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RESUMO 

Nos seres humanos, a visão é o sentido que retrata com melhor fidelidade o ambiente que 
os cerca. A ausência do sentido da visão é definida como cegueira. As conseqüências da 
cegueira são problemas de saúde pública importantes, pois têm um impacto 
significativamente negativo sobre o desenvolvimento econômico e social dos indivíduos 
afetados. A perda visual pode ser resultado de lesão nos centros nervosos superiores, nas 
vias ópticas ou em estruturas do próprio olho. As causas vão desde traumas oculares até 
doenças congênitas, como: glaucoma congênito, catarata congênita e Neuropatia Óptica 
Hereditária de Leber (LHON). A LHON é uma doença, causada por alterações no DNA 
mitocondrial, caracterizada pela perda repentina da visão em ambos os olhos, devido a 
uma degeneração do nervo óptico. Atualmente, 17 principais mutações associadas à 
LHON foram registradas, onde três dessas mutações representam 95% dos casos 
(mutações primárias) e as 14 mutações subseqüentes representam apenas 5% do total 
(mutações secundárias). Não foram relatados, até o momento, estudos que definam a 
freqüência das mutações ou estudos populacionais de prevalência no Brasil. Desta forma, 
o presente estudo teve como principal objetivo definir a freqüência das mutações da 
LHON em pacientes brasileiros. Foram avaliados 55 pacientes com hipótese diagnóstica 
de LHON ou neuropatia óptica adquirida de origem desconhecida. Mutações primárias 
(G11778A, T14484C e G3460A) e mutações secundárias nos genes MT-ND1, MT-ND4, 

MT-ND4L, MT-ND5, MT-ND6 e MT-CYB foram rastreadas em todos os indivíduos 
estudados. O rastreamento das mutações primárias foi realizado pelo método de restrição 
enzimática. Para os pacientes que não apresentaram mutações primárias procedeu-se o 
seqüenciamento direto para rastrear mutações secundárias. O método de DHPLC foi 
padronizado para o rastreamento de mutações primárias. Mutações primárias foram 
encontradas em 19 pacientes, ou seja, em 38,2% dos casos. A frequência dessas mutações 
ficou definida como: 67% da mutação G11778A (13 casos), 28% da mutação T14484C 
(5 casos) e 5% da mutação G3460A (apenas 1 caso). A mutação G11778A apresentou 
números próximos aos encontrados nas populações estudadas em outras partes do mundo, 
confirmando ser a principal causa de LHON também em pacientes brasileiros. A mutação 
T14484C, como na maioria das populações mundiais, mostrou-se como a segunda maior 
causa da LHON, porém mostrou uma frequencia quase duas vezes maior que o descrito 
na literatura. Enquanto que a mutação G3460A apresentou frequencia muito baixa se 
comparada as das demais populações estudadas. Não foram encontradas mutações 
secundárias. A ausência dessas mutações pode ser atribuída à possibilidade de haver 
mutações em regiões do DNA mitocondrial não rastreadas no presente estudo. Há 
também a possibilidade de os pacientes em que não foram localizadas mutações não 
serem portadores da LHON, apresentando outra anomalia com dados clínicos 
semelhantes. No presente estudo também foi possível, a partir do teste molecular a 
confirmação da hipótese diagnóstica de LHON em alguns pacientes.  
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ABSTRACT 
The vision is the sense that best expresses the environment surrounding the mankind. The 
term blindness is used to define the absence of the vision. The consequences of blindness are 
important problems of public health concern as they cause a negative impact on the economic 
and social development of the affected individuals). The visual loss is characterized by 
congenital deprivation and it can be total or partial, permanent or temporary. Furthermore, 
visual loss may result from superior nerve centers damage, optic pathways lesions or physic 
damage of the eye itself. Thus, the visual loss causes range from trauma to ocular congenital 
diseases such as congenital glaucoma, congenital cataract and Leber Hereditary Optic 
Neuropathy (LHON). LHON is a mitochondrial disease characterized by sudden loss of vision 
in both eyes, due to an optic nerve degeneration. Currently, 17 main LHON associated 
mutations were published, three of which account for 95% of the cases (primary mutations) 
and the subsequent fourteen account for only 5% of the total (secondary mutations). The 
frequencies of mutations envolved in LHON in Brazilian patients have not been reported so 
far. Therefore, the aim of this study was to define the LHON mutations frequency in Brazilian 
patients. We evaluated 55 patients with LHON diagnosis or acquired optic neuropathy of 
unknown origin. Primary mutations (G11778A, T14484C and G3460A) and secondary 
mutations in the genes MT-ND1, MT-ND4, MT-ND4L, MT-ND5, MT-ND6 and MT-CYB were 
screened in all individuals studied. Screening of primary mutations was performed by the 
method of enzyme restriction.  Patients who did not have primary mutations were screened for 
secondary mutations by direct sequencing. The DHPLC method was used for primary 
mutations screening. Primary mutations were found in 19 patients, ie 38.2% of cases. The 
frequency of these mutations was defined as 67% for the G11778A mutation (13 cases), 28% 
for the T14484C mutation (5 cases) and 5% for the G3460A mutation (only 1 case). The 
mutation G11778A showed numbers similar to those found in the populations studied in other 
parts of the world, confirming that the main cause of LHON also in Brazilian patients. The 
T14484C mutation, as in most world populations, showed up as the second leading cause of 
LHON, but it showed a frequency almost twice that reported. While the G3460A mutation 
frequency showed very low compared to the other populations studied. No secondary 
mutation was found. The absence of these mutations can be attributed to the possibility of 
mutations in mitochondrial DNA regions not screened in this study. There is also the 
possibility that patients in whom no mutations were not found to be carriers of LHON, with 
another anomaly with similar clinical data. This study evaluated the situation of primary and 
secondary mutations associated with LHON in a sample of Brazilian individuals. It was also 
possible, from the molecular testing to confirm the diagnosis of LHON in some patients.
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1 - INTRODUÇÃO 
 

1.1 - O olho humano e a perda visual  
  

1.1.1 O olho humano 
 

A visão é considerada por muitos o mais importante dos sentidos humanos, pois é o 

que retrata com maior precisão o ambiente externo. E, embora pareça ser algo simples, tem 

alto grau de sensibilidade, complexidade e desenvolvimento evolutivo.  

 

O órgão responsável pela visão é o olho, também conhecido como globo ocular. O 

olho humano é um instrumento altamente especializado, delicado e coordenado. Cada uma 

de suas estruturas tem um papel específico no processo sofisticado de captação, desvio, 

focalização e transformação da luz em imagens visuais. 

 

Os olhos humanos estão localizados e protegidos dentro de proeminências ósseas. 

Também conhecidas como órbitas, essas cavidades ósseas são compostas de partes dos 

ossos frontal, maxilar, zigomático, esfenóide, etmóide, lacrimal e palatino. As pálpebras 

são formadas por um tecido músculo-fibroso, revestidas externamente por pele e 

internamente pela membrana conjuntiva. Nas bordas das pálpebras estão os cílios, pêlos 

que também têm função de proteção, já que não permitem que excesso de luz em 

determinadas ocasiões entrem nos olhos e evitam que partículas estranhas cheguem ao 

globo ocular. Localizadas acima dos olhos e concluindo o sistema básico de proteção 

ocular, estão as sobrancelhas, essas não permitem que quantidades relativas de suor, ou 

qualquer outro líquido ou partícula que desça pela testa entre em contato com os olhos 

(Dantas, 1995; Sobotta, 2000).  

 

Os músculos extra-oculares são seis e se situam ao redor do globo ocular. Sua 

contração, que pode ser controlada voluntariamente, permite ao olho rodar em qualquer 

direção e aumentar, assim, o campo visual em torno de 180 graus (Gray, 1998). 
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Além da estruturas já citadas, o globo ocular apresenta três camadas concêntricas 

aderidas entre si com a função de visão, nutrição e proteção. São elas: camada externa 

(constituída pela membrana conjuntiva, pela esclera e pela córnea e serve também para 

proteção), camada média (ou vascular, é formada pela íris, a coróide, o cório e o corpo 

ciliar) e camada interna (constituída pela retina que é a parte nervosa) (Sobotta, 2000). 

 

O olho é preenchido por humores intra-oculares, que mantém pressão suficiente no 

globo ocular para que fique distendido e com formato esférico. Esses humores podem ser 

divididos em duas porções: humor aquoso e humor vítreo. O equilíbrio entre a formação e a 

reabsorção do humor aquoso regula o volume total e a pressão do líquido intra-ocular 

(Dantas, 1995; Netter, 2000). 

 

A membrana conjuntiva ou túnica conjuntiva é uma membrana mucosa presente nos 

olhos que reveste a parte interna da pálpebra e a superfície exposta da esclerótica, tendo a 

função de defesa da superfície ocular contra agentes externos e a manutenção da 

lubrificação ocular. Após a membrana conjuntiva, do exterior para o interior, está a esclera, 

que é uma túnica externa branca, opaca e fibrosa (fibras de colágeno e elastina) do globo 

ocular. Por ter uma consistência mais rígida, a esclera é responsável pela manutenção da 

forma do olho e pela proteção das estruturas oculares A córnea é a parte da camada externa 

do olho que tem como funções principais a proteção da parte anterior do globo ocular, 

realização da transmissão e refração da luz, além de funcionar como uma lente que, 

associada ao cristalino, compõe o sistema óptico responsável por focalizar as imagens na 

retina. O cristalino tem a importante função de regular o foco dos objetos conforme a 

distância que eles se situam do olho, permitindo a visão precisa de objetos próximos e 

distantes. (Dantas, 1995; Sobotta, 2000).  

 

 A íris tem a função de controlar a intensidade de luz que penetram no globo ocular, 

pois está localizada no seu centro a pupila. A pupila é uma pequena abertura por onde 

passam os raios luminosos oriundos do meio externo. O tamanho da pupila é determinado 

pela contração e relaxamento dos músculos da íris e varia conforme a necessidade 
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momentânea de luz. Se há pouca luz no ambiente a pupila se dilata para que mais luz 

chegue ao interior do olho. Por outro lado, quando há muita luminosidade a pupila se 

contrai e não permite que muita luz chegue à retina (Newell, 1996; Guyton et al., 1997). 

 

A retina é a camada que envolve internamente cerca 75% do globo ocular e talvez 

tenha o papel mais importante na formação da visão. Ela é composta por milhares de 

células fotossensoras. Estas células especializadas são divididas em cones e bastonetes. Os 

cones são responsáveis por proporcionar visão em cores. Enquanto os bastonetes são os que 

tornam possível a visão noturna e em preto e branco (Dantas, 1995). A retina, na sua área 

periférica, oferece uma acuidade visual de apenas 1/10 ou 20/200 que é uma visão 

deficiente. No fundo da retina, ligeiramente localizada para o lado temporal, está mácula 

lútea. A mácula é formada por duas camadas de células ganglionares e é nela que se 

encontra a maior densidade de células cone do olho, responsáveis pela visão de cores. No 

centro da mácula está localizada a fóvea central. Nela há o encontro focal dos raios 

paralelos que penetram no olho. Por esse motivo a fóvea é de suma importância para a 

visão, pois a acuidade visual, nela obtida, é de 20/20, ou seja, a acuidade ideal para a 

geração da visão considerada perfeita. Quanto mais distante da fóvea, menor será a 

concentração de cones, conseqüentemente menor vai ser a acuidade visual. A fóvea é 

composta por cones para a cor amarela, outros para a vermelha e outros para a verde. 

Também no fundo da retina e ao lado da fóvea está localizado o ponto cego. O ponto cego é 

assim chamado porque nessa região não existem receptores sensoriais responsáveis pela 

resposta aos estímulos. Essa região tem como função ligar a retina ao nervo óptico. 

(Dantas, 1995; Newell, 1996; Sobotta, 2000). 

 

Ligado à retina através do ponto cego, o nervo óptico é um grupo de fibras nervosas, 

de forma tubular, com algumas artérias. Sua função é exclusivamente sensitiva, pois 

conduz a luz captada pela retina e fóvea para o córtex cerebral, ou seja, transporta as 

sensações visuais do olho para o cérebro (Aumont, 1995; Netter, 2000). 

  

http://pt.wikipedia.org/wiki/Olho
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9rebro
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A figura 1 mostra um resumo esquemático das principais estruturas que formam o 

olho humano. 

 

 
Figura 1 - Ilustração de um corte longitudinal do olho humano evidenciando suas 

principais estruturas.  
Modificado de http://www.alemanoftalmologia.com.br/images/anatomia_olho_g.jpg 

 

Em resumo, o processo de formação da imagem se inicia quando a luz atinge a 

córnea. Em seguida a luz passa através do humor aquoso, penetrando no globo ocular pela 

pupila, atingindo imediatamente o cristalino que funciona como uma lente de focalização 

que converge os raios luminosos para um ponto focal sobre a retina, mais precisamente na 

região da fóvea. Na retina, mais de cem milhões de células fotossensíveis (cones e 

bastonetes) transformam a luz em impulsos eletroquímicos, que são enviados ao cérebro 

pelo nervo óptico. No cérebro, mais precisamente no córtex visual, ocorre o processamento 

das imagens recebidas pelo olho direito e esquerdo completando então nossa sensação 

visual (Aumont, 1995; Dantas, 1995; Guyton et al., 1997; Sobotta, 2000; Netter, 2000). 

     

1.1.2 – A perda visual 
 

A função visual pode ser dividida em quatro níveis segundo a OMS (Organização 

Mundial da Saúde), são eles:  a  visão normal, a deficiência visual moderada, a deficiência 

visual grave e a cegueira. Esses níveis são determinados pela Acuidade Visual (AV). Ela é 

determinada pela menor imagem retiniana percebida pelo indivíduo e sua medida é dada 

http://www.alemanoftalmologia.com.br/images/anatomia_olho_g.jpg
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pela relação entre o tamanho do menor objeto (optotipo) visualizado e a distância entre 

observador e objeto. Essa medida objetiva da quantidade de visão é representada em uma 

fração onde o numerador é 20 (distância em pés entre o observador e o objeto,  que 

convertido representa 6 metros) e o denominador é o tamanho do optotipo. Quanto maior 

for o denominador menor será a acuidade. Um indivíduo que tenha uma AV próxima de 

20/20 terá uma visão considerada normal. Se essa acuidade for para uma fração 20/60 

estará caracterizada a deficiência visual. Porém, se a acuidade for igual ou inferior a 20/400 

a condição será definida como cegueira (Carlson et al., 1990; Cline et al., 1997; Dandona e 

Dandona, 2006).  

 

A cegueira é a falta do sentido da visão. Ela é caracterizada pela privação congênita 

ou perda, parcial ou total, transitória ou permanente da visão, que pode decorrer de lesão no 

próprio olho, nas vias ópticas ou nos centros nervosos superiores, causadas de formas 

diversas, que vão desde doenças congênitas até traumas oculares. Algumas das principais 

causas da cegueira são: doenças relacionadas à idade; doenças autoimunes; doenças 

degenerativas; doenças infecciosas, como por exemplo, oncocercose e tracoma; doenças 

sistêmicas, como diabetes, doenças nutricionais e hipertensão arterial; traumas oculares, 

como pancadas, ação de corpos estranhos ou substâncias; e causas congênitas como 

malformações oculares, glaucoma congênito, catarata congênita e neuropatia óptica 

hereditária de Leber (Souza e Rodrigues, 1997; Cimerman e Cimerman, 1999; Orssaud, 

2003; Neves, 2005;).   

 

Salomão e colaboradores, em 2009, afirmam que as conseqüências da cegueira são 

um problema de saúde pública importante, pois têm um impacto significativamente 

negativo sobre o desenvolvimento econômico e social dos indivíduos afetados e, 

conseqüentemente, da sociedade. Estudos descrevem as principais conseqüências 

psicopatológicas que a maioria dos pacientes que perdem a visão enfrenta, divididas em 

fases: a primeira fase é a da descrença, onde o paciente tende a negar a sua cegueira; a 

segunda fase é a do protesto, fase essa que o indivíduo procura uma segunda opinião e não 

aceita utilizar objetos ou outras formas de auxílio (bengala ou braile); e por fim, a terceira e 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Sentido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Vis%C3%A3o
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mais preocupante fase que é a de depressão, onde o paciente já tem a total noção de que não 

voltará a enxergar, por isso deixa de viver normalmente (se afasta das outras pessoas e das 

atividades que realizava antes da perda visual), tem alteração no apetite e no peso, e, em 

alguns casos, cogita a possibilidade de suicídio. Além dessas três fases, ainda existe a fase 

de recuperação, que é quando o paciente aceita a cegueira. Essa última fase pode acontecer 

após as três fases citadas ou em qualquer outro momento. Também é importante ressaltar 

que a quantidade de tempo para acontecer a aceitação é diretamente proporcional às 

possibilidades de se desenvolver um distúrbio psicopatológico mais grave e/ou irreversível 

(Fitzgerald, 1970 ; Cholden 1984). 

 

Em 2004, Resnikoff e colaboradores afirmaram que cerca de 37 milhões de pessoas 

com cegueira e 124 milhões de pessoas com deficiência visual em todo o mundo. Já em 

março de 2009 a OMS afirmou que existem cerca de 314 milhões de pessoas com alguma 

deficiência visual em todo o mundo, sendo que 45 milhões deles são cegos. Em qualquer 

parte do mundo a maioria dessas pessoas é idosa, e as mulheres apresentam maior risco em 

todas as idades. Aproximadamente 85% dos casos de cegueira no mundo acontecem em 

países em desenvolvimento, onde a maioria dos indivíduos perdeu a visão por causa de 

doenças que, em cerca de 75% dos casos, são evitáveis ou possuem tratamento, deixando 

assim 25% dos casos para doenças em que não existe cura (Congdon et al., 2003 ; 

Pizzarello et al., 2004). Fazendo uma projeção baseada em vários estudos, dentre eles o de 

Frick ee Foster (2003), a Organização Mundial de Saúde (OMS) ressalta que, se não 

ocorrerem intervenções adicionais, o número de casos de cegueira no mundo aumentará 

para aproximadamente 76 milhões até o ano de 2020. Os principais fatores para 

desencadear o aumento desses números são o crescimento populacional, o aumento da 

expectativa de vida, a escassez de serviços especializados, as dificuldades de acesso da 

população à assistência oftalmológica, as dificuldades econômicas e a 

ausência/insuficiência de esforços educativos que promovam a adoção de comportamentos 

preventivos. Além desses fatores, também é esperado o aumento de doenças que possam 

comprometer a visão da população (Temporini e Kara-José, 2004; Resnikoff et al.2004; 

Salomão et al., 2009).   
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Segundo a OMS, as causas mais freqüentes que levam à cegueira infantil são 

glaucoma congênito, a retinopatia da prematuridade, a rubéola, a catarata congênita, a 

toxoplasmose congênita, a hipovitaminose A, a oncocercose, o sarampo e o tracoma. Em 

adultos são outros fatores que podem causar a cegueira, cada um deles, com suas 

implicações psicológicas e emocionais. Entre os mais freqüentes estão a catarata, diabetes, 

descolamento de retina, glaucoma, retinopatias e causas acidentais. A OMS fez um 

levantamento recente sobre as principais causas de perda visual no mundo em todas as 

faixas etárias e afirma que apesar dos progressos nas técnicas cirúrgicas em muitos países 

durante os últimos anos, a catarata (47,9%) continua a ser a principal causa de deficiência 

visual em todas as áreas do mundo, exceto em países desenvolvidos. A OMS também relata 

que em 2002 as outras principais causas de deficiência visual foram o glaucoma (12,3%), 

degeneração macular relacionada à idade (8,7%), opacidades corneanas (5,1%), retinopatia 

diabética (4,8%), cegueira na infância (3,9%), tracoma (3,6%), e oncocercose (0,8%) 

(Resnikoff et al., 2004). 

 

No ano 2000, um estudo realizado no Brasil por Kara-José e Arieta estimou que 0,4 

a 0,5% da população sofrem com a perda visual, isto é, de 4 a 5 mil pessoas por milhão de 

habitantes. Também no ano 2000, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) 

divulgou que 16,6 milhões de pessoas apresentam algum grau de deficiência visual, quase 

150 mil se declararam cegos no território nacional. Nesse mesmo ano o IBGE também 

divulgou que a região Sudeste, apesar de ter população superior à outras regiões, ficou em 

segundo lugar no número de pessoas cegas, com 54600, perdendo o primeiro lugar para a 

região Nordeste: 57.400 cegos. São Paulo foi o estado com o maior número de cegos, com 

23.900, seguido pela Bahia, com 15.400. Levando em consideração que nesse mesmo ano a 

população brasileira era de cerca de 160 milhões de habitantes e que nesse intervalo até 

chegar nos dias atuais o número de casos de cegueira aumentou gradativamente, estima-se 

que nos dias de hoje haja algo em torno de 640.000 cegos no país. A estimativa da 

prevalência de cegueira no Brasil sofre variações em termos de diferentes níveis 

socioeconômicos existentes em áreas mais, ou menos desenvolvidas. Pode-se, assim, 
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estimar a prevalência de 0,25% em locais semelhantes a países desenvolvidos e de 0,75% 

em áreas mais pobres economicamente. Segundo o Ministério da Saúde, em 2002 as 

principais causas de perda visual no país eram, em primeiro lugar, a catarata (cegueira 

reversível), seguida por retinopatia diabética e glaucoma (perdas visuais irreversíveis), 

respectivamente em segundo e terceiro lugar. 

 

François, em 1980, afirmou que mais de 50% de todas as doenças relacionadas à 

visão eram devidas a um fator genético. Mais tarde, no ano 2000, dados da Academia 

Americana de Oftalmologia (American Academy of Ophthalmology) indicam que 90% de 

doenças médicas possuem um componente genético importante que podem influenciar o 

seu desenvolvimento. Fatores genéticos são evidentes na maioria das doenças oculares, 

como glaucoma, estrabismo, miopia, degeneração macular, catarata e neuropatia óptica 

(Orssaud, 2003; Rosemberg, 2003). A maioria dos pacientes que possuem doenças 

relacionadas a fatores genéticos não apresenta problemas clinicamente graves. No entanto, 

alguns podem apresentar alterações mais graves que poderiam resultar em cegueira e 

exigem correto aconselhamento genético para um tratamento mais adequado (Rim et al., 

2006). Dentre as diversas manifestações de doenças que causam cegueira de origem 

genética, várias delas têm procedência no DNA mitocondrial. A retinite pigmentosa, a 

catarata congênita e a neuropatia óptica hereditária de Leber são exemplos de doenças 

causadas por alterações genéticas na mitocôndria (Guerrero et al., 1998; Simon et al., 1999; 

Orssaud, 2003).  

 

1.2 - A Mitocôndria 
 

As mitocôndrias, organelas citoplasmáticas encontradas em todas as células 

eucarióticas, são partículas esféricas e alongadas, que podem medir de 0,5 a 1 mícron de 

largura e até 10 micra de comprimento. Apesar do tamanho, são essenciais para o 

funcionamento celular, pois são responsáveis pela execução de funções vitais dentro da 

célula. Dentre essas funções podem ser destacadas a biossíntese de aminoácidos, a oxidação 

de ácidos graxos, o ciclo do ácido cítrico, e principalmente a transformação de energia 
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química dos metabólitos citoplasmáticos em energia acessível à célula (Nardin e Johns, 

2001). Energia esta que é acumulada em componentes, como o trifosfato de adenosina 

(ATP), para ser usada quando a célula necessitar de energia para trabalho químico, 

mecânico, osmótico ou elétrico (Wallace et al., 1999; Carvalho et al., 2002). 

  

A geração de energia na mitocôndria começa quando, através do ciclo do ácido 

cítrico, a acetil-CoA (acetilcoenzima A), dos ácidos graxos e carboidratos, é oxidada para 

água e dióxido de carbono, liberando íons de hidrogênio que reduzem o NAD 

(dinucleotídeo adenina-nicotinamida) e o FAD (dinucleotídeo adenina-flavina) para NADH 

e FADH2, respectivamente.  O NADH e FADH2 são reoxidados pela cadeia respiratória, 

com conseqüente produção de moléculas de ATP. A produção de ATP pela redução do 

oxigênio, conhecida como fosforilação oxidativa (OXPHOS), gera a energia necessária 

para o funcionamento celular (Nardin e Johns, 2001).  

 

Este processo ocorre na membrana mitocondrial interna, que pode ser separada em 

cinco complexos enzimáticos responsáveis pela OXPHOS, denominados complexos I, II, 

III, IV e V (Tabela 1). Os complexos respiratórios contêm ainda subunidades que são 

codificadas pelo DNA nuclear, as quais são sintetizadas nos ribossomos citoplasmáticos e, 

depois, importadas para as mitocôndrias. A ATP é formada a partir de ADP (difosfato de 

adenosina) + Pi (fosfato inorgânico) produzida pela energia livre gerada pelo transporte de 

elétrons pela cadeia respiratória.  Os elétrons do NADH são removidos pelo complexo I 

enquanto os elétrons do succinato são retirados pelo complexo II. Os elétrons circulam 

através do complexo III para o citocromo c, em seguida para o complexo IV, e finalmente o 

oxigênio produz água. Esta necessidade de oxigênio torna o processo de transporte de 

elétrons uma cadeia respiratória. A energia gerada é liberada por esta cadeia transportadora 

de elétrons, sendo usada para a bomba de prótons por intermédio da membrana 

mitocondrial interna, criando um gradiente eletroquímico que é utilizado pelo complexo V 

como uma fonte de energia potencial para condensar ADP e Pi e fabricar ATP. O ATP 

formado é então trocado por ADP através da membrana mitocondrial interna, sendo que o 
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ADP pode ser ressintetizado em ATP.  (Champe et al., 1997; Junqueira e Carneiro, 1999; 

Wallace et al., 1999; Nardin e Johns, 2001). 

 

 Tabela 1- Complexos enzimáticos que compõem a cadeia respiraria mitocondrial 

Complexo Enzimático 
 

Número de Subunidades 
Nucleares 

 

Número de Identificações 
das Subunidades 

Mitocondriais 

I - (NADH) - coenzima Q 
óxido-redutase 

Aproximadamente 40 
7 (ND1, ND2, ND3, ND4, 

ND4L, ND5, ND6) 

II - succinato 
desidrogenase- 
CoQ-óxido-redutase 

4 0 

III - coenzima Q 
citocromo C óxido-
redutase 

11 
1 (citocromo b) 

 

IV - citocromo c oxidase 
ou 
COX 

13 
3 (COXI, COXII, COIII) 

 

V - ATP sintetase 14 2 (ATPase 6 e 8) 

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

 

Alberts, em 1994, relatou que o número de mitocôndrias varia entre as células, indo 

geralmente de quinhentas a até dez mil dessas estruturas por célula. Esse número tem uma 

variação de acordo com o organismo e o tecido em que essas células se encontram, mas 

também será diretamente proporcional à atividade metabólica de cada uma (VOET et al., 

2006). 

  

Uma característica singular da mitocôndria em relação às outras organelas é a 

presença de um DNA específico: o DNA Mitocondrial (Chan, 2006). O DNA mitocondrial 

(mtDNA), foi descrito por Van Bruggen, Sinclair e Stevens e Nass em 1966, mas só foi 

seqüenciado na sua totalidade em 1981, por Anderson e colaboradores. Com características 

próprias, o mtDNA é semi-autônomo, possui um sistema independente de replicação, 

transcrição e tradução do seu genoma, mas o mecanismo de reparação é dependente do 

DNA nuclear. Outra característica muito importante é que a herança envolvida no processo 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
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de transmissão do material do mtDNA é materna, ou seja, o DNA mitocondrial é herdado 

da mãe, porque as mitocôndrias presentes no espermatozóide estão localizadas na cauda 

deste, que não penetra no óvulo durante a fecundação. Esse fato evidencia que os 

descendentes herdem doenças mitocondriais apenas das mães (Figura 2) (Howell et al., 

2000; Carvalho et al., 2002; De Robertis, 2003; Scharfe et al., 2009). 

 

 

Figura 2 - Ilustração representando a transmissão de doença mitocondrial seguindo 
o padrão de herança materna. Modificado de 
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7b/Mitochondrial.jpg 

 

 

O mtDNA representa de 1 a 2% do DNA celular. Ele codifica aproximadamente 

10% das proteínas constitutivas das mitocôndrias, como conseqüência, para um bom 

funcionamento destas, é necessária uma boa cooperação entre o DNA nuclear (nDNA) e o 

DNA mitocondrial. Ele possui organização circular e apresenta 16.569 pares de bases 

organizados que codificam RNAs ribossômicos grandes (16S, MTRNR2) e pequenos (12S, 

MTRNR1) e também 22 RNAs transportadores. Polipepitídeos (13 no total) são traduzidos 
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por estes RNAs estruturais. Essas proteínas codificadas são componentes essenciais de 4 

dos 5 complexos responsáveis pela fosforilação oxidativa mitocondrial. O complexo II é 

formado exclusivamente por subunidades codificadas pelo nDNA . O genoma mitocondrial 

é compacto e sem íntrons, composto por uma dupla fita circular (Figura 3). As fitas de 

mtDNA tem uma distribuição assimétrica de guaninas e citosinas, o que gera uma cadeia 

pesada (H) e outra leve (L). A cadeia L é responsável por codificar 9 genes, enquanto que a 

cadeia H codifica os  28 genes restantes, do total de 37 genes do mtDNA (Góes, 2003). 

 

Figura 3 - Ilustração da dupla cadeia de DNA mitocondrial, evidenciando a cadeia 
pesada (H) e cadeia leve (L). Retirada de 
http://lh4.ggpht.com/_qMjyQbD0xtc/SzwuV4ygFAI/AAAAAAAAAN
A/L1ExCxJAOIU/mtDNA2.jpg 

 

 

Na divisão celular, as mitocôndrias se dividem por fissão simples e são distribuídas 

de forma aleatória para as células-filhas. Uma propriedade interessante da mitocôndria é a 

presença de várias cópias de mtDNA dentro de cada célula, característica essa chamada de 

Poliplasmia. Uma célula pode conter mtDNA mutante e normal simultaneamente, essa 

condição é conhecida como heteroplasmia. Quando uma célula com mtDNA 

heteroplásmico se divide, suas células-filhas podem conter mtDNA com heteroplasmia, 
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podem conter apenas mtDNA normal ou apenas mtDNA mutante, sendo esses dois últimos 

casos chamados de homoplasmia. A grande parte das alterações maléficas no mtDNA são 

heteroplásmicas, enquanto que os polimorfismos não patogênicos são homoplásmicos 

(Nardin e Johns, 2001; Carvalho et al., 2002). 

 

O mtDNA pode apresentar dois grupos distintos de mutações: os rearranjos e as 

mutações de ponto. Os rearranjos, que na maioria das vezes não são passados para as 

gerações futuras, são subdivididos em deleções, onde há a exclusão de nucleotídeo de um 

determinado lócus, e duplicações, onde há a adição de um nucleotídeo em um determinado 

lócus. Já as mutações de ponto geralmente podem ser herdadas pelo lado materno. Elas 

podem consistir em substituição de aminoácidos (condição mais rara descrita em algumas 

doenças neurológicas e oftalmológicas) e substituição de nucleotídeos, onde o nucleotídeo 

de um determinado lócus é substituído por outro, por exemplo, o nucleotídeo adenina ser 

substituído pela guanina, ou o nucleotídeo citosina pela timina. Além destas formas de 

mutações citadas, também pode ser encontrado um tipo raro de mutação chamado depleção, 

isto é, redução drástica de genes do mtDNA, que leva geralmente a uma condição letal 

(Tono et al., 1998; Smith et al., 1999; Carvalho et al., 2002).  

 

O DNA mitocondrial possui alta taxa de mutação, isso eleva consideravelmente o 

número de manifestações sistêmicas e neurológicas relacionadas a essas alterações. São 

descritas diversas manifestações sistêmicas, dentre elas podem ser citadas a acidose láctica, 

anemia sideroblástica, baixa estatura, cataratas e opacidades de córnea, diabetes mellitus, 

disfunção pancreática exócrina, hepatopatia, hiperaldosteronismo, hipogonadismo, 

hipoparatiroidismo, hipotiroidismo, miocardiopatia, pancitopenia, pseudo-oclusão 

intestinal, transtornos do sistema de condução do coração e tubulopatias renais. E dentre as 

manifestações neurológicas, são encontradas a cefaléia vascular, convulsões, demência, 

depressão, distonia, mioglobinuria recorrente, episódios apoplexiformes, mielopatia, 

mioclonia, miopatia, nistagmo, oftalmoplegia, ataxia, retinopatía pigmentar, surdez e 

neuropatia (Guerrero et al., 1998; Marriage et al., 2003; Scharfe et al., 2009).  
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Segundo Yu-Wai-Man e colaboradores (2009), dentre os principais fenótipos 

associados ao mtDNA estão doenças que ocasionam comprometimento da visão. 

Principalmente levando a uma disfunção do nervo óptico. As neuropatias ópticas mais 

comuns encontradas na prática clínica são a atrofia óptica autossômica dominante e a 

neuropatia óptica hereditária de Leber, 

 

 

1.3  - Neuropatia Óptica Hereditária de Leber (LHON) 
 

A neuropatia óptica hereditária de Leber (LHON), também conhecida como atrofia 

ótica de Leber, foi descrita pela primeira vez em 1871 pelo oftalmologista alemão Teodor 

Leber. Ele estudou indivíduos de quatro famílias distintas, e a princípio descreveu a LHON 

como uma súbita perda de visão em homens jovens com um histórico familiar de cegueira 

(Leber, 1871).  

 

A LHON é uma doença mitocondrial caracterizada pela perda bilateral da visão 

devido à degeneração das células ganglionares da retina e dos axônios que formam o nervo 

óptico e leva a uma perda aguda ou subaguda da visão central (Battisti et al., 2004). 

 

Mesmo a idade dos pacientes podendo variar consideravelmente, a LHON afeta 

geralmente adultos jovens, com uma idade de início situada entre os 18 e 35 anos de idade. 

Os indivíduos afetados são geralmente assintomáticos até que se desenvolva embaçamento 

visual que afeta o campo central da visão em um dos olhos, sintomas similares aparecem no 

outro olho. A perda de visão ocorre geralmente em um dos olhos, de forma súbita em um 

período de tempo que, em alguns casos, pode durar menos de uma semana (perda aguda) ou 

de forma progressiva ao longo de 60 a 90 dias (perda subaguda). O outro olho pode ser 

afetado quase simultaneamente em cerca de 25% dos casos, ou posteriormente, por vezes 

com um intervalo que pode atingir 9 meses, geralmente quando o primeiro olho passa a 

mostrar palidez do disco óptico. A acuidade visual é severamente reduzida, podendo chegar 

a valores inferiores à 20/400. Também é possível observar a dicromatopsia, ou seja, 
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anomalia que interfere na percepção das cores (Biousse e Newman, 2001; Orssaud, 2003; 

Yu-Wai-Man e Chinnery, 2008).  

 

Alguns pacientes podem sentir dor durante a perda da visão, mas na grande maioria 

dos casos ela é indolor (Huoponen, 2001). Indivíduos do sexo masculino, na maioria dos 

casos, são os mais acometidos, apresentando uma perda aguda ou subaguda da visão 

bilateral quatro vezes mais freqüente que os do sexo feminino (Yu-Wai-Man e Chinnery, 

2008). O porquê desse fato ocorrer ainda não foi esclarecido, mas uma hipóitese é que as 

mutações do mtDNA por si só não sejam suficientes para que ocorra a expressão fenotípica 

da LHON. O que é sugerido é que genes nucleares, localizados no cromossomo X, 

interagem no desenvolvimento da maior incidência dos efeitos da doença em homens (Bu e 

Rotter 1991). 

 

Após apresentação do quadro clínico característico, o diagnóstico pode ser baseado 

em exames oftalmológicos, como: angiofluoresceinografia, para identificar alterações 

vasculares características na fase aguda; perimetria de Goldmann ou uma técnica 

semelhante, para identificar a presença de escotoma central ou escotoma centrocecal 

característico; estudos eletrofisiológicos, para confirmar disfunção do nervo óptico e 

ausência de doenças na retina; imagem craniana, para excluir outras causas compressivas, 

infiltrativas e inflamatórias de neuropatia óptica bilateral; e oftalmoscopia ou fundoscopia é 

o exame do fundo do olho realizado para detectar alterações na retina (Yu-Wai-Man e 

Chinnery, 2008). No caso da LHON, o exame oftalmológico revela alterações do reflexo 

pupilar e do campo visual, podendo ocorrer também alterações no fundo do olho, onde a 

fundoscopia revela telangiectasias peripapilares, pseudo-edema do disco óptico e 

hiperemia, dilatação arteriolar e tortuosidade vascular de arteríolas de tamanho médio 

(Figura 4). Embora a perda de visão seja em geral a única manifestação, está descrita a 

associação de LHON com anomalias cardíacas, neurológicas e esqueléticas. (Kerrison et 

al., 1999; Biousse e Newman, 2001; Orssaud, 2003). 
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Alguns fatores têm sido descritos como complicadores ou até desencadeadores dos 

sintomas da LHON. O álcool, o tabaco, as doenças auto-imunes, a exposição a solventes 

orgânicos, o uso de drogas para o tratamento de outras doenças e carências nutricionais, 

como a falta da vitamina B12 no organismo, e podem estar relacionados à progressão mais 

rápida e/ou grave da doença (Ikeda et al., 2006; Pott e Wong, 2006; Yu-Wai-Man et al., 

2009). 

 

Em 2002, Man afirmou que o número de mutações mitocondriais relacionadas à 

LHON era dezessete. No ano de 2009, Yu-Wai-Man e colaboradores relataram vinte e uma 

mutações importantes. Entretanto, o número de mutações relacionadas a LHON é 

controverso na literatura científica.  

 

De todas as mutações rastreadas, três delas são denominadas mutações primárias, 

pois apresentam um maior risco de expressão fenotípica e pelo menos uma delas está 

presente em 95% dos indivíduos portadores de LHON. Mutações consideradas raras foram 

relatadas em 5% dos casos e receberam o nome de mutações secundárias. São justamente 

nas mutações secundárias que os autores divergem, pois apesar de muitas dessas mutações 

tenham sido descritas, a sua ocorrência é rara, a interpretação das alterações é complexa e 

os seus mecanismos de ação ainda não foram esclarecidos (Man e Chinnery, 2008; Yu-

Wai-Man et al., 2009).  

 

Mroczek-Tonska (2003) evidenciou que a maioria das mutações no mtDNA são 

encontradas  em genes (Tabela 2) que codificam subunidades protéicas, na maioria dos 

casos nas NADH-desidrogenases, mas algumas mutações secundárias estão relacionadas a 

proteínas como Cytb, ATP6 e CO3. 
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Tabela 2. Principais mutações mitocôndrias relacionadas à LHON e seus respectivos genes 

Genes Mutações Primárias Mutações Secundárias 

MT-ND1 G3460A T4160C - C4171A 

MT-ND4 G11778A G11696A - T11253C 

MT-ND4L - T10663C 

MT-ND5 - A13637G - G13730A 

MT-ND6 T14484C 
G14459A - C14482G - A14495G 

T14898C - C14568T - G14596A 

MT-CYB - G15257A 

Man et al., 2002. 

 

 

1.3.1 MUTAÇÕES PRIMÁRIAS 
 

As três mutações primárias são G11778A, T14484C e G3460A e como descrito 

anteriormente, estão presentes em 95% dos pacientes portadores da LHON. Essas mutações 

estão presentes nos genes MT-ND1 (G3460), MT-ND4 (G11778A) e MT-ND6 (T14484C),  

genes esses que codificam subunidades do complexo I da cadeia respiratória mitocondrial 

(Mackey et al. 1996; Man e Chinnery, 2008).  

 

1.3.1.1MUTAÇÃO PRIMÁRIA G11778A NO GENE MT-ND4 
 

O gene mitocondrial MT-ND4, também conhecido como gene mitocondrial NADH 

desidrogenase subunidade 4, tem a função de fornecer instruções para codificar uma 

proteína chamada NADH desidrogenase 4. Esta proteína faz parte do complexo enzimático 

I (NADH - coenzima Q óxido-redutase), que é o responsável pela primeira etapa no 

processo de transporte de elétrons (Lenaz G, 2004; Michell et al., 2006).  

 

O MT-ND4 está localizado a partir da posição 10.760 até a posição 12.137 do 

mtDNA (Figura 5).  
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Figura 5 - Posição do Gene MT-ND4 no DNA mitocondrial. Modificado de 
http://ghr.nlm.nih.gov/html/images/chromosomeIdeograms/mitochond
ria/mtnd4_highlight.jpg 

 

Alterações genéticas no MT-ND4 parecem interromper a função normal do 

complexo I, podendo ser fatores determinantes no aparecimento de doenças. Uma mutação 

no MT-ND4 (mutação C11777A) foi identificada em um pequeno número de pessoas com 

síndrome de Leigh, uma desordem progressiva do cérebro que geralmente aparece na 

infância (Komaki H, 2003).  

 

Porém, o que mais chama a atenção no MT-ND4 é a presença da mutação 

mitocondrial que é a causa mais comum de LHON, correspondendo a 69% dos casos, a 

mutação G11778A. Em populações específicas, o número de portadores da mutação pode 

variar consideravelmente: 50% dos casos na Europa, 69% na Finlândia e quase 95% na 

população asiática (WALLACE e LOTT, 1993; NEWMAN et al., 1993; HUOPONEN; 

2001 Yu-Wai-Man et al., 2009). Esta mutação, que pode ser escrito como G11778A ou 

Arg340His, troca uma guanina por uma adenina na posição 11778 do mtDNA (Figura 6), o 
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que acarreta na substituição do aminoácido histidina por uma arginina na posição 340 da 

proteína. Esta mutação tende a causar perda de visão mais severa, com pouca chance de 

recuperação. Em cerca de 4 a 25% dos casos há a probabilidade de melhora parcial da visão 

(Man e Chinnery, 2008). 

 

 

Figura 6 - Posição da mutação G11778A no gene mitocondrial MT-ND4. 
Modificado de 
Http://ghr.nlm.nih.gov/html/images/chromosomeIdeograms/mitochond
ria/mtnd4_magnify.jpg 

 

O mecanismo pelo qual a mutação G11778A causa a doença ainda não foi 

esclarecido. Alguns pesquisadores acreditam que as mudanças genéticas impedem o 

complexo I de interagir normalmente com ubiquinona, o que pode afetar a geração de ATP. 

Algumas teorias supõem que a mutação pode aumentar, dentro da mitocôndria, a produção 

de moléculas potencialmente prejudiciais, chamadas espécies reativas de oxigênio (EROS). 

Essas espécies reativas têm a propriedade de agir como poderosos agentes oxidantes que 

danificam todos os tipos de estrutura celular, desde lipídeos, membranas até DNA.  Outra 

incógnita diz respeito aos efeitos destas mutações serem muitas vezes exclusivos ao nervo 
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óptico, sem na maioria das vezes gerar outra alteração aparente nas demais células do 

organismo (Bugiani, et al., 2004; Lenaz, 2004; Baracca et al., 2005; Michell et al., 2006). 

 

1.3.1.2 - MUTAÇÃO PRIMÁRIA T14484C NO GENE MT-ND6 
 

Também conhecido como gene mitocondrial NADH desidrogenase subunidade 6, o 

MT-ND6 tem a função de fornecer instruções para codificar uma proteína chamada NADH 

desidrogenase 6. Assim como a NADH desidrogenase 4, essa proteína também faz parte do 

Complexo I (Lenaz, 2004; Michell et al., 2006). 

 

O gene MT-ND6 está localizado a partir da posição 14.149 até a posição 14.673 do 

mtDNA (Figura 7). 

 

Figura 7 - Posição do Gene MT-ND6 no DNA mitocondrial. Modificado de 
http://ghr.nlm.nih.gov/html/images/chromosomeIdeograms/mitochond
ria/mtnd6_highlight.jpg 

 

No gene MT-ND6 está localizada a mutação mitocondrial T14484C.  Essa mutação 

é a segunda mais freqüente na população mundial, onde é descrita em 14% dos casos. Os 
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mesmos 14% são encontrados na Finlândia (HUOPONEN; 2001 Yu-Wai-Man et al., 2009). 

Esta mutação, que pode ser escrito como T14484C ou Met64Val, troca uma timina por uma 

citosina na posição 14484 do mtDNA (Figura 8), o que como conseqüência  substitui o 

aminoácido metionina por uma valina na posição 64 da proteína. Esta mutação tende a 

causar perda visual menos severa entre as três mutações primárias, com probabilidade de 

melhora parcial da visão de 37% a 58% dos casos pode haver pequena melhora na visão 

(Valentino et al., 2002; Man e Chinnery, 2008). 

 

 

Figura 8 - Posição da mutação T14484C no gene mitocondrial MT-ND6. 
Modificado de 
http://ghr.nlm.nih.gov/html/images/chromosomeIdeograms/mitochond
ria/mtnd6_magnify.jpg 

 

Outra alteração está presente no gene MT-ND6, em especial em pacientes com 

síndrome de Leigh, é a mutação G14459A. Além de causar a síndrome de Leigh, essa 

alteração, curiosamente, foi descrita também em pacientes com LHON e em indivíduos 

com o distúrbio do movimento denominado distonia, que envolve contrações musculares 

involuntárias, tremores, e outros movimentos descontrolados. Esta mutação provavelmente 
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altera o funcionamento do complexo I, comprometendo a atividade mitocondrial. Não se 

sabe, no entanto, como esta mutação está relacionada com as características específicas da 

síndrome de Leigh, LHON e/ou distonia. Também não está claro porque uma única 

mutação pode causar esses sinais e sintomas variados em diferentes pessoas (Kirby et al., 

2000; Gropman et al., 2004; Tarnopolsky et al., 2004; Baracca et al., 2005). 

 

1.3.1.3 - MUTAÇÃO PRIMÁRIA G3460A NO GENE MT-ND1: 
 

O gene mitocondrial MT-ND1 ou gene mitocondrial NADH desidrogenase 

subunidade 1, assim como os outros genes portadores das mutações primárias, codifica uma 

proteína que faz parte do complexo I, a NADH desidrogenase 1 (Lenaz, 2004; Michell et 

al., 2006).  

 

O gene MT-ND1 está localizado a partir da posição 3.307 até posição 4.263 do 

mtDNA (Figura 9).  

 

Figura 9 - Posição do Gene MT-ND1 no DNA mitocondrial. Modificado de 
http://ghr.nlm.nih.gov/html/images/chromosomeIdeograms/mitochond
ria/mtnd1_highlight.jpg 

 

http://ghr.nlm.nih.gov/exit?to=www.ncbi.nlm.nih.gov&vje=7bH4sIAAAAAAAAAEtPzUuND0pNSy1KzUtOLY4PKE3yTU2J96zJKCkpsNLXLy8v18tLTsrUy8vJ1cvLzNBLzy.TLyhNyk1N0Tc0tbAwNjK1tE.JLyixdUwqLilKTC4BAFaZbgpSAAAA
http://ghr.nlm.nih.gov/html/images/chromosomeIdeograms/mitochondria/mtnd4_highlight.jpg
http://ghr.nlm.nih.gov/html/images/chromosomeIdeograms/mitochondria/mtnd4_highlight.jpg
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A mutação G3460A está presente no gene MT-ND1. A mutação é a menos freqüente 

dentre as três mutações primárias, ocorrendo em 13% dos pacientes estudados no mundo. 

Mais uma vez a população finlandesa apresenta números iguais e também relata a mutação 

G3460A em 13% dos indivíduos avaliados. Esta mutação é caracterizada pela troca de uma 

guanina por uma adenina na posição 3460 do mtDNA (Figura 10). Esta mutação tende a 

causar perda de visão intermediária, se comparadas com as outras mutações primárias. As 

probabilidades estão entre 20% e 25% de melhora parcial da visão (Newman et al., 1993; 

Cock et al., 1999; Huoponen; 2001; Man e Chinnery, 2008; Yu-Wai-Man et al., 2009).  

 

 

Figura 10 - Posição da mutação G3460A no gene mitocondrial MT-ND1. 
Modificado de 
http://ghr.nlm.nih.gov/html/images/chromosomeIdeograms/mitochond
ria/mtnd1_magnify.jpg 

 

São relatadas outras mutações no gene MT-ND1. Pelo menos cinco alterações no 

gene podem desencadear MELAS (Miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidose lática e 
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episódios tipo AVC), porém as principais mutações relacionadas à doença estão localizadas 

em outros genes mitocondriais (Kirby et al., 2004; Kervinen et al., 2006).  

 

Assim como no gene MT-ND6, uma alteração que causa a distonia também está 

presente no MT-ND1. A alteração encontrada é a mutação A3796G, onde uma adenina é 

substituída por uma guanina na posição 3796. Mas assim como em outras doenças citadas 

até então, o mecanismo de ação ainda não foi explicado (Simon et al., 2003).  

 

 

 

1.3.2 - MUTAÇÕES SECUNDÁRIAS 
 

Mesmo contando com uma quantidade de mutações diferentes quase quatro vezes 

maiores que a quantidade de mutações primárias, as demais mutações, também conhecidas 

como mutações secundárias, representam apenas 5% das ocorrências das mutações 

mitocondriais relacionadas à LHON.  

 

Existem muitas questões será serem respondidas sobre a LHON, apesar de ter sido 

descrita há muito tempo. Para esclarecer essas quetões deve-se levar em consideração o 

padrão de herança, penetrância e mecanismos de desenvolvimento da doença (Mroczek-

Tonska et al., 2003).  

 

Yu-Wai-Man e colaboradores, em 2009, afirmaram que mutações secundárias são 

raras e geralmente, além da LHON, estão também associadas a síndromes e manifestações 

como arritmias cardíacas, tremor postural, neuropatia periférica, miopatias não-específicas 

e transtornos do movimento. Estudos realizados em linhagens isoladas na Holanda, 

Austrália e América do Norte mostram que mutações secundárias (A11696G e/ou 

T14596A, T4160C e G14459A, respectivamente) estão associadas a pacientes com LHON 

e outras alterações clínicas simultaneamente (Jun et al., 1994; De Vries et al., 1996; 

Gropman et al., 2004; Tarnolsky et al., 2004). Esse fato pode ser observado em estudos que 
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descreveram a sobreposição de características clínicas de LHON e MELAS em portadores 

das mutações G3376A ou G3697A (Blakely et al., 2005; Spruijt et al., 2007).   

As mutações secundárias estão presentes em quase todos os genes que até hoje 

foram descritos como portadores das principais mutações, são eles o gene MT-ND1 

(mutações T4160C e C4171A), gene MT-ND4 (T11253C e G11696A), gene MT-ND4L 

(T10663C), gene MT-ND5 (A13637G e G13730A), gene MT-CYB (G15257A) e gene MT-

ND6 (G14459A, C14482G, A14495G, T14898C, C14568T e G14596A). Mas até o 

presente momento essas mutações ainda não têm ainda um papel definido na etiologia da 

neuropatia. Uma sugestão é a de que possam influenciar na progressão da doença ou a de 

que sejam marcadores polimórficos de diferentes haplogrupos (Nikoskelainen et al., 1996). 

 

 

1.3.3 A NEUROPATIA ÓPTICA HEREDITÁRIA DE LEBER NO BRASIL 
 

No Brasil, os únicos registros de estudos moleculares da LHON com indivíduos 

brasileiros foram realizados por um grupo de pesquisadores formado por brasileiros, 

americanos e italianos em uma numerosa família do estado do Espírito Santo. Foram 

avaliadas cerca de 300 pessoas de sete gerações, sendo descrita apenas a mutação G11778A 

na maioria dos indivíduos (Sadun et al., 2002; Sadun et al., 2003; Quiros et al., 2006). 

 

Até o momento dados sobre a freqüência relativa e nem dados populacionais 

indicando a prevalência dessas mutações. Assim como, até o momento não existem 

informações sobre a presença das mutações secundárias da LHON em nosso meio.  

 

Como o Brasil é um país que possui uma composição étnica heterogênea, é possível 

que as freqüências das mutações primárias encontradas no território brasileiro sejam 

diferentes em relação as já documentadas em outras partes do mundo. Como já foi 

mencionado, as mutações secundárias são mais numerosas, porém são menos freqüentes e, 

conseqüentemente, menos estudadas. São encontrados poucos registros na literatura 

mundial relacionados ao estudo desses tipos de mutações, e por isso não existe ainda um 



 

69 
 

papel definido na etiologia da neuropatia. Além disso, a análise molecular das mutações da 

LHON pode ser importante para a confirmação do diagnóstico em casos clínicos típicos de 

LHON em que não há antecedentes familiais positivos, e particularmente em casos de 

neuropatias ópticas atípicas, algumas das quais podem ser causadas por alguma das 

mutações da LHON. 

 

O estudo das mutações mitocondriais primárias e secundárias pode ser útil também 

para o acompanhamento do prognóstico de cada paciente, pois a expressão fenotípica da 

LHON varia entre as diferentes mutações. 
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2. OBJETIVOS 

 
2.1 Objetivo geral 
 

Definir a frequência das mutações primárias e secundárias em pacientes brasileiros 

portadores da Neuropatia Óptica Hereditária de Leber (LHON). 

 

2.2 Objetivos específicos 
 
I- Rastreamento das mutações primárias: 

 G11778A no gene MT-ND4; 

 T14484C no gene MT-ND6;  

 G3460A no gene MT-ND1; 

 

II- Detectar de 14 principais mutações secundárias: 

A- No gene MT-ND1  

 Mutações T4160C e C4171A 

B- No gene MT-ND4  

 Mutações T11253C e G11696A 

C- No gene MT-ND4L 

 Mutação T10663C 

D- No gene MT-ND5  

 Mutações A13637G e G13730A 

E- No gene MT-ND6  

 Mutações G14459A, C14482G, A14495G, T14898C, C14568T e G14596A 

F- No gene MT-CYB  

 Mutação G15257A  

 

III- Validar o método de DHPLC para o rastreamento das mutações primárias 

 Mutações G11778A, T14484C e G3460A 
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 
3.1 Casuística 

 

De acordo com as normas regulamentadoras de pesquisa em seres humanos, 

resolução 196/96 do Ministério da Saúde, o projeto referente ao presente estudo foi 

encaminhado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências 

Médica - UNICAMP (Parecer 690/2004, Anexo 1).  

  

Pacientes com hipótese diagnóstica de LHON ou com neuropatia óptica adquirida 

de origem desconhecida foram acompanhados no Centro de Estudos e Pesquisa em 

Reabilitação (CEPRE) da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de 

Campinas (UNICAMP) ou no Ambulatório de Oftalmologia do Hospital das Clínicas 

Central da UNICAMP.  

 

Os indivíduos com hipótese diagnóstica de LHON, que foram selecionados para o 

estudo seguiam a exigência de ter evolução clínica e quadro oftalmológico compatíveis 

com a doença. Em todos os casos o acometimento foi bilateral, com manifestação 

simultânea na maioria deles.  As primeiras manifestações clínicas variaram entre 14 e 47 

anos, ocorrendo em média aos 25 anos de idade. O tempo médio entre o início e o fim da 

perda visual bilateral foi de um a quatro meses. 

 

Já os pacientes com suspeita de neuropatia óptica de origem desconhecida tinham 

que apresentar características de evolução clínica e/ou de achados oftalmológicos não 

típicos de LHON e que tivesse recorrência familial de neuropatia óptica com padrão de 

herança materno. A idade do início das manifestações foi de aproximadamente 37 anos. Em 

todos os casos o acometimento foi bilateral.  

 

Após passarem por avaliações clínicas e testes oftalmológicos, foram selecionados 

55 casos-índice, já que havia pacientes com grau de parentesco. Desses 55 casos-índice, 17 

apresentaram hipótese diagnóstica de LHON e 38 demonstraram serem portadores de 

neuropatia de origem desconhecida.  
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3.2 Métodos 
 

O estudo molecular foi desenvolvido no Laboratório de Genética Molecular 

Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da Unicamp.  

 

 
  3.2.1 Extração do DNA genômico de sangue periférico 

 

A extração do DNA genômico foi realizada a partir de leucócitos obtidos em 10 a 

15mL de sangue periférico coletado em tubos Vacutainer contendo EDTA 

(etilenediaminotetracetato dissódico.2H2O) 10%, de acordo com o protocolo adaptado pelo 

Laboratório de Genética Molecular Humana do CBMEG:  

 

 Inicialmente, para lise das hemácias, foi adicionada solução A (Triton-X 100 a 1%; 

MgCl2 5mM; Sacarose 0,32M; Tris-HCl 10mM pH 8,0) ao sangue coletado até o volume 

de 50mL. Após 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 Solução A. Esta última operação foi repetida por três vezes, até a obtenção de um 

pellet branco, livre de hemácias lisadas. Tal pellet foi então ressuspendido em 1mL da 

solução B 1X (Na2EDTA 20mM; NaCl 20mM; Tris-HCl 20mM pH 8,0) concentrada e 

250µL de solução C (para 1mL de solução C: 0,5mL de solução B, 1mg 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 período de incubação foi de 18 horas a 37ºC no banho-maria.  

 

Após a incubação, foi iniciada a etapa de purificação do DNA genômico com a 

remoção de peptídeos e proteínas de soluções aquosas com fenol-clorofórmio. Foi então 

adicionado 1,0mL de TE 1x (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) e quantidade 
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suficiente de fenol saturado com Tris-HCl 10 mM pH 8,0 até dobrar o volume da amostra. 

Homogeneízou-se a mistura por inversão lenta do tubo durante 5 minutos.  Para separação e 

recuperação da fase aquosa (sobrenadante) o tubo foi centrifugado a 2.500 rpm por 15 

minutos à 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 solução fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1, v:v:v) e por último com por 

uma solução clorofórmio:álcool isoamílico (24:1; v:v). 

 

Para precipitação do DNA, foi acrescentado 0,1 do volume de acetato de sódio 3 M 

pH 5,5 e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado à fase aquosa. O DNA precipitado foi 

recuperado com auxílio de uma haste plástica 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 verificação da qualidade do DNA genômico extraído foi realizada a partir da 

eletroforese em gel de agarose 0,8% em TBE 1x,(Tris-Borato-EDTA - TBE 10X é 

composto de Trisma Base a 0,089M, Ácido Bórico a 0,089M e EDTA a 0,002 e em pH 

8,0). A amostra foi aplicada no gel juntamente com tampão de corrida (0,25% de Azul de 

Bromofenol; 50% glicose) na razão de 6:1. As condições de corrida foram de 120 V por 

aproximadamente 30 minutos. O gel foi corado em solução diluída de Brometo de Etídio 

(0,5mG/mL) durante 10 minutos, sendo visualizado em transluminador de luz ultravioleta e 

fotografado com câmera digital EDAS-Kodak.  
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3.2.2 Rastreamento de mutações primárias 
 

 

  3.2.2.1. Mutação G11778A no gene MT-ND4 
 

Foi amplificada, de cada paciente,  a região do DNA mitocondrial que contém o 

nucleotídeo da posição 11778. Os primers para a amplificação desta região, de 49pb são 

descritos na tabela 3. 

 

 

Tabela 3 – Seqüência de primers para a amplificação da região 11778 do gene MT-ND4. 

Nome Primers (5’3’) Tamanho 

G11778Aa AAC TAC GAA CGC ACT CAC  AG 20pb 

G11778Ab GAA GTC CTT GAG AGA GGA 18pb 

 

 

A reação de amplificação foi realizada usando 1L de DNA genômico, 5L de 

solução contendo desoxinucleotídeos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 2L de cada primer 

(direto e inverso) na concentração de 0,1g/L; 0,5L de Taq DNA polimerase (5U/L); 

5L de tampão de PCR 10X (Tris-HCl 10mM pH 8,8) e 1,5L de MgCl2 (50mM), em um 

volume final de 50l. 

 

 

As reações foram realizadas em aparelho termociclador (Veriti® 96-Well Thermal 

Cycler – Applied Biosystems). Foram então realizados repetidos ciclos de aquecimento a 

95o C para desnaturação do DNA, seguido da temperatura de anelamento específica para 
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cada par de primers, e então de 72o C para a extensão das novas fitas de amplificação. As 

condições da PCR estão resumidas na Figura 11 (Zeviani et al. 1991; Santorelli et al.1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 11 - Ciclos de amplificação do fragmento para estudo da mutação G11778A.  
 

Os produtos da amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 2% 

posteriormente corado com brometo de etídeo. O gel é constituído de 100mL de tampão 

TBE (Tris, Ác. Bórico, EDTA). Misturaram-se 10,0 l das amostras amplificadas a 2,0 l 

de tampão de corrida (azul de bromofenol 0,25%). Foram utilizados marcadores de peso 

molecular (DNA Ladder) de 10pb. A corrida eletroforética ocorreu a 120V por 

aproximadamente 30 min. O gel foi então levado ao transiluminador com lâmpada 

ultravioleta para visualização e análise. 

 

O produto amplificado de 49pb foi digerido com a enzima de restrição SfaN I , a 

39ºC por 2 horas, da seguinte forma: 

17,5L de produto de PCR 

2,0L de tampão da enzima 

0,5L da enzima SfaN I (5000U/l) 

 

Os produtos da digestão foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 3,0% 

em tampão TBE 1X. A seqüência normal apresenta um sítio de restrição, gerando 

fragmentos de 17 e 32pb, ao passo que na mutante é perdido um sítio de SfaN I 

72C 
30 seg

72C 
5min

95C 
30 seg 

95C 
5min 

54C 
30 seg 

30 ciclos 
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apresentando um fragmento de 49pb. O gel foi corado com brometo de etídio na 

concentração final de 0,5g/mL e os fragmentos amplificados foram visualizados sob 

iluminação ultravioleta. 

 

   
3.2.2.2. Mutação T14484C no gene MT-ND6 

 

 

A região do mtDNA contendo o nucleotídeo da posição 14484 foi amplificada. Os 

primers para a amplificação desta região, de 154pb são descritos na Tabela 4. 

 

 
 
Tabela 4 – Seqüência de primers para a amplificação da região 11778 do gene MT-ND4. 

Nome Primers (5’3’) Tamanho 

T14484Ca GTA GTA TAT CCA AAG ATA ACC A 22pb 

T14484Cb CTT CTA AGC CTT CTC CTA 18pb 

 

 

A reação de amplificação foi realizada usando 1L de DNA genômico, 5L de 

solução contendo desoxinucleotídeos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 2L de cada primer 

(direto e inverso) na concentração de 0,1g/L; 0,5L de Taq DNA polimerase (5U/L); 

5L de tampão de PCR 10X (Tris-HCl 10mM pH 8,8) e 1,5L de MgCl2 (50mM), em um 

volume final de 50l. 

 

As reações foram realizadas em aparelho termociclador (Veriti® 96-Well Thermal 

Cycler – Applied Biosystems). Foram então realizados repetidos ciclos de aquecimento a 

94o C para desnaturação do DNA, seguido da temperatura de anelamento específica para 

cada par de primers, e então de 72o C para a extensão das novas fitas de amplificação. As 

condições da PCR estão resumidas na Figura 12 
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Figura 12 - Ciclos de amplificação do fragmento para estudo da mutação T14484A 
  

Os produtos da amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 

1,5% posteriormente corado com brometo de etídeo. O gel é constituído de 100mL de 

tampão TBE (Tris, Ác. Bórico, EDTA). Misturaram-se 10,0 l das amostras amplificadas a 

2,0 l de tampão de corrida (azul de bromofenol 0,25%). Foram utilizados marcadores de 

peso molecular (DNA Ladder) de 100pb. A corrida eletroforética foi a 120V por 

aproximadamente 30 min. O gel foi então levado ao transiluminador com lâmpada 

ultravioleta para visualização e análise. 

 

O produto amplificado de 154pb foi, então, digerido com a enzima de restrição 

BsaB I, a 39ºC por 2 horas, da seguinte forma: 

17,5L de produto de PCR 

2,0L de tampão da enzima 

0,5L da enzima BsaB I (5000U/l) 

 

72C 
1min

72C 
5min

95C 
1min

95C 
5min 

51C 
1min

30 ciclos 



 

84 
 

Os produtos da digestão foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 3,0% 

em tampão TBE 1X. A seqüência normal apresenta as bandas dos fragmentos de 19 e 

135pb, ao passo que na mutante perde-se um sítio de BsaB I apresentando um fragmento de 

154pb. O gel foi corado com brometo de etídio na concentração final de 0,5g/mL e os 

fragmentos amplificados foram visualizados sob iluminação ultravioleta. 

 

  3.2.2.3. Mutação G3460A no gene MT-ND1 
 

 

A região do DNA mitocondrial que contém o nucleotídeo da posição 3460 foi 

amplificada. Os primers para a amplificação desta região, de 49pb são descritos na tabela 5. 

 
 
Tabela 5 – Seqüência de primers para a amplificação da região 3460 do gene MT-ND1. 

Nome Primers (5’3’) Tamanho 

G3460Aa GGC TAC TAC AAC CCT TCG C 19pb 

G3460Ab GGC TCT TTG GTG AAG 15pb 

 

 

A reação de amplificação foi realizada usando 1L de DNA genômico, 5L de 

solução contendo desoxinucleotídeos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 2L de cada primer 

(direto e inverso) na concentração de 0,1g/L; 0,5L de Taq DNA polimerase (5U/L); 

5L de tampão de PCR 10X (Tris-HCl 10mM pH 8,8) e 1,5L de MgCl2 (50mM), em um 

volume final de 50l. 

 

 

As reações foram realizadas em aparelho termociclador (Veriti® 96-Well Thermal 

Cycler – Applied Biosystems). Foram então realizados repetidos ciclos de aquecimento a 

95o C para desnaturação do DNA, seguido da temperatura de anelamento específica para 

cada par de primers, e então de 72o C para a extensão das novas fitas de amplificação. As 

condições da PCR estão resumidas na Figura 13: 
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Figura 13 - Ciclos de amplificação do fragmento para estudo da mutação G3460A. 
 

Os produtos da amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 2% 

posteriormente corado com brometo de etídeo. O gel é constituído de 100mL de tampão 

TBE (Tris, Ác. Bórico, EDTA). Misturaram-se 10,0 l das amostras amplificadas a 2,0 l 

de tampão de corrida (azul de bromofenol 0,25%). Foram utilizados marcadores de peso 

molecular (DNA Ladder) de 10pb. A corrida eletroforética foi a 120V por 

aproximadamente 30 min. O gel foi então levado ao transiluminador com lâmpada 

ultravioleta para visualização e análise. 

 

O produto amplificado de 49pb foi digerido com a enzima de restrição BsaH I, a 

39ºC por 2 horas, da seguinte forma: 

17,5L de produto de PCR 

2,0L de tampão da enzima 

0,5L da enzima BsaH I (5000U/l) 

 

Os produtos da digestão foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 3,0% 

em tampão TBE 1X. A seqüência normal apresenta as bandas dos fragmentos de 22 e 27pb, 

72C 
30 seg 

72C 
5min

95C 
30 seg 

95C 
5min 

55C 
30 seg 

30 ciclos 
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ao passo que na mutante perde-se um sítio de BsaH I apresentando um fragmento de 49pb. 

O gel foi corado com brometo de etídio na concentração final de 0,5g/mL e os fragmentos 

amplificados foram visualizados sob iluminação ultravioleta. 

 

3.2.3 Rastreamento das mutações secundárias 
 

As regiões onde são descritas as mutações dos genes foram amplificadas para todos 

os pacientes que não apresentaram nenhuma mutação primária. O seqüenciamento 

automático foi usado para rastrear as mutações. 

 

3.2.3.1. Amplificação das regiões de interesse  
 

O método de amplificação da região de interesse é semelhante ao usado para 

rastreamento das mutações primárias, mudando apenas os primers e as temperaturas dos 

ciclos.  

 

3.2.3.2. Gene MT-ND1 -  mutações T4160C e C4171A 
 

Os primers para a amplificação desta região são descritos na tabela 6 e os ciclos 

com suas respectivas temperaturas na figura 14. 

 

 

 

Tabela 6 – Seqüência de primers para a amplificação da região em que foram rastreadas as 
mutações T4160C e C4171A no gene MT-ND1. 

Nome Primers (5’3’) Tamanho 

ND1b-F GAC CCT ACT TCT AAC CTC CC 20pb 

ND1b-R GAT TGT AAT GGG TAT GGA GAC 21pb 
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Figura 14 - Ciclos de amplificação do fragmento para estudo das mutações T4160C 
e C4171A. 

 

 
 
 

 
3.2.3.3. Gene MT-ND4 - mutações T11253C e G11696A 
 

Dois pares de primers para a amplificação de duas regiões distintas nesse gene. 

O primeiro par de primers foi usado para o rastreamento da mutação T11253C, 

representado na tabela 7 e o seu respectivo ciclo na figura 15. 

 

 

Tabela 7 – Seqüência de primers para a amplificação da região em que foi investigada a 
mutação T11253C no gene MT-ND4. 

Nome Primers (5’3’) Tamanho 

ND4a-F CGC AGG CAC ATA CTT CC 17pb 

ND4b-R GAT AGT TCT TGG GCA GTG AG 20pb 

 

72C 
30 seg 

72C 
5min

95C 
30 seg 

95C 
5min 

53,3C 
30 seg 

30 ciclos 
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Figura 15 - Ciclos de amplificação do fragmento para estudo da mutação T11253C. 
 

O segundo par de primers foi feito para rastrear a mutação G11696A. Esses primers e o seu 

ciclo estão representados, respectivamente, na tabela 8 e na figura 16.  

 

Tabela 8 – Seqüência de primers para a amplificação da região em que foi investigada a 
mutação G11696A no gene MT-ND4. 

Nome Primers (5’3’) Tamanho 

ND4b-F CTC TTC AAT CAG CCA CAT AGC 21pb 

ND4b-R CAT CAA AAA GCT ATT AGT GGG 21pb 

 

 

 

Figura 16 - Ciclos de amplificação do fragmento para estudo da mutação G11696A. 
 

72C 
30 seg 

72C 
5min

95C 
30 seg 

95C 
5min 

55,7C 
30 seg 

72C 
30 seg 

72C 
5min

95C 
30 seg 

95C 
5min 

53,3C 
30 seg 

30 ciclos 

30 ciclos 
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3.2.3.4. Gene MT-ND4L -  mutação T10663C 
Os primers para a amplificação desta região são descritos na tabela 9 e os ciclos 

com suas respectivas temperaturas na figura 17. 

 

Tabela 9 – Seqüência de primers para a amplificação da região em que foi investigada a 
presença da mutação T10663C no gene MT-ND4L. 

Nome Primers (5’3’) Tamanho 

ND4L-F GCT ACT CTC ATA ACC CTC AAC 21pb 

ND4L-R GCA TTG GAG TAG GTT TAG G 19pb 

 

 

Figura 17 - Ciclos de amplificação do fragmento para estudo da mutação T10663C. 
 

 

 
 
 
3.2.3.5. Gene MT-ND5 - Mutações A13637G e G13730A 
 

Os primers para a amplificação desta região são descritos na tabela 10 e os ciclos 

com suas respectivas temperaturas na figura 18. 

 

 

 

72C 
30 seg 

72C 
5min

95C 
30 seg 

95C 
5min 

52C 
30 seg 

30 ciclos 
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Tabela 10 – Seqüência de primers para a amplificação da região em que foram rastreadas 
as mutações A13637G e G13730A no gene MT-ND5. 

Nome Primers (5’3’) Tamanho 

ND5-F GTC AAC CTC GCT TCC C 16pb 

ND5-R GAG TTT TAG GTA GAG GGG G 19pb 

 

 

 

 

Figura 18 - Ciclos de amplificação do fragmento para estudo das mutações 
A13637G e G13730A. 

 

 

3.2.3.6. Gene MT-ND6 - Mutações G14459A, C14482G, A14495G, T14898C, 
C14568T e G14596A 

 

Os primers para a amplificação desta região são descritos na tabela 11 e os ciclos 

com suas respectivas temperaturas na figura 19. 

 
Tabela 11 – Seqüência de primers para a amplificação da região que foram rastreadas as 
mutações G14459A, C14482G, A14495G, T14898C, C14568T e G14596A no gene MT-

ND6. 

Nome Primers (5’3’) Tamanho 

ND6-F CAC CAA GAC CTC AAC CC 17pb 

ND6-R GTA TGC TTT GTT TCT GTT GAG 21pb 

 

72C 
30 seg 

72C 
5min

95C 
30 seg 

95C 
5min 

51,4C 
30 seg 

30 ciclos 
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Figura 19 - Ciclos de amplificação do fragmento para estudo das mutações 
G14459A, C14482G, A14495G, T14898C, C14568T e G14596A. 

 
 
 
 

 
 

3.2.3.7. Gene MT-CYB - Mutação G15257A 
 

 

Os primers para a amplificação desta região são descritos na tabela 12 e os ciclos 

com suas respectivas temperaturas na figura 20. 

 

Tabela 12 – Seqüência de primers para a amplificação da região em que foi rastreada a 
mutação G15257A no gene MT-CYB. 

Nome Primers (5’3’) Tamanho 

NDCYB-F CTT ACT ATC CGC CAT CCC 18pb 

NDCYB-R GGG CAA GAT GAA GTG AAA G 19pb 

 

72C 
30 seg 

72C 
5min

95C 
30 seg 

95C 
5min 

51,4C 
30 seg 

30 ciclos 
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Figura 20 - Ciclos de amplificação do fragmento para estudo da mutação G15257A. 
 
 

 
3.2.4. Seqüenciamento automático 
 

    3.2.4.1. Purificação dos produtos de PCR 
 

Os fragmentos amplificados por PCR foram purificados utilizando-se o Kit Wizard 

SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega). Após a purificação, as amostras foram 

quantificadas usando o marcador de peso molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen) 

para posterior seqüenciamento. 

 

 

    3.2.4.2 Reação de seqüenciamento automático para produto de PCR 
 

As reações de seqüenciamento foram realizadas no seqüenciador automático ABI 

PRISM® 3700 DNA Analyzer, utilizando-se o BigDye
TM

 Terminator Cycle Sequencing 

Kit V3.0 Ready Reaction (ABI PRISM/PE Biosystems) e, constituíram-se de: 

40-80ng de DNA 

2μL do mix BigDye 

1μL do primer direto ou reverso (5pmol/μL) 

H2O deionizada para completar 10μL 

72C 
30 seg 

72C 
5min

95C 
30 seg 

95C 
5min 

54C 
30 seg 

30 ciclos 
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A reação de seqüenciamento consistiu de 30 ciclos nas condições especificadas na 

Figura 21. 

    

30 ciclos 

 

  96ºC               96ºC 

   1 min             10seg                                                    60ºC                72ºC 

                                                                                      4 min                5 min                                                   

 

                                                          57ºC 

                                                        05 seg 

 

Figura 21 – Ciclos utilizados no seqüenciamento. 
 

As reações de seqüenciamento prontas foram purificadas e liofilizadas de acordo 

com as seguintes etapas: 

- foram adicionados 80μL de etanol 80%; 

- centrifugou-se por 45 minutos a 3.700 rpm; 

- foi descartado o etanol em papel absorvente; 

- foram adicionados 150μL 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 

As reações foram mantidas à temperatura ambiente até o momento da colocação da 

placa no ABI PRISM® 3700 DNA Analyzer. Antes da colocação da placa no 

seqüenciador, as seguintes etapas foram seguidas: 

- foram adicionados 10μL de formamida; 

- a placa foi homogeneizada e em seguida centrifugada rapidamente; 

- a amostra foi desnaturada (5 minutos a 95ºC) 

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

- a placa foi colocada no seqüenciador 
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   3.2.4.3 Análise das seqüências obtidas 
  

As seqüências obtidas foram analisadas e comparadas com a seqüência normal com 

o auxílio dos softwares Chromas Lite 2.01 e CLC Sequence Viewer 6.0.1. 

 

3.3 Rastreamento de mutações primárias por DHPLC (cromatografia líquida 
desnaturante de alta performance) 

 

Pacientes que foram previamente rastreados, pelo método enzimático, para verificar 

a presença de mutações primárias, e por seqüenciamento, para certificar que não tinham 

nenhuma alteração nos genes, foram usados como controles positivos e negativos, 

respectivamente.  

 

Foram amplificadas pela técnica de PCR as regiões de interesse desses controles e 

seus produtos foram usados para a padronização do método de cromatografia líquida 

desnaturante de alta performance (DHPLC):   

 

A triagem foi realizada por cromatografia líquida desnaturante de alta performance 

que está baseada no pareamento de íons em fase reversa sob condições desnaturantes 

usando como princípio: 1- formação de heteroduplexes através da hibridação após o 

aquecimento e esfriamento dos produtos da PCR; 2- separação dos heteroduplexes e 

homoduplexes sob condições parciais de desnaturação.  

 

A análise foi realizada em um sistema DNA WAVE 4500A (Transgenomic, Santa 

Clara, CA) como descrito a seguir: a PCR para cada amplicon foi realizada em volume final 

de 20μL contendo 5μM de cada primer específico ( os mesmos usados para o 

sequenciamento), 200μM de cada dNTP, 0,5U de Taq DNA polimerase, 1 X tampão, 1.5 

mM MgCl2 e 50ng de DNA. A qualidade do produto da PCR foi observada em gel de 

agarose antes da análise por DHPLC. Os produtos de PCR foram então desnaturados a 
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95°C por 5 minutos seguidos por re-anelamento gradual em temperatura ambiente durante 

45 minutos, permitindo a formação de heteroduplexes dos produtos de PCR. 

 

Após essa etapa, 5 µL dos produtos foram colocados em coluna DNASep® com 

taxa e fluxo de 0.9mL/min e com temperaturas adequadas para cada fragmento de PCR de 

acordo com as recomendações do programa Wavemaker™.  A composição dos tampões 

usados foi: Tampão A – 0.1M acetato trietilamonio (TEAA) e Tampão B - 0.1M 25% 

acetonitrila em TEAA. Ao final do processo foram comprados os perfis cromatográficos 

dos controles normais e mutantes para cada mutação através de inspeção visual.  
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4. Resultados 
 

 

O resumo dos resultados obtidos no rastreamento das mutações primárias e mutações 

secundárias estão resumidos na tabela 15 presente nas páginas 110 e 111. 

 

4.1 Rastreamento das Mutações Primárias 
 

Foram estudados 55 pacientes (casos-índice) para verificar a presença e a freqüência 

das mutações primárias G11778A, T14484C e G3460A. A tabela 13 apresenta o resumo 

dos resultados obtidos para o rastreamento das mutações primárias: 

 

Tabela 13 – Resumo dos resultados encontrados para o rastreamento das mutações 
primárias. 

Mutação Número de casos-índice Frequencia 

G11778A 13 23,5 

T14484C 5 9,5 

G3460A 1 2 

Sem mutação * 36 65 

 *Pacientes nos quais não foram encontradas as mutações primárias 

 

 

   

4.1.1 Mutação G11778A no gene MT-ND4 
 

Dos 55 pacientes estudados, 13 deles apresentaram a mutação G11778A.  A análise 

dessa mutação foi realizada por análise de restrição. Após a amplificação da região do 

DNA mitocondrial que contém o nucleotídeo na posição 11778, os fragmentos 

amplificados foram submetidos à digestão com a enzima de restrição SfaN I.  
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Em 42 indivíduos, dos 55 analisados, houve a clivagem dos fragmentos amplificados, 

gerando fragmentos de 17 e 32pb, o que significou que a seqüência era normal. Porém, nos 

13 indivíduos restantes o sítio de SfaN I foi abolido e os fragmentos continuaram com 

49pb, o que evidencia a presença da mutação nessa região. No gel de agarose os fragmentos 

de 17 e 32pb se deslocaram quase juntos, deixando a impressão da formação de apenas uma 

banda.   A figura 22 exemplifica o padrão de bandas para os resultados positivos e 

negativos para a mutação G11778A. 

 

         

Figura 22 - Padrão de bandas para a mutação G11778A em gel de agarose 3%. (L) 
Ladder 10 pb Invitrogen. (1) Controle mutante. (2) Controle sem 
mutação. (3)-(5) indivíduos mutantes. (6), (7) indivíduos sem a mutação. 

 
 

   4.1.2 Mutação T14484C no gene MT-ND6 
 

A mutação T14484C no gene MT-ND6 foi encontrada em 5 pacientes dos 55 

estudados. O diagnóstico também foi realizado por análise de restrição, seguido da 

amplificação da região do mtDNA que possuía o nucleotídeo na posição 14484. Após 

amplificados, os fragmentos foram submetidos à digestão com enzima de restrição BsaB I. 

 

Foram observados em gel de agarose fragmentos de 154pb nos indivíduos mutantes 

e 135pb nos pacientes normais. Foi explicado anteriormente que a clivagem da enzima 

BsaB I gerava fragmentos de 135pb e fragmentos de apenas 19 pb. Esses últimos 

fragmentos não ficaram visíveis em gel de agarose, por isso o resultado final do 
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rastreamento da mutação foi determinado analisando apenas os fragmentos de 135pb e 

154pb. 

 

A figura 23 exemplifica a distribuição dos padrões de banda mutantes e normais no 

rastreamento da mutação T14484C no MT-ND6 em gel de agarose: 

 

 

Figura 23  – Padrão de bandas para a mutação T14484C em gel de agarose 3%: (L) 
Ladder 1kb plus Invitrogen; (1) Controle mutante; (2) controle 
normal; (3), (5), (6) e (7) pacientes sem mutação; (4), (8) e (9) 
pacientes com a mutação. 

 

 

 
4.1.3 Mutação G3460A no gene MT-ND1 
 

Dos 55 pacientes estudados apenas 1 deles apresentou a mutação G3460A gene MT-

ND1. A detecção dessa mutação foi à última a ser realizada, e também passou por todos os 

passos das mutações citadas acima, ou seja, análise de restrição, amplificação da região do 

mtDNA de interesse e digestão com a enzima BsaH I.  

 

Assim como na mutação G11778A, os fragmentos produzidos após a restrição 

enzimática para a detecção da mutação G3460A eram de 17 e 32pb quando o paciente era 

normal. O paciente mutante apresentou fragmentos de 49pb. 
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 A figura 24 exemplifica os padrões de banda mutantes e normais no rastreamento 

da mutação G3460A no MT-ND1 em gel de agarose: 

 

 

 
Figura 24 – Padrão de bandas para a mutação G3460A em gel de agarose 3%. (L) 

Ladder 10pb Invitrogen. (1) paciente sem digerir (controle positivo); 
(2) Controle negativo; (3) Paciente sem mutação; (4) paciente com 
mutação. 

 
 

 
4.2 Rastreamento de Mutações Secundárias 

 
 

Dos 55 pacientes rastreados para a detecção de mutações primárias, 36 deles não 

apresentaram as respectivas mutações. Esses indivíduos tiveram seus fragmentos de 

interesse amplificados e posteriormente submetidos ao seqüenciamento direto para 

detecção das 14 mutações secundárias distribuídas nos genes MT-ND1, MT-ND4, MT-

ND4L, MT-ND5, MT-ND6 e MT-CYB. E os resultados foram os seguintes: No gene MT-

ND1 foram rastreadas as mutações T4160C e C4171A, porém nenhuma das mutações foi 

encontrada nos 36 pacientes analisados; fato parecido aconteceu nos fragmentos 

seqüenciados e analisados do gene MT-ND4, pois também não foram encontradas as 

mutações T11253C e G11696A; a mutação T10663C no gene MT-ND4L também não foi 

encontrada em nenhum dos fragmentos analisados; o mesmo ocorreu com as mutações 

A13637G e G13730A do gene MT-ND5; no gene onde a maioria das mutações secundárias 

está localizada, as mutações G14459A, C14482G, A14495G, T14898C, C14568T e 
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G14596A , o gene MT-ND6, também não foi encontrada nenhuma das mutações de 

interesse rastreadas nessa região; e por fim, seguindo o que aconteceu com as demais 

mutações secundárias, o gene MT-CYB também não apresentou resultados negativos para a 

mutação secundária G15257A. 

 

 
4.3 Outras alterações encontradas 
 

Apesar de não terem sido encontradas mutações secundárias nos genes citados 

acima, foram observadas alterações nos genes MT-ND1, MT-ND4 e MT-ND6. 

 

 
4.3.1 Alteração C4167T no gene MT-ND1  
 

A alteração C4167T foi observada no gene MT-ND1 em estado de homoplasmia. A 

alteração foi encontrada em apenas um dos pacientes e foi considerada uma mutação 

silenciosa, pois não houve troca de aminoácido.   

 

O resultado do seqüenciamento foi analisado utilizando os programas Chromas Lite 

e CLC Sequence Viewer 6.0.1, conforme ilustrado na figura 25 e figura 26: 

 

 
Figura 25 – Comparação de imagens do CLC Sequence Viewer mostrando a 

mudança da base C no paciente normal para a base T no paciente que 
apresentou a alteração C4167T. 
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Figura 26 - Eletroferograma mostrando indivíduo homoplásmico para a alteração 
C4167T. A- indivíduo sem a alteração; B- Indivíduo portando a 
alteração. 

 

 

 

 
 

4.3.2 Alteração T11697C no gene MT-ND4  
 

 

 

A alteração T11697C no gene MT-ND4 foi observada em estado de homoplasmia. 

Essa mudança de uma timina para uma citosina na posição 11697 foi encontrada em apenas 

um dos pacientes e foi considerada uma mutação silenciosa, pois não efetuou troca de 

aminoácido.   
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Figura 28 - Eletroferograma mostrando indivíduo homoplásmico para a alteração 
T11697C. A- indivíduo sem a alteração; B- Indivíduo portando a 
alteração. 

 

 
4.3.3 Alteração G11719A no gene MT-ND4  
 

 

Foi encontrada a alteração G11719A no gene MT-ND1 em estado de homoplasmia. 

A alteração foi observada em 29 pacientes, porém foi considerado um polimorfismo 

segundo dados da literatura (explicado na discussão).   

 

O resultado do seqüenciamento foi analisado utilizando os programas Chromas Lite 

e CLC Sequence Viewer 6.0.1, conforme ilustrado na figura 29 e figura 30: 

 

 
Figura 29 – Comparação de imagens do CLC Sequence Viewer mostrando a 

mudança da base G no paciente normal para a base A no paciente que 
apresentou a alteração G11719A. 
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Figura 30 - Eletroferograma mostrando indivíduo homoplásmico para a alteração 
C4167T. A- indivíduo sem a alteração; B- Indivíduo portando a 
alteração. 

 
 

 
 
4.3.4 Alteração G14560A no gene MT-ND6  
 

Foi observada a alteração G14560A no gene MT-ND6 em estado de homoplasmia. 

A alteração foi encontrada em apenas 2 pacientes. Segundo os dados da literatura, essa 

alteração foi considerada um polimorfismo, e será melhor detalhada na discussão.  

 

O resultado do seqüenciamento foi analisado utilizando os programas Chromas Lite 

e CLC Sequence Viewer 6.0.1, conforme ilustrado na figura 31 e figura 32: 
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Figura 31 – Comparação de imagens do CLC Sequence Viewer mostrando a 

mudança da base G no paciente normal para a base A no paciente 
que apresentou a alteração G14560A. 

 

Figura 32 - Eletroferograma mostrando indivíduo homoplásmico para a alteração 
C4167T. A- indivíduo sem a alteração; B- Indivíduo portando a 
alteração. 

 

Na tabela 14 um resumo dos resultados obtidos para o rastreamento das mutações 

secundárias e das alterações encontradas nos fragmentos dos genes estudados: 

 

Tabela 14 - Mutações secundárias e outras alterações encontradas nos fragmentos dos 
genes estudados. 
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Gene Mutações secundárias Outras alterações 

MT-ND1 N C4167T* 

MT-ND4 N 
G11719A* 

T11697C** 

MT-ND4L N N 

MT-ND5 N N 

MT-ND6 N G14560A* 

MT-CYB N N 

 
N - Não foram observadas alterações 
 * - Polimorfismo  
** - Mutação silenciosa  
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Tabela 15 – Resumo dos resultados obtidos para o rastreamento das mutações primárias e mutações secundárias.  
Casos-
Índice Parentes Hipótese 

diagnóstica 
Mutações Primárias Mutações Secundárias 

G11778A T14484C G3460A T4160C C4171A T10253C G11696A T10663C A13637G G13730A G14459A C14482G A14495G T14898C C14568T G14596A G15257A 

1 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
2 - LHON M N N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
3 - LHON N M N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
4 
 

Mãe 
Filho 

LHON N N N N N N N N N N N N N N N N N 
LHON N N N N N N N N N N N N N N N N N 

5 - LHON M N N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
6 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
7 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
8 - NO M N N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
9 - NO M N N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
10 - NO M N N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
11 - NO M N N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
12 Mãe 

Filho 
LHON N M N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
LHON N M N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 

13 Irmão 
Irmão 

LHON M N N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
LHON M N N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 

14 - LHON M N N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
15 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
16 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
17 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
18 - LHON N M N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
19 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
20 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
21 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
22 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
23 Mãe 

Filha 
NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 

24 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
25 - LHON M N N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
26 - LHON M N N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
27 - LHON N N N N N N N N N N N N N N N N N 
28 - LHON N N N N N N N N N N N N N N N N N 
29 - LHON N N N N N N N N N N N N N N N N N 
30 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
31 - LHON N N M NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
32 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
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33 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
34 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
35 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
36 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
37 - NO M N N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
38 - NO N M N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
39 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
40 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
41 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
42 -   LHON N M N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
43 - LHON N N N N N N N N N N N N N N N N N 
44 - LHON N N N N N N N N N N N N N N N N N 
45 - NO M N N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 
46 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
47 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
48 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
49 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
50 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
51 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
52 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
53 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
54 - NO N N N N N N N N N N N N N N N N N 
55 - NO M N N NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 

 
LHON = hipótese diagnóstica de LHON; NO = neuropatia óptica adquirida de origem desconhecida; N = normal para respectiva mutação; M = mutante 
para respectiva mutação;  NR = não realizado (portador de mutação primária); - Indivíduo sem parentes no presente estudo.
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4.4 Padronização da técnica de DHPLC para a indicação de mutações primárias: 
 

A técnica de DHPLC foi padronizada com sucesso para o rastreamento das mutações 

primárias. A seguir os resultados para as mutações primárias G11778A, T14484C e 

G3460A. 

 

4.4.1 Mutação G11778A 
 

A figura 33 mostra três padrões de corrida, sendo dois semelhantes e um diferente. Os 

padrões de corrida semelhantes são do controle normal e do controle mutante. Eles 

apresentaram padrões semelhantes por estarem em estado de homoplasmia. O terceiro 

padrão de corrida mostrou-se alterado em relação aos outros dois. Esse padrão foi a mistura 

do controle normal com o controle mutante após a amplificação por PCR e antes da 

desnaturação por 5 minutos. Essa mistura aconteceu para detectar alterações em 

homoplasmia, pois quando são renaturados lentamente os dois controles, um contendo o 

fragmento normal e o outro possuindo o fragmento mutante, tendem a formar heteroduplex.      

 

Figura 33 – Resultado da cromatografia obtida pela técnica de DHPLC na corrida dos 
controles normal e mutante, separados e misturados, da mutação G11778A na 
temperatura de 56,6ºC.  
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4.4.2 Mutação T14484C 
 

Assim como no rastreamento da mutação G11778A, a mutação T14484C estava em 

homoplasmia e a estratégia utilizada foi a mesma. Foram também obtidos três padrões de 

corrida, sendo dois semelhantes e um diferente. Os controles normal e mutante 

apresentaram padrão semelhante e a mistura normal e mutante apresentou um padrão 

diferente. O resultado está ilustrado na figura 34. 

   

 

Figura 34 – Resultado da cromatografia obtida pela técnica de DHPLC na corrida dos 
controles normal e mutante, separados e misturados, da mutação T14484C na 
temperatura de 55,1ºC.  

 
 
 
 

4.4.3 Mutação G3460A 
 

Assim como no rastreamento das outras mutações primárias, a mutação G3460A estava 

em homoplasmia e a estratégia utilizada foi idêntica. Foram também obtidos três padrões de 

corrida (também um diferente e dois iguais). Os controles normal e mutante apresentaram 
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padrão semelhante e a mistura normal e mutante apresentou um padrão diferente. O 

resultado está exposto ilustrativamente na figura 35. 

   

 

Figura 35 – Resultado da cromatografia obtida pela técnica de DHPLC na corrida dos 
controles normal e mutante, separados e misturados, da mutação G3460 na 
temperatura de 63,3ºC.  
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5. DISCUSSÃO 
 

 

A Neuropatia Óptica Hereditária de Leber (LHON), apesar de ser descrita pela 

primeira vez em 1871, só passou a ser mais estudada quase 100 anos depois, por volta de 

anos 80. Essa doença mitocondrial teve maior detalhamento na última década com maior 

número de pesquisas realizadas. Por isso, muitas informações, ainda estão incompletas e 

muitas questões continuam obscuras. Exemplo disso é o fato de até o presente momento 

não estar bem elucidado como as mutações influenciam no funcionamento do DNA 

mitocondrial e nem como essas alterações agem nas células do nervo óptico. Outro fator 

que comprova que perguntas ainda precisam ser respondidas é o número de mutações 

encontradas. No ano de 2009 foram descritas 21 mutações mitocondriais responsáveis pela 

LHON, mas esse número gera controvérsias entre autores, que consideram 17 mutações de 

fato causadoras da LHON. O que todos concordam é que existem 3 das mutações principais 

descritas, chamadas primárias, sendo as mutações restantes denominadas secundárias. As 

mutações chamadas primárias acontecem em 95% dos casos e as secundárias em apenas 

5% (Yu-Wai-Man et al., 2009). Não há na literatura pesquisas sobre freqüências das 

mutações em todas as populações mundiais, e isso inclui o Brasil, o que dificulta reunir 

dados que possam  ajudar na definição de como lidar com ela.  Por esse motivo o presente 

estudo teve como principal objetivo definir a freqüência das mutações relacionadas à 

LHON em pacientes brasileiros.   

 

Em indivíduos afetados por LHON a proporção de mitocôndrias com a mutação 

presentes em células do sangue periférico pode ser a mesma das encontradas no nervo 

óptico (Mroczek-Tonska et al., 2003). Entretanto, existe a possibilidade de que nesses casos 

os níveis de mutações em linfócitos e nas células do nervo óptico possam ser 

diferentes. Neste estudo, o diagnóstico molecular foi baseado em testes utilizando sangue 

extraído de DNA de mitocôndrias presentes no sangue periférico.  Há portanto, a 

possibilidade da obtenção de resultados divergentes. A maioria das mutações estudadas 

possivelmente estão em homoplásmia. Dados na literatura mostram que as mutações 
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primárias em geral, de fato, se encontram em homoplasmia (Mroczek-Tonska et al., 2002; 

Man et al., 2003; Yu-Wai-Man et al., 2009).  

 

Foram estudados 55 pacientes para verificar a presença e a freqüência das mutações 

primárias G11778A, T14484C e G3460A. Como resultado, foi diagnosticado a presença de 

19 pacientes portadores de alguma das mutações primárias. Desses 19 indivíduos, 13 deles 

apresentaram a mutação G11778A, 5 deles a mutação T14484C e apenas 1 deles com a 

mutação G3460A. Esses dados confirmam a maior incidência da mutação G11778A (maior 

causa da LHON na maioria das populações estudadas), seguida da mutação T14484C e da 

mutação G3460A, assim como na maioria das populações estudadas em todo o mundo.  

 

A freqüência de mutações primárias observada foi de 67,5% para a mutação 

G11778A, 26,5% para a mutação T14484C e 5% para a mutação G3460A. No entanto, 

dados da literatura internacional mostram que a freqüência média é de 69% da mutação 

G11778A, 14% da mutação T14484C e 13% da mutação G3460A (Man e Chinnery, 2008). 

A diferença na freqüência das mutações primárias gera algumas hipóteses, mas o fato de o 

Brasil apresentar origem étnica bastante heterogênea pode ser responsável pela população 

ter características de mutações mitocondriais distintas em relação à outras populações. 

 

Analisando os dados citados acima, a mutação G11778A apresentou uma freqüência 

bem próxima ao esperado nas populações estudadas. Além de apresentar dados próximos 

aos da média mundial, a freqüência encontrada no presente estudo também se assemelha 

aos dados registrados na Finlândia (69%). Porém diferenças foram encontradas quando a 

freqüência foi comparada com outras populações em específico: 50% dos casos na Europa, 

69% na Finlândia e quase 95% na população asiática (Wallace e Lott, 1993; Newman et al., 

1993; Huoponen, 2001; Yu-Wai-Man et al., 2009).  

 

A mutação T11778C foi encontrada em aproximadamente 26,5% dos indivíduos 

estudados, essa freqüência é próxima do dobro da encontrada especificamente na Finlândia 

e na média das demais populações estudadas (14%). Fato curioso é que essa mutação é 
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encontrada com freqüência muito baixa nas populações orientais e em um estudo no 

nordeste da Inglaterra, mas é considerada a mutação mais freqüente entre canadenses 

descendentes de franceses. Esse fato é atribuído a um possível efeito fundador. Portanto, 

um efeito fundador que pudesse ocorrer em populações dentro do Brasil seria mais que 

suficiente para alterar as freqüências da LHON no país (Macmillan et al. 2000; Yu-Wai-

Man et al., 2009). 

  

O resultado que mais causou surpresa foi o da mutação G3460A, pois se esperava 

que essa mutação seguisse a freqüência da mutação T14484C, já que em diversas partes do 

mundo elas têm freqüências relativamente próximas. Entretanto, nos pacientes analisados a 

mutação foi encontrada apenas uma vez. O fato de essa mutação ter aparecido apenas em 

um paciente, quando se esperava uma freqüência maior, não exclui a possibilidade de que a 

freqüência venha a ser normal na população brasileira. A baixa freqüência se deve talvez ao 

número baixo de casos estudados.   

 

O rastreamento das mutações secundárias não obteve resultado positivo, ou seja, 

não foi encontrada nenhuma das 14 mutações procuradas e nem nenhuma outra mutação 

referente à LHON que coincidentemente estivesse em algum dos fragmentos seqüenciados. 

Se considerar que as mutações secundárias aconteceram em 5% dos casos em outros 

estudos, a estimativa seria de 5 mutações secundárias para em um grupo de 100 portadores 

da LHON. Reduzindo esse número, daria 1 mutação secundária a cada 18 indivíduos com 

mutações primárias. Portanto, era esperado que pelo menos uma mutação secundária fosse 

encontrada no estudo. A explicação para o não aparecimento das mutações secundárias 

pode ser encontrada no fato de que essas mutações são encontradas muito raramente nas 

demais populações estudadas (Man e Chinnery, 2008). Exemplo disso são as mutações 

C4171A e a mutação G14459A descritas por Kim et al e Gropman et al, respectivamente, 

como muitos raras. As mutações G14596A e A11696G têm apenas 11 casos de cada 

registrados na literatura, todos em apenas uma família (De Vries et al., 1996). Casos mais 

raros são as mutações T11253C e G13730A como apenas um caso relatado na literatura 

(Howell et al., 1998; Leo-Kottler et al., 2002).   
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Apesar de não serem localizadas mutações secundárias, foram encontradas outras 

alterações observadas durante a análise dos resultados do seqüenciamento das regiões onde 

foram rastreadas as mutações secundárias. Duas alterações em estado de homoplasmia 

foram observadas, a alteração C4167T no gene MT-ND1 e a alteração T11697C no gene 

MT-ND4, mas logo foram consideradas mutações silenciosas, pois a substituição de suas 

bases não ocasionou alteração de aminoácido. Em 29 pacientes foi encontrada a alteração 

G11719A, que em 2004 Saranath e colaboradores observaram em 20/24 pacientes com 

câncer oral e 20/21 indivíduos normais, mas essa alteração foi considerada um 

polimorfismo, pois estão presentes em mais de 1% da população. Dois pacientes 

apresentaram a presença do polimorfismo G14560A, que foi observado em pacientes com 

câncer de tiróide (Brandon et al., 2006; Chinnery et al., 2001). Embora encontradas em 

pacientes com suspeita de LHON ou Neuropatia Óptica de origem desconhecida, não houve 

dados na literatura que relacionasse as alterações encontradas e essas doenças.  

 

Dos 55 pacientes estudados, apenas 19 deles apresentaram mutações primárias e 

nenhum deles apresentou mutações secundárias. Foram 36 os indivíduos que não 

apresentaram mutações descritas como causadoras da LHON. Algumas são as hipóteses 

que puderam ser levantadas para explicar tal fato: a primeira hipótese é a de que os 

pacientes que não apresentaram resultado molecular positivo para as mutações estudadas 

estejam em estado de heteroplasmia e carreguem mitocôndrias com baixa taxa de mutações 

em seu sangue periférico (Chinnery et al. 2001). Outra hipótese seria de os indivíduos 

serem portadores de mutações em regiões do DNA mitocondrial diferentes das que foram 

estudadas nesse trabalho, sendo essas mutações já descritas anteriormente como raras ou 

mutações que ainda não foram descritas. E por fim, também há a possibilidade de os 

pacientes serem portadores de alguma doença com sintomas clínicos muito semelhantes à 

LHON.  

 

Se forem analisados os casos estudados levando em consideração os pacientes com 

suspeita diagnóstica de LHON, teremos o seguinte resultado: Dos 17 casos estudados, 11 
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deles apresentaram mutações primárias e 6 não apresentaram nenhuma mutação. Os 11 

pacientes mutantes tiveram seu diagnóstico clínico confirmado como LHON através dos 

testes moleculares. Porém os 6 casos em que não foram encontradas as mutações não 

puderam ser esclarecidos, mas o presente estudo não pode simplesmente afirmar que esses 

casos não se tratam de LHON, pois o fato de não apresentarem mutações pode ser causado 

por fatores como heteroplasmia ou mutações em outras regiões não estudadas.  

 

Considerados apenas os 38 indivíduos com Neuropatia Óptica de origem 

desconhecida (NO) o saldo foi de 8 pacientes com mutação primária. Neste caso o 

diagnóstico molecular foi útil nos indivíduos com mutação detectada, pois eles deixaram de 

serem portadores de NO e passaram a ser considerados portadores da LHON. Esse 

diagnóstico pode ser útil para determinar que pacientes com NO são realmente portadores 

da LHON, ajudando assim a definir metas de como orientar os pacientes com os quadros 

esclarecidos a como lidar com a doença. No caso dos 30 pacientes que não apresentaram 

mutações, não pode ser descartada a hipótese citada nos casos acima, assim como não pode 

ser ignorado o fato de esses pacientes poderem possuir outra doença com quadro clínico 

semelhante ao da LHON. 

 

Sabe-se que a LHON é uma doença mitocondrial, e como toda doença que tem 

origem por disfunção das mitocôndrias, a sua transmissão obedece ao padrão de herança 

materna. O caso-índice 12 tratava-se de uma filha e uma mãe que apresentavam quadro 

clínico caracterísco da LHON. Os resultados dos testes moleculares realmente confirmaram 

a presença da mutação T14484C em ambas as pacientes, evidenciando que provavelmente a 

mãe transmitiu a doença para a filha. Outro resultado que merece relevância é o caso-índice 

4, pois ambas as pacientes, também mãe e filha, apresentaram hipótese diagnóstica de 

LHON, porém as duas tiveram resultados negativos para as 17 mutações.    

 

O rastreamento de mutações através do método de DHPLC foi padronizado com 

sucesso para o rastreamento das mutações primárias G11778A, T14484C e G3460A. A 

busca das mutações foi baseada na diferença de afinidade dos homoduplexes e 
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heteroduplexes pela fase sólida da cromatografia em condições parcialmente desnaturantes 

da amplificação dos fragmentos onde estavam as mutações. No presente estudo foi 

necessário atentar ao fato de as mutações primárias estarem geralmente em estado 

homoplásmico. Quando as mutações estão nesse estado o padrão de corrida dos fragmentos 

mutantes são semelhantes aos padrões normais, pois quando há a renaturação há a formação 

de homoduplexes nos dois casos. Por isso, a estratégia utilizada foi correr uma amostra com 

o controle mutante, outra amostra com o controle normal e uma terceira com a mistura das 

amostras. O resultado obtido foi justamente o esperado: os dois primeiros padrões foram 

semelhantes, mostrando que os fragmentos eram homoplásmicos e o terceiro com um 

padrão diferente dos outros, evidenciando ser possível detectar mutações em homoplasmia. 

Dessa forma a técnica foi validada para a detecção das três mutações primárias, desde que 

siga a seguinte estratégia: para cada paciente devem ser feitas duas corridas, uma contendo 

somente o produto de PCR que se quer determinar se há mutação, importante para a 

detecção se houver heteroplasmia, e a segunda contendo a mistura do produto de PCR do 

paciente com o produto de um controle normal, para a detecção no caso de homoplasmia. 

Um fator que deve ser evidenciado é o fato de a técnica não determinar qual mutação foi 

encontrada, ela apenas alerta para a presença das alterações no fragmento, sendo 

necessário, nos casos que esse alerta ocorra, o uso de alguma outra técnica mais eficiente 

em determinar qual a alteração encontrada. A técnica de DHPLC possui sensibilidade e 

especificidade em valores muito iguais, ou muito próximos, dos 100%. Portanto essa 

técnica tem sido muito usada para detectar a presença de alterações no DNA com muita 

segurança e precisão, se comparada a outras técnicas. Além disso, ela não exige nenhum 

tratamento especial ao produto de PCR a ser analisado, pois possui alto grau de automação. 

Por esses motivos o uso do método é viável graças à eficiência e o baixo custo no caso de 

detecção de mutações rotineiras ou de grande escala.   
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6. CONCLUSÃO 
 

 

1. A mutação G11778A apresenta números relativamente próximos aos encontrados nas 

demais populações estudadas, confirmando ser a principal causa de LHON também em 

indivíduos brasileiros; 

 

2. A mutação primária T14484C, como na maioria das populações estudadas, mostrou-se 

como a segunda maior causa da LHON, mas mostrou uma freqüência quase duas vezes 

maior que o descrito na literatura; 

 
3. A mutação G3460A não se apresentou como o esperado, mostrando uma freqüência 

muito baixa se comparada às outras partes do mundo; 

 
4. As mutações secundárias não foram encontradas nos pacientes estudados. A ausência 

dessas mutações pode ser atribuída à possibilidade de haver mutações em regiões no 

DNA mitocondrial não rastreadas no presente estudo; 

 
5. Há também a possibilidade dos pacientes estudados nos quais não foram localizadas 

mutações não se tratarem de LHON apresentando outra anomalia com dados clínicos 

semelhantes; 

 
6. O Método de DHPLC mostrou ser confiável, tendo excelente precisão para a detecção 

das mutações primárias G11778A, T14484C e G3460.  
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