
System 2400 - Perkin Elmer®). Foram entio realizados repetidos ciclos de aquecimento a
94° C para desnatura¢do do DNA, seguido da temperatura de anelamento especifica para
cada par de primers, e entdo de 72° C para a extensdo das novas fitas de amplificacdo. As

condig¢des da PCR estdo resumidas nas Figuras 10 a 12.

95°C! 95°C 30 ciclos

Smin

72°C

Smin

30 seg

Figura 10 - Ciclos de amplificacao do fragmento para estudo da mutacao G11778A.

~95°C 95°C 30 ciclos

Smin

72°C

Smin

Tmin

Figura 11 - Ciclos de amplificacao do fragmento para estudo da mutacao T14484A
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30 ciclos

_95°C 95°C
Smin: 30

72°C

Smin

30 seg

Figura 12 - Ciclos de amplificacao do fragmento para estudo da mutacio G3460A.

A confirmacgdo da amplificacdo foi feita por eletroforese em gel de agarose 2%
posteriormente corado com brometo de etideo. O gel € constituido de 100 mL de tampao
TBE (Tris, Ac. Borico, EDTA). Misturou-se 5,0 pLL das amostras amplificadas a 2,0 uL de
tampao 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 amplificacdo. A corrida eletroforética foi feita a 150 V por
aproximadamente 30 min. O gel foi entdo levado ao transiluminador com lampada
ultravioleta para visualizacdo e foi fotografado com a camera digital EDAS-Kodak.

As regides amplificadas foram digeridas com as enzimas de restri¢do
especificas de acordo com a Tabela 5. As amostras digeridas foram submetidas a
eletroforese em géis de acrilamida 12% (TBE 10X, bis acrilamida 40%, persulfato de
amoOnio 10%, temed e 4gua deionizada) ou agarose 2% a 150V, com os tempos de corrida
especificos para o tamanho dos fragmentos. Apds a corrida eletroforética os géis foram
corados com brometo de etideo e levados ao transiluminador com lampada ultravioleta.

Para a analise da mutagdo G11778A, os fragmentos de 49pb obtidos pela reagao
da PCR foram digeridos com a enzima Sfa NI. Em individuos normais a enzima reconhece
o sitio de restricdo, onde age e corta o produto do PCR em 2 fragmentos menores, de 17pb
e de 32pb. Nos individuos mutantes, a mutacdo abole o sitio de restricdo, a enzima nao
corta o fragmento de 49pb em 2 fragmentos menores, permanecendo o fragmento unico
inicial. A enzima Bsa BI foi utilizada para pesquisa da mutacdo T14484C. Na auséncia de
mutacdo o fragmento amplificado de 154pb é cortado em fragmentos de 19pb e 135pb pela
enzima de restri¢do. Na presenca de mutacdo, o sitio de restri¢do € abolido, ndo ocorre o

corte e permanece o fragmento tnico de 154pb.
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Finalmente, para a andlise de restricio da mutacdo G3460A, os fragmentos
amplificados de 49pb pela PCR foram digeridos com a enzima Bsa HI. Na auséncia de
mutacdo sio observados fragmentos de 22 e 27 pb. Quando hd mutacdo, a troca de bases
leva a perda do sitio de restri¢do, ndo ocorre o corte do fragmento de 49pb pela enzima.
Nos trés casos, caso houvesse mutacdo em heteroplasmia, esperava-se encontrar também

fragmentos de tamanho normal.

Tabela 5- Produtos de amplificacio submetidos a digestao por enzimas especificas e
respectivos fragmentos de digestao de diferentes tamanhos.

Mutacio | Produto de Amplificacdo | Enzima de restricao Fragmentos

Sem mutacgado: 22pb e 27pb
GI11778A 49pb Sfa NI Com mutagdio: 49pb

Sem mutacdo: 19pb e 135pb
T14484C 154pb Bsa BI Com mutagio: 154pb

Sem mutagdo: 22pb e 27pb
G3460A 49pb Bsa HI Com mutagdio: 49pb

3.2.2.2.2- Rastreamento das mutacoes primarias pelo método de

sequenciamento direto.

O rastreamento das mutacdes primadrias foi realizado com o uso do ABI prism
Big Dye Terminator cycle sequencing Ready Reaction kit V 3.1 (ABI Prism/ Apllied
Biosystems, Foster City, CA) e analisadas no ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystem).

O método de amplificacdo das trés regides de interesse € semelhante ao ja
descrito anteriormente para o rastreamento das mutacdes primdrias usando a técnica de
PCR-RFLP, usando os mesmo primers € ciclos (tabelas 3 e 4).

Ap6s a amplificagdo das regides de interesse, o método de sequenciamento

direto prosseguiu com as seguintes etapas:
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Purificacdo dos produtos de PCR - Os fragmentos amplificados por PCR
foram purificados utilizando-se o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System
(Promega). Ap6s a purificacdo, as amostras foram quantificadas usando o marcador de peso
molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen) para posterior sequenciamento.

Reacio de sequenciamento automatico para produto de PCR - As reacoes
de sequenciamento foram realizadas no sequenciador automitico ABI PRISM® 3700
DNA Analyzer, utilizando-se o BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Kit V3.0 Ready
Reaction (ABI PRISM/PE Biosystems) e, constituiram-se de:

40-80ng de DNA

2ul do mix BigDye

1uL do primer direto ou reverso (Spmol/uL)

H,O deionizada para completar 10pL

A reacdo de sequenciamento consistiu de 30 ciclos nas condi¢des especificadas

na Figura 13.

30 ciclos

96°C 96°C

1 min 60°C 72°C

4 min 5 min

05 seg

Figura 13 - Ciclos utilizados no sequenciamento.

Purificacao e Liofilizacdo - As reagdes de sequenciamento prontas foram
purificadas e liofilizadas de acordo com as seguintes etapas:

- foram adicionados 80uL de etanol 80%;

- centrifugou-se por 45 minutos a 3.700 rpm;

- foi descartado o etanol em papel absorvente;

- foram adicionados 150uL de etanol 70%;

- foi centrifugado por 10 minutos a 3.700 rpm:;

- o etanol foi descartado da mesma forma;

- centrifugou-se rapidamente com a placa invertida
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Colocacao da placa no sequenciador - As reagdes foram mantidas a
temperatura ambiente até o momento da colocacdo da placa no ABI PRISM® 3700 DNA
Analyzer. Antes da colocacdo da placa no sequenciador, as seguintes etapas foram
seguidas:

- foi adicionado 10puL de formamida;

- a placa foi homogeneizada e em seguida centrifugada rapidamente;

- a amostra foi desnaturada (5 minutos a 95°C)

- em seguida a amostra foi colocada por 10 minutos no gelo;

- a placa foi colocada no sequenciador

Andlise das sequéncias obtidas - As sequéncias obtidas foram analisadas e
comparadas com a sequéncia normal com o auxilio dos softwares Chromas Lite 2.01 e CLC

Sequence Viewer 6.0.1.

3.2.2.2.3 — Método alternativo e adaptado de PCR multiplex para a

deteccao das mutacoes G11778A, T14484C e G3460A.

O PCR multiplex foi adaptado a partir do método descrito em 2010 por Bi e
colaboradores, os quais desenvolveram um teste diagnostico envolvendo as trés mutacoes
primdrias da LHON na mesma PCR (134). Um conjunto de quatro pares de primers
amplifica quatro fragmentos diferentes: 664pb, 359pb, 462pb e 808pb referentes a,
respectivamente, controle da reacdo, mutacdo G11778A, mutacdo T14484C e mutacio

G3460A.

3.2.2.2.4-Plataforma Sequenom — Espectrometria de massa.

- Definicao: a técnica MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization)
foi iniciada em 1988 como um método revoluciondrio para ionizacao e andlise de massa de
muitas biomoléculas. Os pesquisadores descobriram que a irradiagdo de cristais formados
por pequenas moléculas organicas adequadas (chamadas de matriz), com um curto pulso de
laser causava uma transferéncia de energia e processo de dessor¢ao, produzindo ions da

matriz em fase de gds. Também foi descoberto que se uma baixa concentracio de um
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analito ndo-absorbante, como uma proteina ou molécula de &cido nucléico, fosse
adicionada a matriz em solucdo e embutida nos cristais solidos da matriz formados por
secagem da mistura, as moléculas intactas ndo-absorbantes do analito também seriam
levadas a fase de gés e ionizadas sob a irradiag¢@o a laser, facilitando sua andlise de massa
(135).

Os componentes basicos de um espectrometro de massa consistem de uma fonte
de ionizacdo (laser UV), um analisador e um detector. Para andlise, a amostra bioldgica
(mistura de 4cidos nucléicos) € misturada com um material (matriz), geralmente um &cido
organico de baixo peso molecular com forte absor¢cdo no comprimento de onda do laser, em
blocos de uma superficie de silicone do chip (136). O processo MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry) é entdo iniciado
por uma dessor¢do a laser da mistura analito-matriz (137). Os subsequentes processos
fisicos resultam na predominante formagdo de ions carregados positivamente ou de ions
carregados negativamente. Esses fons sdo extraidos com um campo elétrico e separados em
funcdo de suas massas moleculares e de suas cargas (136). As massas dos compostos de
acidos nucleicos sdo calculadas através do “tempo de v60” (TOF), que reflete o tempo que
o composto laser-ionizado e acelerado requer para ser levado através do tubo de voo (1-2m
de comprimento) do analisador TOF e alcancar o detector do instrumento. No detector, os
compostos ionizados geram um sinal elétrico que permanece gravado por um sistema de
dados e € finalmente convertido em um espectro de massa (137). A resolugdo da atual
geracdo de espectrometros de massa MALDI permite a fécil distingdo da substituicdo de
nicleo bases com variacdo de massa de 1-7 KDa (kilodalton), o que corresponde ao
tamanho de DNA de 3-25 nucleobases (136). Inicialmente, MALDI-TOF MS era
predominantemente aplicado para a andlise de proteinas e peptideos, e somente mais
recentemente para dcidos nucleicos. Sua principal vantagem sobre os métodos
convencionais de andlise de DNA € a sua velocidade de aquisicdo de resultado do
experimento e a completa automacio de todos os passos, da preparacdo da amostra até a
aquisi¢do e processamento de dados, dando a técnica MALDI-TOF MS grande potencial
para aplicacOes de andlise de acidos nucleicos em larga escala (135,136).

Ha varias maneiras de detectar alteracdes e/ou mutagdes no genoma, as quais

dependem em muitos casos, de diferentes métodos de deteccao.
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- Genotipagem usando o System® MassARRAY da Sequenom, Inc. (San
Diego, CA): esse método de genotipagem ¢é considerado de médio rendimento e permite a
genotipagem de baixo custo para até 40 SNPs simultaneamente e quantidades de amostras
que podem variar de 96 a 3.840 andlises, em apenas dois dias. No ensaio iPLEX Gold®,
juntamente com o equipamento Sequenom existe um software para o desenho dos trés
primers necessarios para os ensaios com até 95% de eficiéncia, permitindo flexibilidade
para projetar qualquer nimero de ensaios para uma grande variedade de alvos no genoma.
O ensaio consiste em uma reacdo de PCR multiplex locus-especifico, seguido por um PCR
de extensdo de uma tnica base que utiliza dideoxinucleotideos de massa-modificada que se
anela exatamente acima da alteracdo de interesse. Essas amostras sdo transferidas para um
chip e, uma vez que as moléculas da amostra sdo vaporizadas e ionizadas, sdo transferidas
eletrostaticamente para o espectrometro de onde sdo separadas dos fons da matriz,
individualmente detectadas com base na sua massa-carga (m/z), e analisadas. Conforme

mostra a figura 14:

ANPLICAGOES
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w. Primer forward
5 — [CIG] 3
. - Ey=n
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-l Tratamento SAP para neutralizacio
Tratamenta SAF de dNTPs ndo incorporados
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Prismer Extensdo na sitio do SNP
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Figura 14- Esquematizacao da iPLEX® Gold Assay da Sequenom, Inc. (San Diego, CA), por
meio da técnica MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-Of-
Flight Mass Spectrometry)
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- Anadlise das alteracoes utilizando MassArray-System (Sequenom, Inc.): a
Sequenom lancou o sistema MassArray em 2000 como uma plataforma automatizada de
genotipagem para a deteccdo de variacdes genéticas (SNPs) no genoma humano. O sistema
baseado em espectrometria de massa tem se tornado uma das principais tecnologias para
andlises de larga-escala e medidas de alta fidelidade de variagdes na sequéncia de acidos
nucleicos (138,139). O sistema é composto por um robd (MassArray® Liquid Handler
Station), utilizado no preparo das reacdes de PCR; por um dispensador de amostras
(MassArray® Nanodispenser), utilizado na transferéncia dos produtos das reacoes de PCR
para SpectroChips que sdo avaliados no espectrometro de massa; e por um espectrometro
de massa (MassArray® Compact System), utilizado na medida das massas das moléculas
associadas a matriz do SpectroChip. O sistema € acompanhado de um pacote de softwares

que realizam a transferéncia dos dados em tempo real e geram relatérios com as

informacdes de cada SNP para as amostras analisadas (MassArray®Typer4.0).

- Definicao dos ensaios: Oligonucleotideos de captura dos SNPs e/ou mutacdes
(primers de amplificacdo) e oligonucleotideos de extensdo de bases unicas foram
desenhados a partir das sequéncias selecionadas com mutagdes e/ou SNPs. O desenho dos
ensaios foi realizado com o auxilio do software MassArray® Assay Design (versao 3.1,
Sequenom Inc., San Diego - USA). Este programa também gera os grupos de SNPs

(multiplex) a serem avaliados em conjunto.

- Amplificacao dos produtos contendo os SNPs e/ou mutacoes: apds serem
definidas as alteragOes, os primers de captura foram empregados na amplificagdo de
produtos, variando de 100 pb a 400 pb, englobando a regido que apresenta o sitio
polimoérfico. As amplificagcdes foram efetuadas em um termociclador GeneAmp® PCR
System 9700 (Applied Biosystems) com dois blocos para placas de 386 amostras, seguindo
protocolo descrito pela Sequenom (iPLEX Gold Application Guide). Nesta etapa o0s
fragmentos contendo as alteragdes foram capturados. As reacdes de amplificagdo foram
conduzidas em um volume final de 5 microlitro contendo 10 ng de DNA molde, tampao
10x, 500 uM de cada ANTP, 25 mM de MgCl2, 500 nM de cada primer (forward e reverse)
e 5 U HotStar Tag DNA polimerase.
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- Tratamento com SAP: apés a reacdo de PCR, os produtos de amplificacdo
passaram por um tratamento para neutralizacio dos dNTPs (desorribonuleotideos
trifosfatados) ndo incorporados, utilizando a enzima shrimp alkaline phosphatase (SAP). A
SAP corta os fosfatos dos dNTPs ndo incorporados durante a reagdo de amplificagdo,
convertendo-os em dNTPs nao fosforilados e tornando-os invidveis para futuras reacoes.
Adicionou-se a cada amostra 2ul. da reacdo de SAP, a placa foi encubada em um

termociclador a 37°C durante 45 minutos para a¢do da enzima.

- Reacao de extensao — iPLEX: aos produtos de amplificacdo tratados com a
enzima SAP, foram adicionados 2uL. de um coquetel de extensdo (iPLEX Gold reaction),
composto pelos primers de extensdo, enzima (iPLEX enzyme), tampao (iPLEX Buffer Plus
10x) e nucleotideos com massas modificadas (iPLEX Terminator Mix). Esta reacdo também
ocorreu com o auxilio do termociclador citado acima. Durante a reacdo, o primer se anela
exatamente adjacente ao sitio do SNP, estendendo apenas uma base (SEB - single extended
base process). A iPLEX Gold Reaction produz produtos estendidos alelo-especificos de
massas diferentes, dependendo do nucleotideo que foi adicionado, ou seja, dependendo da

forma alélica presente naquela amostra.

- SpectroCHIP: antes da reacdo de espectrometria de massa, os produtos das
reacOes de iPLEX foram submetidos a uma purificagdo com uma resina (Clean Resin) que
remove o excesso de fons, que podem interferir na leitura do laser. Foram adicionados 6mg
de resina a cada pogo da placa com capacidade de 384 amostras e ao volume total sdao
acrescentados 16 uLL de dgua para completar um volume final de 25 pL. em cada amostra.
As reacdes foram transferidas das placas de 384 para SpectroCHIPs com o auxilio do
MassArray Nanodispenser (Sequenom Inc., San Diego — USA). O SpectroCHIP ¢é
analisado a partir do MassArray Analyzer Compact (Sequenom Inc., San Diego — USA),
através da técnica de MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted laser desorption/ionization time-
of-flight mass spectrometry). O processo MALDI-TOF ¢ iniciado por uma dessorcao a laser
da mistura analito-matrix, sendo o analito o produto de amplificacdo gerado e selecionado

durante a reacdo iPLEX. Os subsequentes processos fisicos resultam na predominante
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formacdo de fons carregados positivo ou negativamente. Esses fons sdo extraidos com um
campo elétrico e separados em funcdo de suas massas moleculares e de suas cargas. As
massas dos compostos de acidos nucléicos sdao calculadas através do “tempo de v6o”
(TOF), que reflete o tempo que o composto laser-ionizado e acelerado requer para ser
levado através do tubo de voo (1-2m de comprimento) do analisador TOF e alcancgar o
detector do instrumento. No detector, os compostos ionizados geram um sinal elétrico que
fica gravado por um sistema de dados e € finalmente convertido em um espectro de massa
(139).

- Andlise dos resultados: o software MassArray TyperAnalyzer 4.0 acumula as
informacdes geradas durante o processo descrito acima e fornece relatérios que descrevem
todos os resultados das andlises de cada uma das amostras avaliadas: genétipos e
frequéncias sdo as principais informagdes resultantes deste sistema. Os picos foram

utilizados no célculo das frequéncias dos alelos das mutagdes.

3.2.2.3- Métodos de pesquisa das mutacoes secundarias

Oito mutacdes secunddrias nos genes mitocondriais MT-NDI (gene
mitocondrial NADH desidrogenase subunidade 1), MT-ND4L (gene mitocondrial NADH
desidrogenase subunidade 4L) e MT-ND6 (gene mitocondrial NADH desidrogenase
subunidade 6) foram rastreadas pelo sequenciamento direto e pela Plataforma System®
MassARRAY da Sequenom, nos pacientes que nao apresentaram uma das 3 mutacOes
primdrias.

- Rastreamento das mutac¢oes secundarias pelo método de sequenciamento
direto.

O rastreamento das mutacdes secunddrias também foi realizado com o uso do
ABI prism Big Dye Terminator cycle sequencing Ready Reaction kit V 3.1 (ABI Prism/
Apllied Biosystems, Foster City, CA) e analisadas no ABI Prism 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystem). Todas as sequéncias foram analisadas de acordo as referéncias

contidas no banco de dados MitoMap (NC_012920) (37).
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O método de amplificacdo das trés regides de interesse é semelhante ao usado
para rastreamento das mutacdes primadrias, alterando apenas os primers e as temperaturas
dos ciclos:

Regiao 1-Gene MT-NDI - mutagdes G3733A e C4171A

Os primers para a amplificacdo desta regido sdo mostrados na tabela 6 e os
ciclos com suas respectivas temperaturas na figura 15.

Tabela 6 - Sequéncia de primers para a amplificacio da regido em que foram rastreadas as
mutacoes G3733A e C4171A no gene MT-ND1.

Nome Primers (5°—>3°)
Primer-F GAC CCT ACT TCT AAC CTC CC
Primer-R GAT TGT AAT GGG TAT GGA GAC
 95°C 95°C

Smin 72°C

Smin

30 seg

Figura 15 - Ciclos de amplificacao do fragmento para estudo das mutacoes G3733A e C4171A.

Regido 2 - Gene MT-ND4L - mutacao T10663C
Os primers para a amplificacdo desta regido s@o descritos na tabela 7 e os ciclos

com suas respectivas temperaturas na figura 16.

Tabela 7 - Sequéncia de primers para a amplificacio da regido em que foi investigada a
presenca da mutacao T10663C no gene MT-ND4L.

Nome Primers (5°—>3’)
Primer-F GCT ACT CTC ATA ACC CTC AAC
Primer-R GCA TTG GAG TAG GTTTAG G
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30 ciclos

72°C | 72°C
Smin

30 seg

Figura 16 - Ciclos de amplificacao do fragmento para estudo da mutacao T10663C.

Regido 3 - Gene MT-ND6 - Mutagdes G14459A, C14482G, C14482A,
A14495G e C14568T.
Os primers para a amplificacdo desta regido sdo mostrados na tabela 8 e os

ciclos com suas respectivas temperaturas na figura 17.

Tabela 8 - Sequéncia de primers para a amplificacdo da regiio que foram rastreadas as
mutacoes G14459A, C14482G, C14482A, A14495G e C14568T no gene MT-NDG6.

Nome Primers (5°—3°)
Primer-F CAC CAA GAC CTC AAC CC
Primer-R GTA TGC TTT GTT TCT GTT GAG
30 ciclos
- 95°C 95°C
Smin: 30 73°C
Smin
30 sec

Figura 17 - Ciclos de amplificacio do fragmento para estudo das mutacoes G14459A,
C14482G, C14482A, A14495G e C14568T.

Apds a amplificacdo das regides de interesse, o método de sequenciamento
direto prosseguiu com as etapas de Purificacdo dos produtos de PCR, Reacdo de
sequenciamento automadtico para produto de PCR, Purificacdo e Liofilizacdo, Colocagdo da

placa no sequenciador e Andlise das sequéncias obtidas. Todas essas etapas foram melhores
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detalhadas anteriormente no Toépico 3.2.2.2.2 (Sequenciamento direto das mutacdes
primaérias).

- Rastreamento das mutacoes secundarias usando System® MassARRAY
da Sequenom.

Para o rastreamento das oito mutagdes secunddrias da LHON, o método foi
inteiramente similar ao anteriormente descrito no rastreamento das mutagdes primdrias

usando a plataforma System® MassARRAY da Sequenom.

3.2.2.4- Pesquisa dos haplogrupos

Com base nos dados compilados no banco de dados MitoMap (NC_012920)
(37), 25 haplogrupos foram selecionados para o estudo. Para definir a qual haplogrupo os
individuos pertenciam, foram rastreados os seus respectivos marcadores genéticos (SNPs)
(Tabela9). Os pacientes portadores de uma das mutacdes primdrias tiveram seus

haplogrupos rastreados com o uso da plataforma System® MassARRAY da Sequenom.

Tabela 9 - Haplogrupos e seus respectivos marcadores (SNPs)

L1, L2: | C3594T G8392A
L3: |C3594C T9090C

Tabela modificada de http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupFreqs

A: A663G M: |C10400T, A10398G
B: Delecdo de 9pb (8281-8269) N: C10400C, T10873T
C: A13263G P: T10118C
D: C5178A R: C12705C
E: C13626T S: Sem marcador
F: T6392C, A4732G T: A4917G
G: A4833G U: A12308G
H: C7028C, C14766C Uk: |G9055A, A12308G
I: A4529T, G1719A,T10035C V: G4580A, C14766C
J: G13708A, T4216C W: [|A11947G, G8994A
K: G9055A, A12308G X: C6371T, T14470C, G1719A
Y:
Z:
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3.2.3- Métodos para analise estatistica dos dados

As varidveis coletadas para o estudo foram:

- Sexo;

- Idade de inicio da manifestacdo da doenga;

- Morbidade bilateral simultinea ou sequencial, com respectivo tempo de
acometimento entre os olhos;

- Recorréncia familiar materna;

- Acuidade visual (OD-olho direito e OE-olho esquerdo), dividido em 3 grupos,
para facilitar a andlise estatistica (20/50-20/60, 20/80-20/100, 20/200-<20/400);

- Aspecto do nervo 6ptico (OD=0OE), cujos achados estavam simétricos em
ambos os olhos e foi classificado como: normal, palidez temporal de papila ou atrofia
optica;

- Campo visual (OD e OE) — escotoma central, escotoma cecocentral ou ndo
passivel de ser realizado devido a grave perda visual (impraticavel);

- Mutagdo- ausente ou presente e respectivo tipo.

Como o critério para a divisdo dos grupos implicou numa selecdo de idade e
género, essas varidveis foram analisadas separadamente. Para andlise comparativa das
médias de idade de inicio da manifestacdo da doenca entre os grupos I-a e I-b e também I1-
a e II-b, foi utilizado o teste t-student. Para efetuar a andlise entre os grupos I-a, I-b, II-a e
II-b em relagdo as varidveis categéricas da tabela 13, foi utilizado o teste de Qui-quadrado.
Quando as varidveis categéricas apresentaram diferenca estatisticamente significativa, foi
utililzado o teste de Qui-quadrado de particdo para verificar entre quais grupos estava
ocorrendo esta diferenca, uma vez que o Qui-quadrado de partic@o realiza varios testes de
qui-quadrado na mesma tabela. Também foi usado o teste Exato de Fisher, uma op¢ao para
o qui-quadrado quando existe valor “1” em uma das linhas. O valor de significancia
adotado € igual a 5 %, ou seja, valores inferiores a 5 % (p-valor<0,05) serdo considerados
estatisticamente significativos. A andlise foi realizada com o auxilio dos softwares livres

Bioestat 5.0 e PSPP 0.7.9.
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4- RESULTADOS

4.1-Resultado Molecular

4.1.1-Resultado molecular do rastreamento das mutacoes primarias

Foram estudados 63 pacientes nao aparentados para verificar a presenca e a
frequéncia das mutacOes primdrias G11778A, T14484C e G3460A. A tabela 10 apresenta o

resumo dos resultados obtidos:

Tabela 10 - Compilacio dos resultados encontrados para rastreamento das mutacoes
primarias usando as técnicas de PCR-RFLP e Sequenciamento direto (UNICAMP, 2013).

Mutacao Numero de pacientes | Mutacoes primarias (%) | Total (%)
G11778A 14 77,8 22,2
T14484C 4 22,2 6,3
G3460A 0 0 0
Sem mutacdo * 45 0 71,5

*Pacientes nos quais nao foram encontradas as mutagdes primarias

Mutacoes G11778A e T14484C
Dos 63 pacientes estudados, 14 deles apresentaram a mutacdo G11778A e 4 a
mutacio T14484C, todos com resultados fortemente sugestivo de homoplasmia. A anélise

dessas mutagoes foi realizada por PCR-RFLP (Figuras18 e 19) e Sequenciamento direto.

L4 23 45 8 7

l — - Y — 49pb

L e e —17e3b

Figura 18 - Padrao de bandas para a mutaciao G11778A. (L) Ladder 10 pb Invitrogen®; (1)
Controle mutante; (2) Controle sem mutacio; (3)-(5) individuos mutantes; (6), (7) individuos
sem a mutacao.
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L1 2 3 45 6 7 8 9

S — 154pb
- T ——— —135pb

Figura 19 - Padrao de bandas para a mutacao T14484C: (L) Ladder 100pb Invitrogen®; (1)
Controle mutante; (2) controle normal; (3), (5), (6) e (7) pacientes sem mutacao; (4), (8) e (9)
pacientes com a mutacio.

Todos os resultados foram confirmados utilizando os métodos de PCR-
Multiplex e Sequenom.
A figura 20 exemplifica o padrdo de bandas encontrado pelo método de PCR-

Multiplex:
1234567

An

664 pb_ == -
442 pb— _""""'ﬂ"' =
359 pb—

‘ﬁt

Figura 20 - Padrao de bandas da PCR multiplex para o rastreamento das mutac¢ées primarias
da LHON. (L) Ladder 100pb Invitrogen®; (1) Controle positivo G11778A; (2) Controle
positivo T14484C; (3) Controle normal; (4) e (5) Pacientes mutantes para G11778A; (6)
Paciente normal; Paciente mutante para T14484C.

Os resultados usando a Plataforma Sequenom foram compativeis com os
encontrados por outras técnicas, confirmando a eficdcia da técnica. A leitura dos resultados
foi realizada nos gréficos gerados pelo software de andlise MassArray® Typer 4.0, da
Sequenom. Esses graficos apresentam diferentes picos para as diferentes alteracoes
encontradas. No caso do presente estudo, dois tipos graficos poderiam ser encontrados para
cada mutagdo rastreada, um para a amostra do individuo normal e outro para o mutante. As

figuras 21 e 22 mostram esses resultados:
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Figura 21 - Padrao grafico gerado pelo software MassArray® Typer 4.0 no rastreamento da
mutacio primaria G11778A. Pico apontado pela linha tracejada azul indica qual a base
identificada pela plataforma Sequenom. a) Individuo mutante / b) Individuo normal.
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Figura 22 - Padrao grafico gerado pelo software MassArray® Typer 4.0 no rastreamento da
mutacio primaria T14484C. Pico apontado pela linha tracejada azul indica qual a base
identificada pela plataforma Sequenom. a) Individuo mutante / b) Individuo normal.

Mutacao G3460A
O rastreamento da mutagdo primdria G3460A foi realizado usando as técnicas
de PCR-RFLP e sequenciamento direto.
Dos 63 pacientes estudados nenhum deles apresentou a mutagao G3460A.

O mesmo resultado foi observado quando as amostras dos individuos foram

submetidas ao rastreamento utilizando o PCR-Multiplex e a Plataforma Sequenom.
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4.1.2-Resultado molecular do rastreamento das mutac¢ées secundarias
Nenhum dos 45 pacientes rastreados para a deteccdo de mutagdes secunddrias
apresentou quaisquer das 8 mutagdes secunddrias pesquisadas. Esses individuos tiveram
seus fragmentos de interesse amplificados e posteriormente submetidos ao sequenciamento
direto e ao rastreamento pela plataforma Sequenom, para deteccdo das mutagcdes

secundarias.

4.1.3 — Resultado dos haplogrupos dos individuos mutantes
Neste estudo, foram encontrados 18 pacientes mutantes entre os 63 pacientes
com neuropatia optica. Os haplogrupos destes pacientes foram rastreados pela técnica da

Plataforma Sequenom, cujos resultados sdo mostrados na tabela 11.

Tabela 11- Haplogrupos dos individuos com mutac¢io para LHON (UNICAMP,

2013).
~ Haplogrupos
Mutagdes 75> T 13 [13,CeM |L3eU |L3,DeM
GI1778A 6 3 3 ! !
T14484C 1 2 0 L 0

Os haplogrupos encontrados foram: L1/L2, L3, C, D, M e U. Entre os 14
mutantes G11778A foram encontrados haplogrupos nas seguintes frequéncias: 6 pacientes
com haplogrupos L1/L2, 3 com L3,3 com L3, Ce M, l com L3 e U, 1 com L3, D e M. Os
4 mutantes T14484C apresentaram os haplogrupos nas frequéncias: 1 paciente com

haplogrupo L1/L2,2 com L3 e 1 com L3 e U.
4.1.4 — Resultado molecular do grupo controle

Os 32 pacientes do grupo controle ndo apresentaram quaisquer das mutacdes

primdrias ou secunddrias rastreadas.

100



4.2- Resultados da analise das variaveis clinicas

4.2.1- Resultado da analise dos 63 pacientes com neuropatia éptica

Dados referentes ao género

Dos 63 pacientes com neuropatia Optica estudados, 54 pacientes eram
masculinos (85.7%) e 9 femininos (14.3%). Entre os pacientes femininos, 7 eram do grupo
II-a e 2 do grupo II-b. Os dados referentes ao género ndo foram analisados estatisticamente
uma vez que o género do paciente foi critério para a formacdo dos grupos, pois para

pertencer ao grupo I-a e I-b, todos deveriam pertencer ao género masculino.

Variavel idade de inicio de manifestacao da doenca

Com relacdo a varidvel idade de inicio de manifestacdo da doenca, a anélise foi
realizada apenas intragrupo, ou seja, I-a x I-b e IlI-a x II-b, uma vez que esta varidvel foi
usada como critério para a formacao dos grupos. A idade médxima de inicio da manifestacao
da doenca estabelecida para pertencer aos grupos I-a e I-b foi de 30 anos. Para esta andlise
foi utilizado o teste t-student, comparando a média de idade de inicio da manifestacdo da
doenca entre os grupos I-a e I-b e, depois, o mesmo foi feito para comparar os grupos Il-a e

II-b, conforme dados das tabelas 12 e 13.

Tabela 12 - Média de idade de inicio da manifestacio da doenca entre os portadores de
neuropatia optica nos grupos I-a e I-b (UNICAMP, 2013).

- Desvio- Erro
Grupo N Média padrio padrio p-valor
I-a 17 17,706 5,277 1,280
0,010
I-b 8 23,875 4,883 1,726

As médias de idade de inicio da manifestacdo da doenca dos grupos I-a e I-b
diferiram estatisticamente, ou seja, a média de idade do inicio da manifestacdo da doenca

em pacientes do grupo I-a é menor do que a do grupo I-b.
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Tabela 13 - Média de idade de inicio da manifestacio da doenca entre os portadores de
neuropatia optica nos grupos II-a e II-b (UNICAMP, 2013).

o Desvio- Erro
Grupo N Média padrio padrio p-valor
Il-a 7 30,143 15,700 5,934
0,008
Il-b 31 40,968 7,167 1,287

As médias de idade de inicio da manifestacdo da doenga dos grupos II-a e II-b
também diferiram estatisticamente, ou seja, a média de idade do inicio da manifestacdo da
doenca em pacientes do grupo II-a € menor do que a do grupo II-b.

A tabela 14 resume as demais varidveis analisadas: manifestacdo da perda
visual bilateral, simultinea ou sequencial, recorréncia familiar de linhagem materna,
acuidade visual OD e OE, nervo optico (descritos OD e OE conjuntamente, pois os achados
foram simétricos entre os olhos), campo visual OD e OE e a presenca ou auséncia de
mutacao.

Tabela 14 - Dados descritivos das variaveis categéricas em relaciio aos grupos I-a, I-b, II-a e
II-b de portadores de neuropatia éptica (UNICAMP, 2013), seguidos do resultado do teste de
Qui-quadrado.

GRUPO
Varidvel Total Total (%)  p-valor
la Ib Il-a Iy

Silateral Simultdneo 11 5 5 28 43 78% 0,15
Sequencial & 3 2 3 14 22%

Recoméncia familiar = L i i 2 i 7% 0,040
MNao T 4 4 25 40 63%
20/50 @ 20/60 1 3 11 16 25%

Acuidade visual- 0D 20/80 e 20/100 4 1 2 3 10 15% 0,161
20/200 e =20/400 12 i3 2 17 ar 5%
20/50 e 20/60 1 1 2 9 13 21%

Acuidade visual-OE  20/80 e 20/100 3 1 3 7 14 22% 0,228
20/200 & =20/400 13 6 2 15 36 57%
Palidez temporal 13 5 4 22 a4 0%

Mervo dptico - ODVOE  Atrofia optica 4 3 3 6 16 25% 0,518
Normal 0 1] 0 3 3 5%
Central 5 3 2 18 31 49%

Campo visual - 0D Cecocentral 7 2 g 1 25 40% 0,039
Impraticavel 5 0 1] 2 7 11%
Central 3 5 1 16 25 40%

Campo visual - OE Cecocentral g 3 L] 11 29 46% 0,033
Impraticavel 5 0 0 4 9 14%

Mutagdo Gaasns 10 : . " . 2% 001
Ausente T 4 & 28 45 71%
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As varidveis que diferiram estatisticamente, de acordo com o teste de qui-
quadrado, foram: recorréncia familiar de linhagem materna, campo visual, tanto para OD
quanto para OE, presenca de mutacdo (independente do tipo de mutag¢do), com valor de p

inferior a 0,05.

Variavel recorréncia familiar materna

A andlise da varidvel recorréncia familiar, de acordo com o teste de qui-
quadrado, mostrou que os grupos diferiram entre si com p-valor de 0,040, conforme dados
da tabela 15.

Tabela 15 - Comparacio da variavel recorréncia familiar entre os quatro grupos de pacientes
com neuropatia 6ptica (UNICAMP, 2013).

3 GRUPO
Variavel Total Total (%) p-valor
l-a I-b n-a i-b
1 4 9
Recorréncia familiar Sim 0 E 5_ 23 37% 0,040
Ndo 7 4 4 25 40 63%

O teste de qui-quadrado de particdo mostrou que os grupos I-a, I-b e Il-a

diferiram estatisticamente quando comparados com o grupo II-b.

Variavel campo visual
Em relacdo a varidvel campo visual tanto do OD como OE, também houve
diferenca estatisticamente significativa no teste de qui-quadrado, com p-valor de 0,039 para

OD e 0,033 para OE, conforme dados descritos na Tabela- 16.

Tabela 16 - Comparacao da variavel campo visual de OD e OE entre os quatro grupos de
pacientes com neuropatia éptica (UNICAMP, 2013).

1 GRUPO
Varidvel Tixtal Total (%)  p-valor
la Ib a -t
Cantral 5 & 2 18 M 49%
Campowsual - 00 Coecocentral 7 2 g 1 28 40% 0,039
Impratic ael 5 0 0 2 7 11%
Central 3 5 1 16 25 40%
Campowsual - OE Cecocentral g9 3 & 11 29 46% 0,033
Impraticae 5 0 o 4 9 14%
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Existe associacdo entre os grupos I-a e I-b, de acordo com o teste de qui-
quadrado de particdo, ou seja, pacientes que pertencem a estes grupos apresentam oOs
mesmos resultados para os exames realizados. H4 diferenca estatisticamente significativa

quando os gruposl-a e I-b sdo comparados com os outros grupos.

Total de mutacoes
Ao considerar o total de mutagdes entre os 63 pacientes com neuropatia éptica,
independente do tipo de mutacdo, houve diferenca estatisticamente significativa entre os

grupos, de acordo com o teste de qui-quadrado, conforme exposto na tabela 17.

Tabela 17 - Comparacao da variavel mutacido entre os quatro grupos de pacientes com
neuropatia optica (UNICAMP, 2013).

e GRUPO
Variavel Total Total (%) p-valor
I-a I-b Il-a l-b
P t 10 4 1 3 18 %
Mutacdo O = 0,001
Ausente 7 4 6 28 45 71%

Aplicando o teste de parti¢do, temos que os grupos I-a e I-b ndo diferiram
estatisticamente entre si, com p-valor de 0,678 (tabela 18). Quando comparados os grupos
II-a e II-b, utilizando o teste exato de Fisher (uma op¢ao para o qui-quadrado, pois existe
valor “1” em uma das linhas),os mesmos também ndo diferiram, com p-valor de 0,984
(tabela 19). Segundo o teste de particdo, os grupos I-a e I-b diferiram estatisticamente do
grupo Il-a e II-b.

Tabela 18 - Comparacio da frequéncia de mutacao dos grupos I-a x I-b de pacientes
com diagnéstico clinico da LHON (UNICAMP, 2013).

B GRUPO
Variavel Total Total (%) p-valor
l-a I-b
Sim 10 4 14 56%
Mutagio - 0,678
Nao 7 4 11 449
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Tabela 19 - Comparacao da frequéncia de mutacao dos grupos II-a x II-b de pacientes com
neuropatia éptica de etiologia a esclarecer (UNICAMP, 2013).

GRUPO
Variavel Total Total (%)  p-valor
ll-a ll-b
1 0,
Mutacio Sim 1 3 4 11% 0.984
Néo 6 28 34 89%

O grupo I (a+b) diferiu estatisticamente do grupo II (a+b), na andlise do teste de

qui-quadrado (tabela 20).

Tabela 20 - Comparacao da frequéncia de mutacao dos grupos I(a+b) e II(a+b) (UNICAMP,

2013).
B GRUPO
Variavel Total Total (%)  p-valor
l-a/b ll-a/b
Si 14 4 18 29%
Mutagio 0,000
Nao 11 34 45 71%

De acordo com o teste de qui-quadrado, a propor¢do dos pacientes que sofreram
mutacdo em relagdo aos grupos I e II diferiram estatisticamente, ou seja, a propor¢ao de

mutacdes depende do grupo ao qual pertence.

Bilateralidade do acometimento visual

Quanto a bilateralidade do acometimento visual, o resultado encontrado nao foi
estatisticamente significativo ao comparar os pacientes dos 4 grupos. Dos 63 pacientes, 49
(78%) tiveram perda visual simultanea e 14 (22%), sequencial. Na bilateralidade sequencial
o tempo médio (em dias) dos grupos I-a, I-b, II-a e II-b foram respectivamente 48.5, 24.67,

639 e 191.67 dias.

Acuidade visual e aspecto do nervo optico
As varidveis, acuidade visual e aspecto do nervo Optico, ndo mostraram
diferenca estatisticamente significativa entre os quatro grupos dos 63 pacientes com

neuropatia optica.
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4.2.2- Resultado da analise dos 18 pacientes com mutacio mitocondrial da
LHON, confirmado pelo teste molecular.

As varidveis estudadas nos 18 pacientes mutantes nao puderam ser
comparadas estatisticamente entre os quatro grupos I-a, I-b, II-a e II-b, devido ao nimero
insuficiente da amostra em alguns grupos. As varidveis foram analisadas estaticamente pelo
teste do Qui-quadrado/ teste exato de Fisher comparando dois grupos I (a+b) x II (a+b),
para verificar se havia diferencas significativas entre os mutantes com quadro clinico
classico de LHON e mutantes que a priori tinham o diagndstico de neuropatia Optica de

etiologia a esclarecer (tabela 21).

Tabela 21 - Dados descritivos das variaveis categoricas em relacio aos mutantes dos grupos I
e I1, seguidos do resultado do teste de Qui-quadrado / Exato — Fisher (UNICAMP, 2013).

GRUPO Total

Variavel I m Total (%) p-valor
, Simultaneo 8 3 11 61.11
Bilateral Sadilichci] 6 1 . 38.80 0.518
Recorréncia Sim 10 4 14 77.78 0.925
familiar MNao 4 0 4 22.22 '
Acuidade 20100 1 0 1 5.58 0,582
visual - OD 20/200 e =20/400 13 4 17 a4 44 )
Acuidade 20100 1 0 1 0.06 0.582
visual - OE  20/200 e =20/400 13 4 17 94 .44
Mervo optico - Palidez tempaoral 7 1 8 44 .44 0.375
ODI/OE Atrofia optica 7 3 10 55.56
Campo visual - Central 5] 0 ] 33.33
oD Cecocentral 4 2 B 3333 0.276
Impraticavel 4 2 6 33.33
Gampo visual - Central 4 0 4 2222
OE Cecocentral ] 2 8 4444 0448
Impraticavel 4 2 6 33.23
- T14484C 3 1 4 22.22
Mitagdo  311778A 11 3 4 Trm

De acordo com o teste de Qui-quadrado / Exato de Fisher, os grupos I e II ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa para as varidveis citadas (p-valor >
0,05 em todos os casos). Neste caso, de acordo com os dados, os grupos mostram

comportamento semelhante quanto as varidveis do estudo.
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A seguir, apresenta-se a tabela 22 que compila os resultados encontrados nos
individuos com neuropatia Optica de Leber confirmada pela andlise genética molecular,
inclusive com os haplogrupos relacionados. A andlise descritiva dos resultados das
varidveis dos 18 pacientes mutantes serd realizada na mesma sequéncia da descri¢ao dos

resultados dos 63 pacientes com neuropatia dptica.
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Tabela 22 - Resumo dos resultados das variaveis analisadas nos 18 pacientes com mutacao para LHON (UNICAMP, 2013).

Pacientes/grupo | Género | Idade | Bilateral R amilay Ac1.1idade Ne‘ﬁ“’ CRTOVILEN Mutacao | Haplogrupos
Materna visual optico 0d/Oe
JASN/I-a M 11 |Simultaneo + 82;8288 tgﬂ;‘;g g:ﬁg:} T14484C L1/L2
GAQC/I-a M 14 | Soduencial ¥ o ooy, | atrofia optica cecocentra GlI778A | LIL2
AAL/I-a M | 29 |simultaneo ¥ oo | atrofia optica ﬁgﬁgzzzg G11778A L3
PSR /T-a M 15 | simultdneo . DL tgﬂ;fxl ﬁgﬁgzzzg G11778A L1/L2
LSA/I-a M 15 | simultaneo + gy | atrofia optica el GII778A | 13,CeM
wore | w | v | - guor | e | g | e
wore | w | v S : QU0 | e |t e | e
LD/I-a M 16 | simultaneo - 8238;388 atrofia Gptica Egi:gg:zg T14484C L3
EDV /I-a M 25 | simultaneo + 8238;388 tgﬂ;‘zl EZEEEEEEZ} G11778A L1/L2
RCS /1-a M 19 | simultaneo + RODEA tgﬁ;‘(‘)‘zl (el G11778A L1/L2
EWN/Lb M 27 Se;‘r‘;:g:‘l’ + 8238;288 atrofia ptica S::g;l G11778A L1/L2
RN || | ew
LRB/I-b M 17 qus‘g;’;if:’ : 8238;288 atrofia éptica Ezzgzzﬁgi G11778A L1/L2
RCV /I-b M 17 | simultaneo + 8238;288 atrofia ptica S::g;l G11778A | L3,D,M
7SC /1l-a F 28 Seg”;:g;al’ + 822;8;288 atrofia Gptica EZEZEZEEZi G11778A L3
AAGS /1I-b M 43 | simultaneo + 8:2;8;288 tgragli)((l)izl ﬁgggzzzg G11778A L3
VLS /1I-b M 47 | simultaneo + 82;8;;88 atrofia Gptica 22222252} T14484C L3
RSO/ 1I-b M 35 | Simultaneo + 8238;288 tgrar};‘(i)‘zl ﬁg;igggg GI1778A | L3,CeM

M- Masculino; Od- Olho Direito; OQe- Olho Esquerdo
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Dos 18 pacientes mutantes, apenas um era do género feminino e pertencia ao
grupo II-a (5,6%) os demais 17 (94,4%) eram do género masculino.

A idade de inicio da manifestacdo da perda visual ocorreu entre 11 e 47
anos, com média de 23,5 anos, sendo que apenas trés pacientes manifestaram a doenca apés
os 30 anos (35,43 e 47anos). Estes trés pacientes correspondem aos mutantes do grupo II-b,
pacientes com neuropatia Optica de etiologia a esclarecer e antecedente de consumo abusivo
de tabaco e/ou élcool.

A variavel recorréncia familiar esteve presente em 14 (77,8%) dos 18
pacientes com mutacdo, apenas 4 (22,2%) nao tinham antecedente de recorréncia familiar
de linhagem materna. Todos os quatro pacientes mutantes do grupo II (a+b), isto é,
pacientes com neuropatia Optica a esclarecer apresentaram recorréncia familiar.

Seis dos 18 pacientes mutantes ndo conseguiram realizar o exame de campo
visual em ambos os olhos (AO). Quatro pacientes tinham escotoma central em AO, 2
pacientes apresentam escotoma central em OD e cecocentral em OE e 6 pacientes
mostravam escotomas cecocentrais em AO. O exame de campo visual ndo foi realizado por
4 dos 10 pacientes mutantes do grupo I-a e em 2 dos 3 pacientes mutantes do grupo II-b.

A distribuicdo dos 18 pacientes mutantes entre os grupos € a que se segue na

tabela 23.

Tabela 23- Frequéncia das mutacées nos 4 grupos de mutantes para LHON
(UNICAMP, 2013).

Mutacio I-a I-b II-a I1-b total %0
G11778A 7 4 1 2 14 77,8
T14484C 3 0 0 1 4 22,2

G3460A 0 0 0 0 0 0

Secundarias 0 0 0 0 0 0
Total 10 4 1 3 18 100

O grupo I-a apresentou 10 pacientes mutantes, sendo 7 com a muta¢ao
GI11778A e 3 com a mutacdo T14484C. No grupo I-b todos os 4 mutantes apresentaram a
mutacdo G11778A, enquanto no grupo Il-a a unica paciente mutante tinha a mutacdo
G11778A. Os 3 pacientes mutantes do grupo II-b apresentaram as mutacdes G11778A (2
pacientes) e T14484C (1 paciente).
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Quanto a forma de acometimento bilateral da visdo, 11 (61,1%) manifestaram
a perda visual de forma simultinea e 7 (38,9%) de forma sequencial. Dentre os 14 mutantes
com quadro clinico tipico de LHON, que pertenciam ao grupo I (a+b), 8 (57,1%) tiveram
perda visual de forma simultinea e 6 (42,9%) de forma sequencial, com diferenca média de
manifestacdo da perda visual entre os olhos de 28,5 dias, com desvio padrao de 26 dias.
Dentre os 4 mutantes com neuropatia dptica de etiologia a esclarecer, apenas a paciente
mutante do grupo I-a teve manifestacdo da perda visual de forma sequencial, com uma
diferenca de 3 anos (~1095 dias) entre os olhos.

Com relacdo a varidvel acuidade visual, dos 18 pacientes mutantes 15 tinham
como melhor acuidade visual corrigida, visdao menor que 20/400 em ambos os olhos, um
tinha visao de OD <20/400 e OE 20/100, outro tinha visao de OD 20/100 e OE 20/200 e o
terceiro, 20/200 em AO.

Em relacdo ao aspecto do nervo optico, 9 pacientes mutantes apresentavam

palidez temporal do disco 6ptico e 9 tinham atrofia 6ptica.

4.2.3- Resultado da analise do grupo controle

O grupo controle foi composto por 32 individuos, sendo 4 do sexo feminino
(12,5%) e 28 do sexo masculino (87.5%). Todos tinham histéria de consumo abusivo de
tabaco e/ou élcool e fun¢do visual preservada. A acuidade visual corrigida de todos eles foi
maior ou igual a 20/30 para longe e J1 para perto em ambos os olhos, com fundo de olho,
visdo de cores e campo visual dentro da normalidade. Os exames laboratoriais estavam
todos normais e nenhum deles apresentava sinais e/ou sintomas neuroldgicos. As mutacoes
pesquisadas, primdrias e secunddrias, estavam ausentes em todos os 32 individuos do grupo

controle.

110



DISCUSSAO
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5-DISCUSSAO

A Neuropatia 6ptica hereditdria de Leber, descrita ha mais de um século pelo
oftalmologista alemdo Theodor Leber, permanece como uma patologia com muitas
perguntas a serem respondidas. A eclosdo de pesquisas bioquimicas e moleculares ocorreu
somente nos dltimos 25 anos, desde quando Wallace e colaboradores publicaram na revista
Science a descoberta da primeira muta¢do de ponto no DNA mitocondrial a ser associada
com doen¢a humana, a mutacdo G11778A. A partir de entdo, o padrao de heranca nao
mendeliano foi elucidado e a mutacdo G11778A passou a ter seu valor histérico. O quadro
clinico cléssico estd bem elucidado, assim como, a transmissdo materna da doenca e o fato
de trés principais mutagdes estarem relacionadas ao maior risco de expressdo fenotipica
desta doengca. LHON ¢€ a doenga mitocondrial mais frequente na populagdo caucasdide, mas
difere das demais doencas do DNA mitocondrial por acometer quase que exclusivamente o
nervo Optico, mais especificamente as células p-ganglionares da retina, € por estar em
homoplasmia na grande maioria dos casos. A penetrancia incompleta e a preferéncia pelo
género masculino falam a favor da existéncia de fatores genéticos, mitocondriais e
nucleares, assim como, fatores epigenéticos e ambientais modulando a expressdo fenotipica
da doenca. No entanto, muitos estudos relacionados a estes fatores e a fisiopatologia da
LHON estdao incompletos e parcialmente explicados. Nao hd relato na literatura, até o
momento, de outro estudo neste pais que tenha por objetivo estudar a prevaléncia de
mutagdes da LHON em individuos ndo consanguineos, fazendo a correlagdo entre o quadro

clinico (fen6tipo) e os achados moleculares (genétipo).

Discussio dos resultados moleculares.

Foram estudados 63 pacientes ndo aparentados, com neuropatia Optica, para
verificar a presenca e a frequéncia das mutacdes primarias G11778A, T14484C e G3460A.
Pela andlise molecular, foi diagnosticado a presenca de 18 pacientes mutantes, portadores
de uma das 3 mutagdes primdrias. Catorze deles apresentaram a mutacdo G11778A e 4 a
mutacdo T14484C, todos com resultados fortemente sugestivos de homoplasmia. A
mutagdo primaria G3460A ndo foi encontrada em nenhum dos pacientes estudados. O
achado exclusivo de mutagdes primdrias estd parcialmente de acordo com dados descritos

na literatura, onde 90 a 95% dos pacientes com LHON possuem uma das trés mutacdes
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primdrias, as quais estdo relacionadas a um maior risco de expressdo fenotipica da doenca
(45).

A frequéncia de mutacdes primdrias observada foi de 77,8% para a mutagdo
G11778A e 22,2% para a mutagao T14484C. Dados na literatura relatam frequéncia média
na populacdo mundial de 69% da mutacdo G11778A, 14% da mutacdo T14484C e 13% da
mutacdo G3460A (45,47). Esta diferenca na frequéncia das mutagdes primdrias encontradas
em relacdo a frequéncia relatada na literatura pode ser explicada pela composicao étnica da
populacdo brasileira, formada por individuos de diferentes origens: africana, asidtica e
européia. Além disto, a média das frequéncias das mutacdes primdrias relatadas na
literatura ndo reflete a populacdo mundial propriamente dita, pois muitos paises, dentre eles
o Brasil, ainda nao apresentam estudos relacionados a prevaléncia das mutacdes da LHON
em sua populagdo.

Ao analisar os dados acima, observa-se a frequéncia de 77,8% da mutacdo
G11778A encontrada neste estudo foi 8,8% maior que a frequéncia relatada na populagdo
mundial, de 69% dos casos da LHON. No entanto, relatos destas frequéncias podem variar
em populacdes especificas, provavelmente por depender da composicdo étnica de seus
individuos como: 50% dos casos na Europa, 69% na Finlandia e quase 95% na populacao
asiatica (21,46,47,140).

A frequéncia de 22,2% da mutagdo T14484C encontrada entre os individuos
mutantes deste estudo também foi maior (8,2%) que a frequéncia média na populacio
mundial descrita na literatura (50,51). Fato relevante € que esta mutacdo T14484C, como
resultado de um efeito fundador, € a mutacdo mais comum (87%) entre individuos
canadenses descendentes de franceses. O efeito fundador é observado quando uma mutacao
no gene ocorre em alta frequéncia em uma populacdo especifica devido a presenca da
mutacdo decorrer de um unico ancestral ou pequeno numero de ancestrais (52). Esta
mutacdo € encontrada com baixissima frequéncia (1,1%) na populagdo chinesa (141).

Nenhum dos 18 pacientes mutantes deste estudo apresentou a mutacdo
G3460A. Embora esta mutacdo seja a menos frequente na populagdo mundial, ocorrendo
em 13% dos pacientes, a diferenca neste caso foi bastante significativa, pois seguindo esta
frequéncia seria esperado encontrar pelo menos 2 individuos com esta mutacdo (53,54). A

auséncia da mutagdo G3460A neste grupo de pacientes pode ser explicada ndo s6 pelas
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diferencas étnicas do grupo em questdo como também pela amostra relativamente pequena.
Um estudo futuro, com maior nimero de pacientes talvez possa detectar esta mutacao.

E fortemente sugestivo que os 18 pacientes mutantes estejam em homoplasmia,
pois nas técnicas de PCR-RFLP, sequenciamento direto e Sequenom nao foram detectados
bandas ou picos adicionais no gel de agarose, eletroferograma e gréficos, respectivamente.
Portanto, ndo foi necessario realizar a técnica do PCR real-time para detec¢do da taxa de
heteroplasmia. Outra técnica que pode ser proposta para analisar a taxa de heteroplasmia €
a Plataforma Sequenom. Nesta padronizacdo para andlise da taxa de heteroplasmia, pode-se
diluir o DNA mitocondrial mutante em diversas proporcdes, para verificar qual a menor
propor¢do de heteroplasmia pode ser detectada (138,139). O resultado deste estudo estd
concordante com a literatura, na qual € descrito que a maioria das linhagens de LHON
também estd em homoplasmia, a partir de amostras obtidas do sangue periférico (91).
Teoricamente, no entanto, existe a possibilidade de que taxas de heteroplasmia possam ser
encontradas no nervo Optico (6rgdo alvo) destes mesmos individuos, a despeito da
homoplasmia encontrada em tecidos mais acessiveis, como o sangue periférico (45). Um
teste pré-sintomatico em individuos com mutacdo em homoplasmia para LHON, se mostra
desnecessdrio (44,86,87). Sugere-se que a heteroplasmia possa colaborar com a penetrancia
incompleta da LHON, e segundo esta teoria, a expressao fenotipica de uma mutagdo no
mtDNA depende das propor¢des relativas de mtDNA mutante e normal, e as consequéncias
deletérias da maioria das mutagdes mitocondriais na OXPHOS geralmente aparecem
quando a propor¢ao de DNA mitocondrial mutante excede 60 a 80% do DNA mitocondrial
total (25,26,27). Em 2001, Chinnery e colaboradores, da Universidade de Newcastle,
analisaram 17 linhagens européias independentes portadoras da mutagdo G11778A em
heteroplasmia e observaram que: a frequéncia de cegueira em individuos masculinos estava
relacionada a taxa de mutacdo encontrada no sangue periférico, maes com 80% ou menos
de mtDNA mutante no sangue periférico tinham menor probabilidade de filhos afetados do
que maes com 100% de mtDNA (87). Outro estudo relacionado a heteroplasmia em
mutantes portadores da mutagdo G11778A foi realizado em 30 familias asidticas
tailandesas, 19 (63%) em homoplasmia € 11 (37%) em heteroplasmia, comparando
individuos sintomadticos e assintomdticos. Verificou-se que os pacientes com taxa de

mutacdo no sangue periférico superior a 75% tinham maior chance de perda visual que
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mutantes com menos que 75%, porém a gravidade da perda visual foi a mesma nestes
individuos em heteroplasmia quando comparada aos individuos em homoplasmia e o efeito
da heteroplasmia na expressao clinica da doenca ndo pareceu estar ligado ao género ao qual
o paciente pertence (142). A prevaléncia de heteroplasmia entre linhagens tailandesas da
LHON com a mutacdo G11778A € similar a de outras populacdes asidticas (143) e com
frequéncia maior quando comparado as populacdes brancas, européias (86, 87, 142,143).
Os 45 pacientes com neuropatia Optica que ndo apresentaram uma das 3
mutacOes primdrias no teste molecular, foram rastreados para a deteccdo de mutacdes
secunddrias. Nenhum deles apresentou quaisquer das 8 muta¢des secunddrias pesquisadas.
As mutacdes secunddrias sdo raras e correspondem a 5% dos casos de neuropatia Optica
hereditdria de Leber (4). Portanto, neste grupo de 45 pacientes esperava-se encontrar pelo
menos 2 pacientes com mutacdo secundéria, caso todo mtDNA tivesse sido sequenciado.
No entanto, foram rastreadas 8 das principais muta¢des secunddrias dentre um grande
nimero de mutagdes secunddrias descritas até hoje. Provavelmente, ndo foram pesquisadas
regides dos genes onde outras delas pudessem ser encontradas. O nimero de mutacoes
relacionadas a LHON € controverso na literatura cientifica, pois publicagdes recentes
trazem novas mutacdes associadas a LHON em genes que expressam as subunidades dos
complexos respiratérios I, III, IV e V da cadeia respiratéria mitocondrial (144). Achilli e
colaboradores sequenciaram em 2012, todo o genoma mitocondrial de pacientes da Italia,
Franca e Alemanha, com suspeita de LHON, os quais ndo apresentavam uma das 3
mutacdes primdrias. Eles encontraram novas mutagdes patogénicas raras da LHON nos
genes MT-ND 1 (G3700A, G3733A e C4171A), MT-ND4L (T10663C) e MT-ND6
(G14459A, A14495A, C14482A e C14568C) e sugeriram que estas mutacdes passem a ser
rotineiramente testadas em todos os pacientes com LHON que ndo apresentam uma das 3
principais mutacoes (145). Estudo de Lei Shu e colaboradores, sequenciou todo o genoma
mitocondrial de individuos de 2 familias chinesas nao relacionadas portadoras da mutagao
G11778A. Encontraram na Familia 1 duas muta¢des ainda ndo relatadas do gene MT-
NDI(C3497T e C3571T) e na familia 2, duas mutagdes, A10398G, no gene MT-ND3 e
T14502C, no gene MT-ND6. Os autores sugeriram que estas mutacdes secundarias possam
influenciar o complexo I da cadeia respiratdria, alterando a respiracdo celular, levando a

apoptose das células ganglionares e atrofia Optica. Outra sugestdo deste estudo € que as
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mutacdes secunddrias também sejam consideradas no aconselhamento genético (141).
Segundo o maior Banco de Dados online sobre a LHON, o MITOMAP, mais de 30
mutacgoes sao atualmente relacionadas a doenga
(http//www.mitomap.org/MITOMAP/MutationsLHON) (37). No entanto, as mutagdes
secunddrias ndo tém, até o momento, um papel definido na etiologia da neuropatia 6ptica, e
talvez possam atuar como as mutacOes primdrias, deflagrando a perda visual, ou
influenciem na progressdo da doenca, ou podem ser marcadores polimérficos de diferentes
haplogrupos (45).

Dos 63 pacientes com neuropatia 6ptica 18 apresentaram mutacao para LHON,
sendo que 14 tinham a descricdo cldssica da doenca e 4 tinham neuropatia Optica de
etiologia a esclarecer. Os demais 45 pacientes nio apresentaram quaisquer das mutacdes
primdrias e secunddrias rastreadas. Destes ultimos, 11 tinham diagnostico clinico de
LHON, pois apresentavam o quadro clinico cldssico da doenca e 34 tinham neuropatia
Optica de etiologia a esclarecer. Nos 11 pacientes com quadro clinico cldssico da LHON
que ndo apresentaram mutacdo, esta possibilidade ndo estd descartada, uma vez que seria
necessdrio sequenciar todo o mtDNA para rastrear todas as mutacdes possiveis, ja relatadas,
ou novas mutacdes a serem descobertas. Os 4 pacientes com neuropatia Optica a esclarecer
que apresentaram mutagcdo para LHON, tiveram seu quadro clinico elucidado. No entanto,
34 pacientes com neuropatia optica de etiologia a esclarecer permanecem sem diagndstico
etiologico definido. Podem ter uma mutagdo para LHON ainda ndo investigada ou podem
ser portadores de outras neuropatias 6pticas adquiridas ou hereditdrias, como a Neuropatia
Optica Autossdmica Dominante (4). Virias causas de neuropatias pticas adquiridas como
isquémicas, infecciosas, inflamatdérias, desmielinizantes, carenciais, traumaéticas,
expansivas, j4 foram descartadas pelos critérios de exclusdo deste estudo. E importante
ressaltar que LHON deve fazer parte do diagndstico diferencial de todos os casos de
neuropatia Optica bilateral, simultinea ou sequencial, independente da idade de

manifestacdo, principalmente em individuos do sexo masculino (21,63,64).

Os haplogrupos encontrados nos 18 pacientes mutantes foram: L1/L2, L3, C, D,
M e U, sendo L1/L2 e L3, os mais frequentes. Entre os 14 mutantes G11778A foram
encontrados haplogrupos L1/L2, L3, C, D, M e U. Os 4 mutantes T14484C apresentaram os
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haplogrupos: L1/L2, L3 e U. Estudos recentes relatam os haplogrupos encontrados em
diferentes populacdes, assim como o maior ou menor risco de expressdo fenotipica da
LHON nos individuos mutantes. Verifica-se que os individuos com ancestrais europeus
pertencem a um dos nove seguintes haplogrupos: H, I, J, K, T, U, V, W e X, com cerca da
metade dos casos pertencentes ao haplogrupo H (38,39,88,89). Entre os asidticos, chineses
e tailandeses portadores da mutacdo GI11778A, foram relacionados os seguintes
haplogrupos: B4a, BS5, C, D4, D5, F1, M1, M7b, M8a, M10a e N9a (91,93). Na populagdo
iraniana foi verificada associacdo entre as mutagdes G11778A e G3460A com os
haplogrupos J e W, respectivamente (94). O tunico estudo realizado, at¢é o momento, na
populacdo brasileira encontrou o haplogrupo J em uma grande linhagem de LHON
portadora da mutacdo G11778A, com ancestral materno de origem italiana (95).

Comparando os resultados do presente estudo com dados da literatura acima
citados (38,39,88,89,91,93,94), o haplogrupo L e seus subhaplogrupos nao foram
encontrados em nenhuma das popula¢des anteriormente estudadas. No entanto, avaliando o
mapa da histéria da migracao dos haplogrupos do mtDNA humano, L1,L2 e L3 derivam do
primeiro haplogrupo africano L0, o qual foi a origem de todos os demais haplogrupos, ha
cerca de 150.000 anos. Os haplogrupos L1 e L2 sdo praticamente um tnico, sendo que o
marcador para o rastreamento destes haplogrupos ¢ o mesmo. O haplogrupo U reflete um
ancestral comum europeu, enquanto que os haplogrupos C, D e M, refletem um ancestral
comum asiatico (2).

O trabalho mostra que este grupo de pacientes é composto por individuos
descendentes de asidticos, europeus e principalmente africanos, refletindo a populacdo
brasileira a qual é bastante miscigenada. No entanto, ndo foi possivel correlacionar os
haplogrupos identificados neste estudo ao maior ou menor risco de expressao do fenétipo
nos individuos com mutacdo para LHON, pois seria necessario fazer um estudo das
linhagens de cada um dos 18 mutantes, assim como comparar os resultados com estudo de
linhagens controle da populag¢dao em estudo (95).

Os 32 pacientes do grupo controle tinham histéria de consumo abusivo de
tabaco e/ou dlcool e funcdo visual preservada e ndo apresentaram quaisquer das mutacoes
primadrias ou secunddrias rastreadas. Este achado foi vdlido e permitiu associar a mutagao

apenas aos doentes. Este resultado estd concordante com a literatura a qual descreve que
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uma porcentagem substancial da populacdo faz uso abusivo do tabaco e do 4lcool e

relativamente poucos manifestam a perda visual (130).

Discussao dos resultados das analises das variaveis clinicas

Dos 63 pacientes com neuropatia 6ptica estudados, 54 pacientes pertenciam ao
género masculino (85.7%) e 9 ao feminino (14.3%). No grupo II-b, isto €, pacientes com
neuropatia 6ptica de etiologia a esclarecer e com histérico de consumo abusivo de tabaco e
alcool (NOTA), dos 31 pacientes 2 eram femininos e 29 masculinos. Este achado esta de
acordo com a literatura, que descreve a Neuropatia Optica Tabaco Alcool, como uma
patologia muito semelhante a LHON, inclusive a predilecio pelo sexo masculino,
provavelmente pelo fato destes agentes toxicos serem mais frequentemente consumidos em
excesso pelos homens (130). Dos 18 pacientes mutantes apenas uma era do género
feminino (17:1). Na literatura é descrito a relacdo de pelo menos 4:1 entre pacientes do
género masculino: feminino, com taxas que variam nas diferentes populagdes (146). A
preferéncia pela manifestacio da neuropatia em individuos do género masculino com
mutacdo da LHON sugere a existéncia de um gene de suscetibilidade recessivo ligado ao
cromossomo X, agindo em sinergia com a mutacdo mitocondrial para a expressdo do
fenétipo. Trés estudos recentes de linhagens de LHON encontraram dois 16cus com alta
probabilidade de apresentar este gene de suscetibilidade no cromossomo X: Xp21-Xq21 e
Xq25-27.2 (67,96,97).

Ao comparar as médias da idade de inicio da perda visual entre os 63 pacientes
com neuropatia 6ptica dos grupos I-a x I-b e II-a x II-b, houve diferenga estatisticamente
significativa nas duas comparacdes, sendo que a média de idade de inicio da manifestacao
da doenga em pacientes do grupo I-a € menor do que a do grupo I-b, bem como do grupo II-
a € menor do que a do grupo II-b. Este dado mostra que os pacientes com neuropatia optica
que faziam uso abusivo do tabaco e dlcool manifestaram a perda visual mais tardiamente.
Isto estd de acordo com a revisdo de 2011 de Andrzej e Graham, sugerindo que estes
agentes tOxicos parecem ndo precipitar a neuropatia optica (133). O trabalho também
mostra que a idade de inicio da manifestacdo da perda visual foi acima dos 30 anos apenas

nos trés individuos mutantes do grupo II-b, o que seria naturalmente esperado, pois a
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maioria dos pacientes com Leber manifestam sua perda visual entre a segunda e terceira
décadas de vida (63, 64,105).

A presencga da recorréncia familiar materna nos 63 pacientes com neuropatia
Optica estava presente em dez dos 17 pacientes do grupo I-a, quatro dos 8 pacientes do
grupo I-b, trés dos 7 pacientes do grupo II-a e somente seis dos 31 pacientes do grupo II-b.
Observa-se que os 25 pacientes com diagnostico clinico de LHON, grupo I (a+b),
compreendem (60.9%) dos casos positivos para recorréncia familiar materna, onde ¢é
encontrado o maior nimero de individuos mutantes, corroborando com a descri¢do clinica
classica desta doenca. Este dado é semelhante ao da literatura o qual descreve que
geralmente os pacientes com LHON apresentam familiares maternos também afetados,
porém em 40% dos casos ndo h4 histdria familiar de perda visual. Este fato provavelmente
se refere a casos nos quais € dificil tracar o heredograma, pois, casos de mutacdes de novo
em LHON sdo raras (65). A andlise dos 18 pacientes mutantes evidencia a recorréncia
familiar materna em 77,8% dos casos, o que torna esta varidvel um refor¢o diagndstico na
pritica didria. E importante observar que os trés pacientes mutantes do grupo II-b
apresentavam historia de recorréncia familiar, refor¢cando a importancia deste dado, mesmo
quando o quadro clinico ndo preenche todos os critérios classicamente estabelecidos para o
diagnoéstico de LHON, como consta em publicagdo anterior (109).

Os resultados dos exames de campo visual tanto do OD quanto do OE mostram
associacdo entre os grupos I-a e I-b, ou seja, pacientes que pertencem a estes grupos
apresentam os mesmos resultados para os exames realizados. O mesmo ndo acontece
quando comparados com os outros grupos. Isto pode ser atribuido ao fato de os pacientes
do grupo I-a e I-b serem na sua maioria, portadores da mesma morbidade (LHON),
enquanto os demais pacientes podem ser portadores de neuropatias Opticas de diferentes
etiologias. Nos 18 pacientes mutantes, a impossibilidade de realiza¢do do campo visual por
6 pacientes parece decorrer da grave perda visual, pois todos tinham acuidade visual menor
que 20/400 em ambos os olhos. Os resultados dos exames de campo visual realizados por
12 pacientes mutantes mostraram escotoma central em 10 olhos e escotoma cecocentral em
14 olhos, defeitos campimétricos estes caracteristicos da doenga (147).

Neste estudo, dos 63 pacientes ndo relacionados com neuropatia ptica, 18

apresentaram mutacdo para LHON no mtDNA. Considerando-se o total de mutagdes
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independente do tipo, o grupo I-a (pacientes com diagnostico clinico de LHON sem
antecedente de consumo excessivo do tabaco e/ou dlcool) foi o que apresentou o maior
nimero de mutantes, compreendendo 55,5% da amostra, seguido do grupo I-b (22.2%), 1I-b
(16.67%) e 1I-a (5.5%). Houve diferenca estatisticamente significativa quando comparado
grupo I (a+b) com o grupo II (a+b), sugerindo que o quadro clinico tipico de LHON como
descrito por Leber ha mais de um século, tem um bom indice de confiabilidade, confirmada
em nossos dias, pelo teste molecular (148). A discussdo dos resultados moleculares
encontrados nos 18 pacientes mutantes ja foi realizada anteriormente, no topico discussao
dos resultados moleculares.

A comparagdo intragrupo, isto é, I-a x I-b e II-a x II-b, permite avaliar se ha
relacdo entre os agentes toxicos analisados, tabaco e dlcool, e a suscetibilidade genética de
base da LHON, ou seja, a mutagdo. Quando se verifica a acdo das drogas tdxicas
analisadas, ao comparar os grupos de pacientes com neuropatia éptica correlacionados I-a
com I-b (LHON tipico) e II-a com II-b (neuropatia Optica a esclarecer), ndo houve
diferenca estatisticamente significativa. O tabaco e o alcool ndo alteraram a frequéncia de
neuropatia optica nem no grupo com quadro clinico tipico de LHON, nem no grupo de
neuropatia optica a esclarecer. Os 31 pacientes do grupo II-b, sdo pacientes com neuropatia
Optica de etiologia a esclarecer que faziam consumo abusivo do tabaco e do dlcool, ou seja,
podem ser classificados como portadores de neuropatia optica tabaco alcool (NOTA). Neste
grupo apenas 3 pacientes apresentaram mutacdo da LHON, portanto ndo foi possivel
relacionara perda visual com uma suscetibilidade genética de base, isto €, a mutacdo para
LHON, com resultado similar a outras publica¢des anteriores que também nio conseguiram
fazer esta associagdo (109,130). O diagndstico da neuropatia Optica tabaco édlcool é de
exclusdo e permanece como um dilema diagndstico (103,104,109, 110, 149). No entanto,
estudo multicéntrico recente conseguiu estabelecer relacdo entre o consumo abusivo do
tabaco e o maior risco de perda visual em portadores da mutacdao para LHON. Este efeito
foi dose dependente, ou seja, o risco de perda visual foi maior nos individuos que fazem
consumo abusivo do tabaco do que nos individuos que o fazem de forma comedida. Em
relacdo ao consumo abusivo do élcool, o estudo sugeriu correlacdo com a perda visual,

porém os resultados ndo foram estatisticamente significativos. Estes resultados sugerem

121



aconselhar os portadores da mutagdo para LHON a ndo fumarem e a ingerirem &lcool de
forma moderada, ou seja, evitar a exposicao a estes fatores toxicos ambientais (105).

O presente trabalho ndo encontrou diferenga estatisticamente significativa
quanto a bilateralidade do acometimento visual, isto é, se a perda visual foi simultanea ou
sequencial ao comparar os pacientes dos 4 grupos. Todavia, analisando apenas os 18
pacientes mutantes, este estudo mostra perda simultanea em 61,1% dos casos e sequencial
em 38,9%, diferente da literatura, onde 75% dos casos de LHON mostram perda bilateral
da acuidade visual de forma sequencial entre os olhos e 25% simultaneamente (70,71).
Achado pontual interessante € o fato de que a dnica representante feminina da amostra de
mutantes, pertence ao grupo II-a e apresentou um acometimento sequencial de perda visual,
com diferenca de 3 anos entre um olho e outro, o que € raro de acordo com os relatos da
literatura. A perda visual sequencial, geralmente ocorre com a diferenca de 6 a 8 semanas
entre os olhos. Invariavelmente, dentro do intervalo de um ano, os dois olhos sio
acometidos (21).

Quanto a acuidade visual, ndo houve diferencga estatisticamente significativa ao
comparar os 4 grupos estudados em relagdo a esta varidvel. Porém, pode-se dizer que todos
os mutantes se enquadram no diagndstico de cegueira, quer pela perda visual grave quer
pela restricdo acentuada do campo visual em ambos os olhos (150,151). Este diagnodstico é
baseado nas defini¢cdes de comprometimento visual da Classificagdo International das
Doencgas (CID) (152). Cegueira € definida como a melhor acuidade visual corrigida menor
que 20/400 e campo visual central ndo maior que 10 graus no melhor olho, enquanto que
visdo subnormal tem como definicdo melhor acuidade visual corrigida menor que 20/60 a
20/400 (153). Pode-se supor que um acometimento tdo intenso da fungdo visual possa
servir para auxiliar no diagndstico clinico da LHON. A neuropatia dptica de Leber tem
severo impacto na qualidade de vida dos afetados, e tem a pior classificagdo no
questiondrio de qualidade de vida VF-14, quando comparado com outras desordens
oftalmoldgicas estudadas (154).

O aspecto do nervo Optico foi outra varidvel que ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa ao comparar os 63 pacientes dos 4 grupos do estudo e
portanto, ndo evidenciou correlacdo entre o achado de fundo de olho e o progndstico visual.

Os achados dos exames fundoscépicos dos pacientes mutantes variou entre palidez
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temporal de papila e atrofia Optica, portanto, todos os pacientes foram avaliados na fase
crOnica, tardia da doenga, quando pode ser dificil fazer o diagndstico diferencial com outras
neuropatias, como compressiva, infiltrativa e inflamatéria, principalmente se niao ha
histéria clara de herangca materna. Nestes casos, enquanto nao se obtém o resultado do teste
genético molecular, um exame de neuroimagem se faz necessario (21).

Ao comparar todas as varidveis anteriormente discutidas entre os mutantes do
grupo I, com quadro clinico cldssico de LHON e mutantes do grupo II, que a priori tinham
o diagnéstico de neuropatia Optica de etiologia a esclarecer, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa para nenhuma das varidveis estudadas. Os mutantes dos
grupos I e II mostram comportamento semelhante quanto as varidveis clinicas do estudo,
conforme dados na tabela 21. Este resultado, juntamente com os dados da tabela 17, falam a
favor de que a despeito do quadro clinico cléssico descrito por Leber ha mais de um século,
ter um bom indice de confiabilidade, o diagndstico da LHON ¢é molecular (4,42),
confirmando a presenca da mutagdo por meio de uma das vérias técnicas de rastreamento
da mutacgdo, algumas das quais foram usadas neste estudo.

Os resultados obtidos pelo PCR-Multiplex e pela Plataforma Sequenom para
rastrear as mutacdes primdrias e secunddrias foram compativeis com os encontrados por
outras técnicas mais frequentemente utilizadas, como restricdo enzimdtica e o
sequenciamento direto. A Plataforma Sequenom € uma técnica automatizada, mais indicada
para a andlise de um grande nimero de amostras, que pode ser realizada em um periodo de
tempo relativamente menor que as demais técnicas utilizadas (138,139). Por sua vez, a
técnica de PCR-Multiplex permite a andlise das 3 mutacdes primdrias de forma simultanea
com baixo custo (134). Sendo assim, esta técnica seria a indicada para andlise molecular
inicial.

Outra sugestdo deste trabalho é a realizacdo de um estudo multicéntrico no
Brasil, de pacientes com LHON e suas respectivas familias, uma vez que o pais tem
dimensdes continentais, foi colonizado por individuos de varios continentes e possui grande

processo migratdrio interno até os dias de hoje.
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6 - CONCLUSAO

A andlise comparativa clinica e molecular dos 63 pacientes com neuropatia Gptica
mostrou diferencas estatisticamente significativa entre os grupos estudados, com
quadro clinico tipico de LHON (I) e neuropatia 6ptica de etiologia a esclarecer (II),
quanto as varidveis: recorréncia familiar materna, exame de campo visual e presenca
de mutacdo, sugerindo alta confiabilidade do quadro clinico cldssico para diagndstico
da LHON. A comparacdo entre os 18 pacientes mutantes destes dois grupos (I e II)
ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa para nenhuma das varidveis
analisadas, sugerindo que o diagndstico de LHON € molecular, pelo rastreamento das
mutacdes, inicialmente as primarias.

As mutacdes encontradas foram G11778A e T14484C, com frequéncias maiores que
as descritas na literatura, para a populacdo mundial. A mutacdo G11778A foi a mais
frequente, confirmando ser a principal causa de LHON também neste grupo de
individuos brasileiros.

A mutag@o G3460A nao se apresentou conforme encontrado na literatura, pois ndo foi
observada em nenhum dos pacientes com neuropatia optica.

As oito mutagdes secunddrias pesquisadas nao foram encontradas nos pacientes deste
estudo. Outras regides do DNA mitocondrial devem sem rastreadas para a pesquisa
de diferentes mutacOes secundarias nestes individuos.

Os haplogrupos dos pacientes mutantes falam a favor da presenca de ancestrais
comuns de origem asidtica, europeia e africana, com predominio deste ultimo. Nao
foi possivel correlacionar os haplogrupos identificados neste estudo ao maior ou
menor risco de expressdo do fendtipo nos individuos com mutagdo para LHON.

Nao foi possivel estabelecer relacdo entre os agentes toxicos tabaco e dlcool e uma
suscetibilidade genética de base, isto €, a mutacdo da LHON entre os pacientes com

neuropatia optica de etiologia a esclarecer e com consumo abusivo destes agentes.
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8- APENDICES

APENDICE 1 - Pacientes com diagnéstico clinico de LHON (Grupo I-a)
Tabela 24- Grupo I-a - Pacientes com diagndstico clinico de LHON, sem antecedente de

consumo abusivo de tabaco e/ou alcool (n =17).

.. . Recorf'é:encia Acuidade | Nervo C:jlmpo -
Iniciais | Género | Idade | Bilateral familiar visual o visual Mutacao
materna 0d/Oe
JASN | M | 11 |simultineo + 83%%//12%% tgsi‘i‘;zl gzﬁgﬁ T14484C
Gage | m | 14 [MEEEELL w0000 | opticn | cococentral | G11778A
DC | M |15 [smudneo| - OB | cemral |
PSOS | M | 20 |SERECL | 000 | comporal | impraticdvel |
PES | M| 13 [simudneo| - | 00 | el | cesocentral |-
PM | M| 15 Jsimutneo| v | g0 | Ccemmal |
SEV | M| a6 [+ | 0e 0200 | womporal | cococental |-
FBG | M | 28 |simuidneo| - | O00R | B | cecocentl |
AAL | M | 29 |simultaneo + 82258;388 gz&s Egﬁgzgg G11778A
PSR | M| 15 fsimumneo) - orel | imoratcdvel | G178
LSA | M | 15 |simultineo n 82258;388 it;zils cezzngtlral G11778A
NDO | M 19 - e<a0400 | omporal | cccocentral | G11778A
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M- Masculino; Od- Olho Direito; Oe- Olho Esquerdo
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APENDICE 2 - Pacientes com diagnéstico clinico de LHON (Grupo I-b)
Tabela 25 - Grupo I-b - Pacientes com diagnéstico clinico de LHON, com antecedente de
consumo abusivo de tabaco e/ou alcool (n=8).

. AT Acuidade | Nervo Campo =

Iniciais | Género | Idade | Bilateral | familiar Visual | optico visual | Mutacéo
Materna . 0d/Oe
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RCV | M | 17 |simultineo + 8238;388 f};ﬁﬂj 22253} G11778A

M- Masculino; Od- Olho Direito; Oe- Olho Esquerdo

APENDICE 3 - Pacientes com neuropatia 6ptica de etiologia a esclarecer (Grupo II-a)

Tabela 26 - Grupo II-a - Pacientes com neuropatia optica de etiologia a esclarecer, sem
antecedente de consumo abusivo de tabaco e/ou alcool (n=7).

AT P . Recorf'{ancia Acuidade | Nervo Campo 5
Iniciais | Género | Idade | Bilateral | familiar Vil | Gruiktes visual | Mutacao
Materna 0d/Oe
zsc | F oo MPRET] 4 | Gecaomon| pica | cecocental| 11778
sy | |40 el - |Ceaonoo | optea | cenval | -
MLSC | F |17 [smutaneo| - | 600 | emporal | ccocentl|
MAS | F | 21 Jsmadneo) - | GG | | cecocenral |
IAF F 30 | simultaneo + 8;1 %(())//z% zt;zlzz gzggizggi )
AMA | F |15 Jsimadneo|  + | G000 | empora | cecocentral |
WE | F |0 fsimuneo| - GO | v cecocentral|

F- Feminino; Od- Olho Direito; OQe- Olho Esquerdo
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APENDICE 4 - Pacientes com neuropatia optica de etiologia a esclarecer (Grupo II-b)

Tabela 27 - Grupo II-b - Pacientes com neuropatia éptica de etiologia a esclarecer, com
antecedente de consumo abusivo de tabaco e/ou alcool (n=31).

) Recorréncia Acuidade | Nervo AT =
Iniciais | Género | Idade | Bilateral familiar visual o visual Mutacao
materna 0d/Oe

AAGS 4 |simaanco |+ | 0C00400| temporal | impratioqvel | G177
SRR % |smutaneo |+ [0S 000| opica | cecocental |
MUE | F |39 [smaneo - QU EE | mm|
EAS | M | 35 |simulineo| - 0 20200 | emporal | cemtal |
LA | M| 3 [smaneo  + | OEOE ] S | e |
BEO | M| a5 PO | gecowo0| empora | centl |

VLS M 47 | simultaneo + 83 3(())//3(())(()) zt;?igz gzgggzggi Tladsac
CAL | M | 46 |simuineo| - Oc 20i60 | nommal | _cemtal '
PGS | M | 42 |similineo| - 0520200 | tomporal | cecocentral |
RE | M| % [smaneo - 0000 o | eomnd |

RSO | M| 35 |simildneo) 4 |0:50u00 | emporal | impratedvel | 017754
NS | M| a6 Jsmaneo) - [ GB0G O e |
D | M| s femuaneo| - | 500 | B | cecocenial |
IG M 43 | simultaneo - 82:58;388 tepﬂﬁzl Eiﬁif»ﬁ )
AG | M| 44 |simultineo| - 0c 20530 | wmporal | cecocental |
JICM M 41 | simultaneo - 82 ;8@88 tgfnl;i)((li‘fll Eiﬁiﬁ )
Lo| M| 52 |simultineo| - 0 20200 | tomporal | cecocentral |
oos [ w | [ [gmm e o |
AR M 50 |simultineo - %?;8?88 E(l’)tfr)?ifci;l im;c)re;tircililvel ]
I R e e A -
NB | M| PR G | e | et |
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JAR | M| 40 [simtaneo| - 0c 20530 | tmporal | cecocenta
cs | M| 3 [smaaneo| - [N PR
RMM | M| 38 [simaineo| - JOURT) PORe |
0G F 20 | simultaneo i ged220(;/150(2) tgrzﬂ;(i)erzl cecczf)g&tarnatlral
ASDS | M | 48 |simultinco| - 00 201100 | tomporel | _cecocentrd
CAG M 36 |simultineo ) 82238;388 E(I’)t;)iii: im;c)f;ttiiiilvel
| M| 3 [smianeo| -] QU P | el
PLS M 49 | simultaneo + (())g<22(())//31%% tgﬂfi)ccl)eril cecc:zgcternatlral
BM | M| 35 [smiuneo| - TR PR | e
HM | M| 54 |simuldne| - 00 20/100 | tomporet | contl

M- Masculino; F- Feminino;Od- Olho Direito; Qe- Olho Esquerdo

156




APENDICE 5 — Pacientes mutantes com diagnéstico clinico de LHON (Grupo I-a)

Tabela 28 - Grupo I-a - Pacientes mutantes com diagnéstico clinico de LHON, sem

antecedente de consumo abusivo de tabaco e/ou alcool.

Recorréncia Acuidade | Nervo Campo
Iniciais | Género | Idade | Bilateral familiar . P visual Mutacao | Haplogrupos

Materna visual optico 0d/Oe
JASN | M 11 |simultaneo + 8322%//12%% tgﬁ;‘ﬁl g:ﬁgi T14484C| LI/L2
Gaac| w | o [l oug0uen) e [ooomt Ty | Lin
AAL | M | 29 |simultanco + 8238;388 iggilj ﬁgﬁgzzg GI1778A| L3
o | | 15 [amima] QU i | et 1 | s
LSA | M | 15 |simultaneo 4 8238;388 iggilj Cegzrcl;ftlml G11778A| L3,CeM
e R e I s el el e I
R A e e I
o | | 0 [amtie] | CI amte | mectnd|c]
EDV | M 25 | simultaneo + ggzggﬁgg tgﬂ;ﬁil gzggzggi G11778A| LI1/L2
RCS | M 19 | simultaneo + 8238;388 tgﬂ;‘zﬁl Cezgzéftlral G11778A| LI1/L2

M- Masculino; F- Feminino;Qd- Olho Direito; Qe- Olho Esquerdo
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APENDICE 6 — Pacientes mutantes com diagnéstico clinico de LHON (Grupo I-b)

Tabela 29 - Grupo I-b - Pacientes mutantes com diagnéstico clinico de LHON, com
antecedente de consumo abusivo de tabaco e/ou alcool.

Recorréncia Acuidade Nervo Campo
Iniciais | Género | Idade | Bilateral familiar Visual ntico visual | Mutacio | Haplogrupos
Materna P 0d/Oe
sequencial, 0d<20/400| atrofia central
EWN M 27 2 meses * 0e<20/400 | optica central GI1778A LI/L2
sequencial, 0d<20/400 | palidez central
USS M 27 1 semana * 0e<20/400 | temporal central GLITI8A| L3,CM
sequencial, i 0d<20/400 | atrofia |cecocentral
LRB M 17 1 semana 0e<20/400 | optica | cecocentral GI1778A LI/L2
. R 0d<20/400 | atrofia central
RCV M 17 | simultidneo + 0e<20/400|  6ptica central GI11778A| L3,D,M
M- Masculino; Od- Olho Direito; Oe- Olho Esquerdo
APENDICE 7 — Pacientes mutantes com neuropatia optica a esclarecer (Grupo 1I-a)
Tabela 30 - Grupo II-a Pacientes mutantes com neuropatia optica de etiologiaa esclarecer,
sem antecedente de consumo abusivo de tabaco e/ou alcool.
Recorréncia . Campo
Iniciais | Género | Idade | Bilateral familiar Aa.udade 1’\Ie1:v0 visual | Mutacao | Haplogrupos
visual |odptico
materna 0d/Oe
sequencial, 0d<20/400 | atrofia | cecocentral
Z5C F 28 3 anos * 0e<20/400 | optica | cecocentral GLIT78A L3
F- Feminino;0d- Olho Direito; Oe- Olho Esquerdo
APENDICE 8 - Pacientes mutantes com neuropatia Gptica a esclarecer (Grupo II-b)
Tabela 31 - Grupo II-b Pacientes mutantes com neuropatia optica de etiologia a esclarecer,
com antecedente de consumo abusivo de tabaco e/ou alcool.
Al . . Campo
Iniciais | Género | Idade | Bilateral REEDFRIE Al Acl?ldade Ne".“’ visual Mutacao £ BTG
materna Visual optico
0d/Oe
. R 0d<20/400 | palidez |impraticavel
AAGS M 43 | simultaneo + 0e<20/400 | temporal | impraticavel GI11778A L3
. A 0Od 20/200 | atrofia | cecocentral
VLS M 47 |simultaneo + O 20/200 | éptica | cecocentral T14484C L3
. R 0d<20/400 | palidez |impraticavel
RSO M 35 |simultineo + 0e<20/400 | temporal | impraticavel GI11778A| L3,CeM

M- Masculino;Od- Olho Direito; Oe- Olho Esquerdo
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APENDICE 9 - Heredogramas dos pacientes mutantes para LHON que possuem

recorréncia familiar materna

1-JASN
A ~ c
O ]
! T s [
) OO b O e O l——u
1]l l l
A - Casamento 1 f
B - Casamento 2
C - Casamento 3
2-GAQC

r-a S N A
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r FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
S"’A. COMITE DE ETICA EM PESQUISA

s
Y ® www.fem.unicamp.be/pesquisa/etica/index htm
UNICAMP
CEP, 31/08/09. 2° VIA

(PARECER CEP: N° 690/2004)

PARECER

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: ~ “ESTUDOS MOLECULAR DA NEUROPATIA OPTICA
HEREDITARIA DE LEBER EM FAMILIAS BRASILE .

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Luciene Maria Zanchetta

I - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou a inclusio do projeto “ANALISE DA INCIDENCIA DE
MUTACOES PRIMARIAS PARA NEUROPATIA OPTICA HEREDITARIA DE
LEBER (LHON) EM PACIENTES COM NEUROPATIA OPTICA E CONSUMO
ABUSIVO DE ALCOOL”, com a finalidade de mestrado, sob responsabilidade de
Marcela Scabello Amaral Fernandes, referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

III - DATA DA REUNIAO

Homologado na XI Reunido Ordinéaria do CEP/FCM, em 25 de novembro de 2008.
Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM/UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13084-971 Campinas—SP cep@fem.unicamp.br
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