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RESUMO 

 
A Neuropatia Óptica Hereditária de Leber (LHON) e a Atrofia Óptica Autossômica 
Dominante (ADOA ou OPA1) são doenças caracterizadas pela perda da visão bilateral, devido 
a uma degeneração do nervo óptico. Ambas as doenças apresentam também acuidade visual 
reduzida, discromatopsia, palidez do nervo óptico e escotoma central ou centrocecal. A LHON 
é causada por mutações no DNA mitocondrial (mtDNA), onde três dessas mutações 
representam 95% dos casos (mutações primárias principais G11778A, T14484C e G3460A) e 
as mutações subsequentes representam apenas 5% do total (mutações raras). A ADOA é 
causada por mutações (mais de 300) no gene nuclear OPA1. Embora os mecanismos 
moleculares precisos envolvidos no desenvolvimento das duas doenças ainda não são bem 
compreendidos, foi demonstrado que LHON e ADOA possuem um defeito comum de 
acoplamento da fosforilação oxidativa. Nesses dois casos, a hipótese é de que as mutações no 
mtDNA e no gene OPA1 afetariam a integridade mitocondrial, resultando em uma diminuição 
do fornecimento de energia para os neurônios do nervo óptico. É possível que no Brasil a 
presença e frequência das alterações relacionadas à LHON e ADOA sejam diferentes das 
encontradas em outras partes do mundo. Por isso, o presente estudo teve como principais 
objetivos rastrear mutações e haplogrupos associadas à LHON e detectar mutações no gene 
OPA1 em pacientes brasileiros com hipótese diagnóstica de LHON e com Neuropatia Óptica 
de etiologia a esclarecer. Também foi objetivo otimizar o método de PCR Multiplex Alelo-
Específico e padronizar as plataformas de alto rendimento TaqMan® OpenArray® e Iplex 
Gold/Maldi TOF MS para o rastreamento da LHON. Foram avaliados 101 pacientes, sendo 67 
com hipótese diagnóstica de LHON e 34 com neuropatia óptica de etiologia a esclarecer. As 
mutações da LHON foram detectadas por meio de PCR-RFLP e PCR Multiplex Alelo-
Específico. As mutações raras da LHON e do gene nuclear OPA1 (10 principais éxons) foram 
rastreadas por sequenciamento direto. Foram encontradas mutações da LHON em 36 casos 
(83.3% com a mutação G11778A e 16.7% com a mutação T14484C). Não foi encontrada a 
mutação G3460A. Também não foram encontradas mutações raras da LHON e nem mutações 
relacionadas à ADOA. Haplogrupos de origem africana (L1/L2 e L3) foram mais frequentes 
no estudo. Foi otimizado o método de PCR Multiplex Alelo-Específico e padronizadas as 
plataformas TaqMan® OpenArray® e Iplex Gold/Maldi TOF, os quais se mostraram 
reprodutivos, eficientes e eficazes. A análise molecular das mutações da LHON e do OPA1 foi 
importante para a confirmação do diagnóstico de 35% dos casos clínicos típicos de LHON e 
para a elucidação de 35% dos casos de neuropatia óptica de etiologia a esclarecer.  
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ABSTRACT 

 
The Leber Hereditary Optic Neuropathy (LHON) and Autosomal Dominant Optic Atrophy 
(ADOA) are diseases characterized by loss of vision in both eyes due a degeneration of the 
optic nerve. Both diseases also exhibit reduced visual acuity, dyschromatopsia, optic nerve 
and central scotoma or centrocecal. The LHON is caused by mutations in mitochondrial DNA 
(mtDNA), where three of these mutations account for 95% of cases (major primary mutations 
G11778A, T14484C and G3460A) and subsequent mutations account for only 5% of the total 
(rare mutations). The ADOA is caused by mutations (more than 300) in  the nuclear gene 
OPA1. Although the precise molecular mechanisms involved in the development of the two 
diseases are not well understood, it was shown that LHON and ADOA have a common defect 
coupling of oxidative phosphorylation. In both cases, the hypothesis is that mutations in 
mtDNA and OPA1 gene affect mitochondrial integrity, resulting in a decrease in the supply of 
energy to the neurons of the optic nerve. It is possible that in Brazil the presence and 
frequency of changes related to LHON and ADOA be different from those found in other parts 
of the world. Therefore, the present study had two main objectives track haplogroups and 
mutations associated with LHON and detect mutations in the OPA1 gene in Brazilian patients 
with a diagnosis of LHON and optic neuropathy of unknown etiology. Another objective was 
to optimize the method of PCR Multiplex allele-specific and standardize platforms high 
throughput TaqMan® OpenArray® and Iplex Gold/Maldi TOF MS for screening of LHON. 
101 patients were evaluated, 67 with a diagnosis of LHON and 34 with optic neuropathy of 
unknown etiology. LHON mutations were detected by PCR-RFLP and allele-specific 
multiplex PCR. Rare mutations of LHON and nuclear gene OPA1 (top 10 éxons) were 
screened by direct sequencing. LHON mutations were found in 36 cases (83.3% with the 
G11778A mutation and 16.7% with the T14484C mutation). Not the G3460A mutation. Nor 
rare mutations of LHON and ADOA or related mutations were found. Haplogroups of African 
origin (L1/L2 and L3) were more frequent in the study. The method of allele-specific 
multiplex PCR was optimized and standardized the TaqMan® OpenArray® and iPLEX 
Gold/Maldi TOF platforms which are shown reproductive, efficient and effective. Molecular 
analysis of mutations of LHON and ADOA was important to confirm the diagnosis of 35% of 
the typical clinical cases of LHON and to elucidate 35% cases of optic neuropathy of 
unknown etiology. Besides being useful also in the prognosis of each patient, for the 
phenotypic expression of the LHON and ADOA may vary with different genetic background 
in our population of individuals. 
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Epíg ra fe 

“De onde ela vem? Essa busca. A necessidade de desvendar os mistérios da 

vida, quando as coisas mais simples nunca serão respondidas. Por que estamos 

aqui? O que é a alma? Por que sonhamos? Talvez seja melhor não procurarmos 

respostas. E não seguirmos esse desejo de saber. Mas a natureza humana não é 

assim. Nem o coração dos homens. Não é por isso que estamos aqui. Mesmo 

assim, lutamos para fazer a diferença, para mudar o mundo e para ter 

esperança. Mas nunca sabemos quem vamos achar pelo caminho. Quem dentre 

tantos estranhos vai segurar as nossas mãos? Quem vai tocar nossos corações? 

E compartilhar o sofrimento de tentar? Então, tudo acontece. O sonho se torna 

realidade. E a resposta para essa busca e para desvendar os mistérios da vida 

finalmente se revela, com a luz crescente de um novo amanhecer. Tanto o 

esforço para acharmos o significado e propósito. E, no final, achamos isso uns 

nos outros. Nessa jornada que fizemos pelo fantástico. E pelo mundano. É a 

necessidade humana de achar semelhante. Para nos unirmos e para sabermos 

dentro de nossos corações que não estamos sozinhos.” 

 “Heroes” 
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1 - INTRODUÇÃO 
 

1.1 - A visão humana  
  

O sentido da visão possibilita que os seres vivos percebam com maior e melhor 

exatidão o ambiente que os cerca. Esse sentido age através de um conjunto de mecanismos 

neurológicos e fisiológicos que captam radiações luminosas e determinam as mais diversas 

impressões sensoriais. Com a visão é possível receber e processar informações externas 

muitos variadas e específicas, como por exemplo, distinguir formas, cores, movimento, 

distância, profundidade e muitas outras. 

Essa capacidade magnífica só é possível por causa de um órgão com alto nível de 

desenvolvimento evolutivo, complexidade e grau de sensibilidade elevado: o olho. Nos 

seres humanos, o olho desempenhou grande papel na evolução da espécie. Pois além de 

tornar os humanos aptos a enxergar, os olhos os ajudam a compreender o mundo de forma 

mais precisa.  

O olho humano é formado por estruturas extremamente especializadas que unidas e 

coordenadas desempenham papel vital no processo sofisticado de captação, desvio, 

focalização e transformação da luz em imagens. 

 

1.1.1 - O olho humano e suas estruturas 
 

Por serem extremamente sensíveis, os olhos humanos precisam de proteção e essa 

função é desempenhada por algumas de suas estruturas especializadas. A primeira delas é a 

órbita, que é um par de proeminências ósseas formadas pelas junções de partes dos ossos 

palatino, maxilar, zigomático, etmóide, frontal, esfenóide e lacrimal. A junção desses ossos 

forma cavidades perfeitas onde estão alocados os olhos. Além das orbitas, os olhos também 

estão protegidos pelas pálpebras, que são constituídas por um tecido músculo-fibroso, 

revestidas internamente pela membrana conjuntiva e externamente por pele e possuem nas 

suas bordas os cílios. Os cílios são pêlos que não permitem que excessos de luz emitidos de 

determinados ângulos entrem nos olhos e evitam que partículas estranhas cheguem ao 

globo ocular. E finalizando o sistema básico de proteção, estão as sobrancelhas, que 
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localizadas acima dos olhos, não permitem que quantidades relativas de partículas e 

líquidos (principalmente suor) desçam para os olhos (Dantas, 1995; Gray, 1998; Sobotta, 

2000).  

O movimento dos olhos é coordenado por um conjunto de seis músculos 

extraoculares que estão localizados ao redor do globo ocular. A contração desses músculos 

(que pode ser voluntária) dá ao olho a capacidade de se mover em qualquer direção e 

aumentar para cerca de 180 graus o campo visual (Dantas, 1995; Gray, 1998). 

O globo ocular apresenta, aderidas entre si, três camadas concêntricas com a função 

de visão, nutrição e proteção. São elas, a camada externa, a camada média e a camada 

interna. A camada externa tem a função de proteção e é formada pela membrana 

conjuntiva, pela esclera e pela córnea. A camada média ou vascular é formada pela coróide, 

cório, íris e o corpo ciliar. E, por fim, a camada interna que é formada pela retina e tem 

desempenho relacionado às funções nervosas (Dantas, 1995; Gray, 1998; Sobotta, 2000). 

Para que tenha formato esférico e fique distendido, o globo ocular precisa da 

pressão interna exercida pelo líquido intraocular. Esse líquido é formado pelo 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 intraocular (Netter, 2000; Sobotta, 2000). 

Revestindo a parte interna da pálpebra e a superfície da esclerótica, a membrana 

conjuntiva (túnica conjuntiva) tem a função de lubrificação ocular e defesa da superfície 

ocular contra agentes externos. Do exterior para o interior, está a esclera (túnica externa 

branca, opaca e fibrosa). A esclera possui consistência rígida, por isso é responsável pela 

manutenção da forma do olho e pela proteção das estruturas oculares.  

Uma associação entre a córnea e o cristalino forma uma espécie de lente que 

compõe o sistema óptico responsável por focalizar as imagens na retina. Individualmente, a 

córnea faz parte da camada externa do olho, tendo como funções a realização da 

transmissão e refração da luz e a participação na proteção da parte anterior do globo ocular. 

O cristalino, por sua vez, permite a possibilidade da visão precisa de objetos próximos ou 

distantes, ou seja, ele regula o foco dos objetos conforme a distância que eles estão dos 

olhos (Netter, 2000; Sobotta, 2000).  
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 A pupila é um orifício regulável por onde atravessam os raios luminosos 

procedentes do meio externo. A necessidade momentânea de luz para formação da imagem 

é que determina o tamanho da pupila. Esse tamanho é alterado pela contração e 

relaxamento muscular da íris, que está localizada no centro da pupila. Quando há pouca luz 

externa a pupila se dilata para que uma maior quantidade de luminosidade chegue ao 

interior do olho. Quando há muita luminosidade a pupila se contrai e não permite que muita 

luz chegue à retina (Guyton et al., 1997). 

Desenvolvendo possivelmente o papel mais importante na formação da visão, a 

retina é a camada formada por células fotossensoras e envolve internamente 75% do globo 

ocular. As células fotossensoras presentes na retina são os bastonetes e os cones. Os 

bastonetes são células que tornam possível a formação da visão em preto e branco e 

também a visão noturna. Os cones são responsáveis por proporcionar visão em cores 

(Dantas, 1995). Os raios paralelos que penetram no olho se encontram na retina, mais 

precisamente em uma região de extrema importância para a visão, a fóvea central. A fóvea 

é composta por um cone para a cor vermelha, um para a verde e outro para a cor amarela. 

Na fóvea a acuidade visual ideal para a geração da imagem considerada perfeita para os 

humanos é obtida: 20/20. Quanto mais distante da fóvea menor vai ser a concentração de 

cones, consequentemente diminuindo a acuidade visual. Em regiões mais distantes, como a 

periferia da retina, a acuidade visual pode ser de apenas 1/10 (20/200), propiciando uma 

visão deficiente. Próximo à fóvea está localizado o ponto cego, que assim é chamado por 

causa da ausência de receptores sensoriais responsáveis por responder aos estímulos 

visuais. Outro ponto importante é que nesta região acontece a ligação entre a retina e o 

nervo óptico (Dantas, 1995; Sobotta, 2000; Netter, 2000). O nervo óptico é formado por um 

grupo de fibras nervosas e artérias e tem como atividade principal transportar as sensações 

visuais do olho para o cérebro, isto é, desenvolve uma função unicamente sensitiva, pois 

conduz a luz captada pela retina e fóvea para o córtex cerebral (Aumont, 1995; Netter, 

2000). 

 A figura 1 mostra um resumo esquemático das principais estruturas que formam o 

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

principais estruturas. Modificado de Espírito Santo e colaboradores (2010) 
 

 
1.1.2 - A formação da imagem 
 
A formação da imagem é um processo altamente especializado e delicado, em que 

todas as estruturas envolvidas precisam estar funcionando perfeitamente e, principalmente, 

estar trabalhando em completa harmonia entre elas.  

Esse processo de formação da imagem tem início quando a luz proveniente do 

ambiente externo chega à córnea, vindo de diversas direções e com diferentes intensidades. 

Essa luz atravessa o humor aquoso, passa pela pupila, que regula a quantidade de luz 

penetrante, e chega ao cristalino. Por sua vez, o cristalino age como lente de focalização 

que converge os feixes luminosos para um ponto focal localizado na retina, a fóvea. A 

energia luminosa chega de forma invertida nessa região. Na região da retina estão 

localizados mais de cem milhões de células fotossensíveis conhecidas como cones e 

bastonetes. Essas células fotossensíveis convertem a energia luminosa em impulsos 

eletroquímicos. O nervo óptico se encarrega de levar esses impulsos ao cérebro, mais 
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precisamente no córtex cerebral. É no córtex que ocorre o processamento das imagens 

recebidas pelos olhos, de modo que a imagem antes invertida seja processada da forma 

correta. O cérebro então após processar os impulsos recebidos, os transforma em imagem 

com riquezas de detalhes. Por isso é possível distinguir formas, cores, intensidades 

luminosas, relevo, entre outras (Aumont, 1995; Dantas, 1995; Guyton et al., 1997; Sobotta, 

2000; Netter, 2000). 

 

1.2 - A perda visual 
 

1.2.1 - Definição 
 

Segundo a Organização Mundial de Sáude, OMS, a função visual pode ser dividida 

em quatro níveis. Esses níveis são a visão normal, a deficiência visual moderada, a 

deficiência visual grave e a cegueira.  

Para um indivíduo ser enquadrado em um desses níveis, é preciso avaliar a 

Acuidade Visual (AV) do mesmo. Essa acuidade é determinada pela menor imagem 

retiniana percebida pelo indivíduo e sua medida é dada pela relação entre o tamanho do 

optotipo (menor objeto) visualizado e a distância entre esse objeto e os olhos. A medida 

objetiva da quantidade de visão é representada em uma fração onde o numerador é o 

número 20, que é a distância em pés entre o observador e o objeto (representa 6 metros), e o 

denominador é o tamanho do optotipo. Quanto maior for o denominador menor será a 

acuidade. Portanto, se um indivíduo tiver a AV em torno de 20/20 terá uma visão 

considerada normal. Quando a acuidade for próxima da 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 & Dandona 

2006).  

Definida como a ausência do sentido da visão, a cegueira é caracterizada pela perda 

ou privação congênita, total ou parcial, temporária ou permanente da visão, que pode 

decorrer de lesão no próprio olho, nas vias ópticas ou nos centros nervosos superiores. A 

perda visual pode ter origem de quatro maneiras distinta, são elas: traumas oculares 

(choques físicos, ação de corpos estranhos e exposição às substâncias nocivas), doenças 
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infecciosas (tracoma, oncocercose, etc), doenças sistêmicas (diabetes, hipertensão arterial, 

etc) e causas congênitas (diversas formas de malformações oculares, catarata congênita, 

glaucoma congênito e neuropatia óptica hereditária de Leber) (Souza & Rodrigues, 1997; 

Cimerman & Cimerman, 1999; Orssaud, 2003; Neves, 2005; OMS, 2013).  

 

1.2.2 - Principais consequencias da cegueira 
 

A cegueira tem consequências negativas importantes no que diz respeito à saúde 

pública. A principal influência ocorre diretamente no desenvolvimento social e econômico 

das pessoas afetadas (Salomão et al 2009).  

Segundo estudos publicados por Fitzgerald, em 1970, e Cholden, em 1984, os 

indivíduos afetados pela perda visual, enfrentam problemas psicopatológicos importantes. 

Esses problemas que afetam a qualidade de vida dos indivíduos são divididos em quatro 

fases: 

- Primeira fase: descrença (paciente geralmente nega a cegueira); 

- Segunda fase: protesto (pacientes procuram outras opinião profissionais e não 

aceitam formas de auxílio, como braile, e/ou objetos, como bengalas); 

- Terceira fase: depressão (paciente deixa de viver normalmente); 

- Quarta fase: recuperação (paciente aceita a cegueira). 

Das fases citadas acima, a terceira fase é a mais preocupante, pois os indivíduos têm 

a tendência de se isolar em relação às outras pessoas, se afastar das atividades que realizava 

anteriormente e, em muitos casos, cogitam a possibilidade de suicídio. Já a fase de 

recuperação, enumerada como quarta e última fase, pode ocorrer realmente após as três 

fases anteriores ou em qualquer outro momento. O tempo entre as fases citadas pode variar 

de pessoa para pessoa e está diretamente ligada às possibilidades de desenvolvimento, ou 

não, de distúrbios psicopatológicos graves e/ou irreversíveis (Fitzgerald, 1970; Cholden, 

1984). 
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1.2.3 - Estimativas da perda visual 
 

1.2.3.1 - Perda Visual no mundo 
 

A Organização Mundial de Saúde, atendendo a um pedido da 28ª Assembleia 

Mundial da Saúde, criou em 1975 a Agência Internacional para Prevenção da Cegueira 

(IAPB).  A IABP tinha como função apoiar e incentivar grupos profissionais e organizações 

não-governamentais a estabelecer cuidados especiais sobre assuntos oftalmológicos. Três 

anos depois, no ano de 1978, foi estabelecido o Programa da OMS de Prevenção de 

Cegueira e, com ele, foi criada uma base de dados sobre a cegueira no mundo.  

No ano de 1979, a OMS divulgou dados globais sobre a cegueira referentes ao ano 

de 1975, estimando aproximadamente 28 milhões de cegos e 86 milhões de indivíduos com 

algum tipo de deficiência visual. Esses dados só voltaram a ser atualizados publicamente 

em 1990, quando o número de pessoas com cegueira foi contabilizado para 

aproximadamente 38 milhões. Resnikoff e colaboradores afirmaram, em 2004, que existiam 

em todo o planeta cerca de 37 milhões de pessoas com cegueira e 124 milhões de pessoas 

com deficiência visual. Em março de 2009 a OMS afirmou que existem cerca de 45 

milhões de cegos e 314 milhões de indivíduos com alguma deficiência visual em todo o 

mundo, porém esse número contabiliza também pacientes com deficiência visual devido a 

erros refrativos não-corrigidos. Em 2013, a OMS na divulgação do estudo Universal eye 

health: a global action plan 2014-2019 atualizou e corrigiu os dados divulgados 

anteriormente. Os novos valores, com números relativos ao ano de 2010, determinaram que 

existiam 39 milhões de cegos e 285 milhões de pessoas com alguma deficiência visual. 

Na maioria dos casos, os mais afetados são os idosos. Em contrapartida, as mulheres 

apresentam um risco maior em qualquer faixa etária. Outro ponto relevante levantado pela 

OMS é que existem cerca de 19 milhões de crianças, com idade abaixo dos 15 anos, com 

deficiência visual. Desses 19 milhões, cerca de 63% (12 milhões) são portadoras de 

deficiências visuais reversíveis. A OMS também afirma que aproximadamente 1,5 milhões 

de menores possuem cegueira irreversível e cerca de 65% deles morrem até dois anos 

depois de ter perdido a visão. 
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Países em desenvolvimento possuem entre 80% e 90% dos casos de cegueira no 

mundo, 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).  

Ainda segundo a OMS, as causas mais frequentes 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 frequentes estão a catarata, diabetes, 

descolamento de retina, glaucoma, retinopatias e causas acidentais.  

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). 

Atualmente, a OMS fez um levantamento 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 (Resnikoff et al., 2004; OMS, 2013).  

Uma projeção baseada em vários estudos, incluindo o de Frick & Foster (2003) e a 

iniciativa Vision 2020, a OMS ressalta que, se não ocorrerem intervenções adicionais 

imediatamente, até o ano de 2020, o número de casos de cegueira no mundo chegará a 

alarmantes 76 milhões. 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 a 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 & Kara-

José, 2004; Resnikoff et al.2004; Salomão et al., 2009). 
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1.2.3.2 - Perda visual no Brasil 
 

No Brasil, um estudo no ano 2000, realizado por Kara-José & Arietam, estimou que 

cerca de 0,5% da população sofre 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 em território nacional brasileiro existiam 150 mil cegos e 16,6 milhões de 

pessoas com deficiência visual. Outro dado revelado pelo IBGE é que a Região Sudeste, 

mesmo sendo mais populosa que as outras regiões, ficou em segundo lugar no número de 

pessoas cegas. Foram 54600 cegos da Região Sudeste contra 57400 cegos da primeira 

colocada, a região Nordeste. São Paulo apresentou 23900 cegos e foi considerado o estado 

com o maior número de cegos, seguido pela Bahia, com 15400. 

Considerando os dados coletados em 2000 e levando em consideração que nesse 

mesmo ano a população brasileira era de cerca de 160 milhões de habitantes, surgiu a 

estimativa de que em 2010, se o número de casos fosse aumentando gradativamente, o total 

de cegos chegaria a algo em torno de 640.000 no país. Porém, o censo realizado pelo IBGE 

no mesmo ano (2010) revelou que no Brasil existiam aproximadamente 582 mil pessoas 

cegas e 12,5 milhões de portadores de deficiências visuais. 

No Brasil, a estimativa de prevalência da cegueira sofre variações em termos de 

diferentes níveis socioeconômicos existentes. Esses casos vão depender da taxa de 

desenvolvimento das áreas envolvidas. Portanto, é possível estimar que exista uma 

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. 

 

1.2.4 - Causas genéticas 
 

Em 1980, François garantiu que mais de 50% de todas as doenças relacionadas à 

visão eram devidas a um fator genético.  
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No ano 2000, dados da Academia Americana de Oftalmologia (American Academy 

of Ophthalmology) indicaram que 90% de doenças médicas podem ter seu 

desenvolvimento influenciado por um componente genético importante. Doenças oculares 

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

possuem fatores genéticos muito evidentes (Orssaud, 2003; Rosemberg, 2003).  

Pacientes que possuem doenças relacionadas a fatores genéticos, na maioria dos 

casos, não apresentam 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).  

Analisando as mais variadas manifestações de doenças que causam cegueira de 

origem genética, várias delas têm relação com a mitocôndria. A atrofia autossômica 

dominante, que apesar de ter origem em mutações localizadas em um gene nuclear, 

apresenta suas principais consequências diretamente na ação das mitocôndrias. Por outro 

lado, a retinite pigmentosa, a catarata congênita e a neuropatia óptica hereditária de Leber 

são exemplos de doenças causadas por alterações genéticas ocorridas inteiramente no DNA 

mitocondrial (Guerrero et al., 1998; Simon et al., 1999; Orssaud, 2003). 

 
 
 

1.3 - A mitocôndria 
 
 
Encontradas em todas as células eucarióticas, as mitocôndrias são organelas 

citoplasmáticas, esféricas e alongadas. São relativamente pequenas, podendo medir de 0,5 a 

1 mícron de largura e até 10 micra de comprimento. Porém, são responsáveis pela execução 

de funções vitais dentro da célula, ou seja, são essenciais para o funcionamento celular. As 

principais funções mitocondriais são o ciclo do ácido cítrico, a oxidação de ácidos graxos, 

biossíntese de aminoácidos e, principalmente, a transformação de energia química dos 

metabólitos citoplasmáticos em energia acessível à célula (Nardin & Johns, 2001).  
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1.3.1 - Cadeia respiratória mitocondrial 
 

A energia gerada pelas mitocôndrias 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 mitocondrial começa quando, através do ciclo do ácido cítrico, 

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

de carbono e água, liberando íons de hidrogênio que reduzem o dinucleotídeo adenina-

nicotinamida (NAD) e o dinucleotídeo adenina-flavina (FAD) para NADH e FADH2, 

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

consequente 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 & Johns, 2001; Wallace et al., 1999).  

O processo citado acima acontece na membrana mitocondrial interna, que pode ser 

separada em cinco complexos enzimáticos responsáveis pela OXPHOS, chamados 

complexos I, II, III, IV e V (Tabela 1). 

  

Tabela 1- Cinco complexos enzimáticos da cadeia respiraria mitocondrial 

Complexo Enzimático 
Número de Subunidades 

Nucleares 

Quantidade (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. 

 



14 
 

As subunidades pertencentes aos complexos respiratórios são codificadas pelo DNA 

nuclear, sintetizadas nos ribossomos citoplasmáticos e levadas para as mitocôndrias. A 

ATP é formada a partir de difosfato de adenosina (ADP) + fosfato inorgânico (Pi) 

produzida pela energia livre gerada pelo transporte de elétrons pela cadeia respiratória. O 

complexo I e o complexo II removem os elétrons de NADH e os elétrons do succinato, 

respectivamente. Os elétrons passam através do complexo III para o citocromo c, em 

seguida para o complexo IV, e finalmente a água é produzida pelo oxigênio. O processo de 

transporte de elétrons é tornado uma cadeia respiratória por causa da necessidade de 

oxigênio. A cadeia transportadora de elétrons libera energia que é usada como bomba de 

prótons por intermédio da membrana mitocondrial interna. Nesta etapa, é criado um 

gradiente eletroquímico que é utilizado pelo complexo V como uma fonte de energia 

potencial para condensar Pi e ADP e fabricar ATP. A membrana mitocondrial interna troca 

o ATP formado por ADP. Porém, caso necessário o ADP pode ser ressintetizado em ATP.  

(Champe et al., 1997; Junqueira & Carneiro, 1999; Wallace et al., 1999; Nardin & Johns, 

2001). 

 

 
1.3.2 - DNA Mitocondrial 
 

 

A mitocôndria possui uma característica extremamente importante e totalmente 

ímpar em relação às outras organelas: a presença de um material genético próprio, 

conhecido como o DNA Mitocondrial (mtDNA) (Chan, 2006).  

O DNA mitocondrial foi descrito pela primeiro vez em 1966 por Van Bruggen, 

Sinclair e Stevens & Nass. Porém, apenas em 1981 foi totalmente sequenciado por 

Anderson e colaboradores.  

O mtDNA é considerado semiautônomo, pois possui um sistema independente de 

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

dependente do DNA nuclear. Outra característica interessante está ligada ao padrão de 

herança. O processo de transmissão do material do genético mitocondrial é materno, isto é, 

o mtDNA é herdado da mãe. Isso acontece porque as mitocôndrias presentes nos 
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espermatozóides não penetram no óvulo durante a fecundação, pois estão localizadas na 

região da cauda. Além disso, alguns autores afirmam que existe no óvulo um sistema de 

destruição de mitocôndrias provenientes dos espermatozóides. Portanto, fica evidente que 

doenças geradas a partir de alterações no mtDNA são passadas aos descendentes apenas 

pelas mães (Howell et al., 2000; Carvalho et al., 2002; De Robertis, 2003; Scharfe et al., 

2009). 

O DNA mitocondrial representa apenas de 1 a 2% de todo DNA encontrado nas 

células. Ele é responsável por codificar cerca de 10% das proteínas constitutivas das 

mitocôndrias. Para que haja um bom funcionamento dessas proteínas constitutivas, é 

necessária uma ótima cooperação entre o DNA nuclear (nDNA) e o DNA mitocondrial. O 

mtDNA possui 16569 pares de bases (pb), organizados de forma circular, que codificam 

RNAs ribossômicos grandes (16S, MTRNR2), RNAs ribossômicos pequenos (12S, 

MTRNR1) e 22 RNAs transportadores. Estes RNAs estruturais traduzem 13 polipeptídeos. 

Essas proteínas codificadas são componentes de suma importância 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 

composto por uma dupla fita circular, compacto e sem íntrons (Figura 2). Uma cadeia 

pesada (H) e outra leve (L) são formadas pela assimetria na distribuição de citosinas e 

guaninas nas fitas de mtDNA. São 37 genes no mtDNA, sendo 28 deles codificados pela 

cadeia H e 9 pela cadeia L (Góes, 2003). 
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Figura 2 - Esquema da dupla cadeia do DNA mitocondrial, evidenciando a cadeia pesada (H) e 
cadeia leve (L).  
Modificado de http://mayoresearch.mayo.edu/mayo/research/ross_lab/variations.cfm&docid 

 
 
 

1.3.3 - Homoplasmia versus Heteroplasmia 
 

As mitocôndrias, na divisão celular, são distribuídas de forma aleatória para as 

células-filhas, após se dividirem por fissão simples. Uma propriedade relevante da 

mitocôndria é a presença de várias cópias de mtDNA dentro de cada célula, característica 

essa chamada de Poliplasmia. No ano de 1994, Alberts relatou que a quantidade de 

mitocôndrias tende a variar entre as células, indo de aproximadamente 500 a 10 mil delas 

por célula. Esse número varia de acordo, principalmente, com o organismo e o tecido em 

que as células portadoras dessas organelas se encontram. Outro fator que influencia o 

número de mitocôndrias por célula está diretamente ligado à atividade metabólica e 

demanda energética de cada região (Voet et al., 2006). 

Por existirem em grande número e serem distribuídas aleatoriamente após a divisão, 

as mitocôndrias podem apresentar uma condição chamada heteroplasmia, que é a presença 
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de mtDNA mutante e normal simultaneamente dentro de uma mesma célula. Porém a célula 

normalmente apresenta mitocôndrias com apenas mtDNA normal ou mtDNA mutante. A 

essa condição se dá o nome de homoplasmia (Carvalho et al., 2002).     

Se uma célula contendo mtDNA heteroplásmico se divide o resultado também será 

aleatório, gerando três condições possíveis:  

1- Células com mitocôndrias com mtDNA normal e mutante (heteroplasmia); 

2- Células com mitocôndrias com apenas mtDNA mutante (homoplasmia);  

3- Células portando somente mitocôndrias com mtDNA normal (homoplasmia). 

A maioria das alterações maléficas no mtDNA estão em estado de heteroplasmia. 

Em contrapartida, os polimorfismos não patogênicos são homoplásmicos (Nardin & Johns, 

2001; Carvalho et al., 2002). 

 

1.3.4 - Haplogrupos mitocondriais 
 

O DNA mitocondrial possui uma taxa alta de polimorfismo.  Um número de 

variações não maléficas na sequência do mtDNA se fixaram em diferentes populações 

durante a evolução humana e foram transmitidos ao longo das gerações. Por ter herança 

exclusivamente materna e não recombinar, estes polimorfismos acumulados (haplótipos) 

foram sendo repassados pelas mulheres desde o surgimento da espécie humana até os dias 

de hoje. Os haplótipos são usados como marcadores moleculares e o conjunto deles, 

haplogrupos, são utilizados para determinar a origem ancestral mitocondrial de um 

determinado indivíduo ou população (Cann et al., 1987; Cann, 2001).  

Na sua origem, cada grupo populacional pertenceu a um ou mais haplogrupos. 

Atualmente, são 25 os principais haplogrupos, contendo um total de 497 variáveis 

polimórficas definidas (Tolk et al., 2001; Herrnstadt et al., 2002; Wallace, 2005; Romero et 

al., 2014). 

Todos os haplogrupos são descendentes de um ancestral em comum que surgiu na 

África. Esse primeiro haplogrupo específico africano foi chamado de L0 e deu origem a 

mais três linhagens africanas: L1, L2 e L3 (Figura 3). Ainda na África, L3 deu origem a 

duas novas linhagens, M e N, que por sua vez deixaram a África e colonizaram toda 
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Eurásia. O haplogrupo N deu origem aos haplogrupos H, I, J, Uk, T, U, V, W e X na 

Europa e aos haplogrupos A, B e F na Ásia. Também na Ásia, o haplogrupo M deu origem 

aos haplogrupos C, D e G. Já os haplogrupos A, C e D se tornaram mais frequentes no 

nordeste da Sibéria, antes de chegar aos Paleo-Índios. O haplogrupo X chegou à região 

central do Canadá. O haplogrupo B entrou nas Américas, passando pela Sibéria e pelo 

Ártico. Tempos depois, um processo migratório trouxe um haplogrupo A modificado do 

nordeste da Sibéria para o noroeste da América do Norte. Enfim, relativamente recente, 

derivados dos haplogrupos A e D se moveram do Círculo Polar Ártico para encontrar os 

esquimós (Torroni & Wallace, 1994; Cann, 2001; Herrnstadt, 2002; Wallace, 2005; 

Deberneva, 2009; mitomap.org, 2013; Meng et al.,2014). 

 

Figura 3 - Diagrama da história migratória dos haplogrupos do mtDNA humano. Números 
representam os possíveis anos que as alterações começaram a se fixar na 
população. Modificada de Wallace, 2005 

 

 

1.3.5 - Mutações no DNA mitocondrial 
 

Como já descrito, o DNA mitocondrial possui alta taxa de mutação. E essas 

mutações estão dividas em dois grupos que são os rearranjos e as mutações de ponto. Os 

rearranjos, que geralmente não são passados para as próximas gerações, são subdivididos 

em deleções (exclusão de nucleotídeo de um determinado lócus) e duplicações (adição de 
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nucleotídeo em um determinado lócus). As mutações de ponto, que são herdadas com 

padrão de herança materno, que consistem em substituição de nucleotídeos e aminoácidos 

(condição mais rara descrita em algumas doenças neurológicas e oftalmológicas). 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).  

A alta taxa de mutações eleva consideravelmente o número de manifestações 

sistêmicas e neurológicas. São descritas diversas manifestações sistêmicas, dentre elas 

podem ser citadas: 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: cefaleia 

vascular, convulsões, demência, depressão, distonia, mioglobinuria recorrente, episódios 

apoplexiformes, mielopatia, mioclonia, miopatia, nistagmo, oftalmoplegia, ataxia, 

retinopatía pigmentar, surdez e neuropatias ópticas (Guerrero et al., 1998; Marriage et al., 

2003; Scharfe et al., 2009).  

De todos os principais fenótipos associados à doenças mitocondriais, com certeza as 

doenças que ocasionam comprometimento da visão merecem destaque. Esse 

comprometimento visual ocorre principalmente por disfunções do nervo óptico. As 

neuropatias ópticas mais comuns encontradas na prática clínica são a neuropatia óptica 

hereditária de Leber e a atrofia óptica autossômica dominante (Yu-Wai-Man et al, 2009). 

 

1.4 - Neuropatia óptica hereditária de Leber (LHON) 
 

1.4.1 - Histórico 
 

A atrofia óptica de Leber foi descrita pelo alemão Teodor Leber em 1871. O 

oftalmologista alemão havia descrito pela primeira vez a doença, após estudar indivíduos 

de quatro famílias distintas. Leber descreveu a atrofia óptica como uma súbita perda de 

visão em homens jovens com um histórico familiar de cegueira. Mas também notou que a 
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transmissão da doença era unicamente materna, que os homens estavam mais expostos ao 

efeitos que as mulheres e que o acometimento foi quase exclusivamente do nervo óptico 

(Leber, 1871). 

Posteriormente a atrofia óptica de Leber passou a se chamar Neuropatia Óptica 

Hereditária de Leber (LHON). 

Wallace e colaboradores, em 1988, publicaram a descoberta da primeira mutação de 

ponto no mtDNA associada à doença humana. Essa mutação foi associada à famílias com 

quadro clínico da LHON. Desde então, buscando a melhor teoria que explique a patogênese 

e fatores determinantes para a expressão desta doença, surgiram inúmeras pesquisas 

relacionadas à clínica, genética e bioquímica da doença (Wallace et al, 1988; Newman, 

2002). 

Atualmente a LHON é a doença mitocondrial considerada mais frequente na 

população caucasoide, tendo uma prevalência estimada em 1:50000, segundo Orssaud 

(2003). Outro estudo realizado mostra que a prevalência da LHON no nordeste da 

Inglaterra é de 1:31000 indivíduos, sendo que 1:8500 deles são portadores de alto risco de 

perda visual. Valores bastante similares foram relatados em outras populações caucasianas, 

com uma prevalência de 1:39000 na Holanda e 1:50000 na Finlândia. Na Austrália, 2% das 

pessoas com registro de cegueira são portadoras da LHON (Mackey & Buttery, 1992; Man 

et al., 2003; Spruijt et al., 2006; Puomila et al., 2007). 

 

 

1.4.2 - Sintomas 
 

Atualmente a LHON é descrita como 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; Man et al, 2009; Kodrón et al., 2014). 

A LHON afeta geralmente adultos jovens, com uma idade média de início das 

manifestações entre os 18 e 35 anos, mas a idade dos pacientes pode variar 

consideravelmente. Os indivíduos afetados são, na maioria dos casos, assintomáticos até 
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que se desenvolva embaçamento visual que afeta o campo central da visão em um dos 

olhos. Sintomas similares aparecem no outro olho. A perda da 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 

aproximadamente 25% dos casos, ou posteriormente, por vezes com um intervalo que pode 

atingir 9 meses (Orssaud, 2003; Yu-Wai-Man & Chinnery, 2008; Aitullina et al., 2013).  

A acuidade visual é severamente reduzida, podendo chegar a valores inferiores a 

20/400. Outro sintoma observado é a anomalia que interfere na percepção das cores 

conhecida como discromatopsia (Biousse & Newman, 2001; Orssaud, 2003; Yu-Wai-Man 

& Chinnery, 2008). Alguns pacientes podem sentir dor durante a perda da visão, mas na 

grande maioria dos casos ela é indolor (Huoponen, 2001).  

Os homens apresentam perda subaguda ou aguda da visão bilateral quatro vezes 

mais frequente que as mulheres (Yu-Wai-Man & Chinnery, 2008). O fato de indivíduos do 

sexo masculino serem mais acometidos que do sexo feminino ainda não foi esclarecido, 

mas há a hipótese de que as mutações do mtDNA por si só não sejam suficientes para que 

ocorra a expressão fenotípica da LHON. Esse fato sugere que genes nucleares, localizados 

no cromossomo X, possam interagir no desenvolvimento da maior incidência dos efeitos da 

doença em homens (Bu & Rotter 1991; Aitullina et al., 2013). 

Segundo Yu-Wai-Man & Chinnery (2008), o diagnóstico da doença pode ser obtido 

através de exames oftalmológicos. Os principais exames e suas funções são:  

 Angiofluoresceinografia - Identificar características e alterações vasculares na fase 

aguda;  

 Perimetria de Goldmann - Rastrear a presença de escotoma central ou escotoma 

centrocecal característico;  

 Estudos eletrofisiológicos - Confirmar a disfunção do nervo óptico e ausência de 

doenças na retina 

 Imagem craniana - Excluir outras causas compressivas, infiltrativas e inflamatórias 

de neuropatia óptica bilateral;  
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Apesar das mutações mitocondriais serem as principais responsáveis pela 

efetividade da doença, alguns fatores têm sido descritos como complicadores ou até 

desencadeadores dos sintomas da LHON. O tabaco, o álcool, a exposição a solventes 

orgânicos, as doenças auto-imunes, o uso de drogas para o tratamento de outras doenças e 

carências nutricionais, como a falta da vitamina B12 no organismo, podem estar 

relacionados à progressão mais rápida e/ou grave da doença (Ikeda et al., 2006; Pott & 

Wong, 2006; Yu-Wai-Man et al., 2009). 

Com o passar dos anos, a quantidade de mutações tem variado consideravelmente. 

A princípio foram identificadas três mutações principais, que foram denominadas mutações 

primárias, e quatorze mutações subsequentes, mais raras, chamadas de mutações 

secundárias (Man, 2002). No ano de 2009, Yu-Wai-Man e colaboradores relataram vinte e 

uma mutações importantes. No início de 2010, o número de mutações registradas no Banco 

de Dados Mitomap era de 32. Em todos os casos citados, as mutações sempre estavam 

divididas em mutações primárias e secundárias. Em meados do ano de 2012, após 

atualização dos dados do Mitomap, o número de mutações primárias foi aumentado de três 

para catorze. Após essa atualização, a denominação Mutações Secundárias caiu em desuso. 

Dezoito mutações, menos frequentes (encontradas em uma única família ou em um único 

caso) foram definidas como mutações candidatas da LHON 

(http://www.mitomap.org/MITOMAP/MutationsLHON). 

Das catorze mutações primárias, três delas são consideradas como principais, pois 

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

em 95% dos indivíduos portadores de LHON. As outras onze mutações primárias são 

consideradas raras e foram relatadas em 5% dos casos. São justamente nessas mutações 

mais raras, juntamente com as mutações candidatas, que os autores divergem, pois apesar 

de muitas dessas mutações terem sido descritas, a sua ocorrência é rara, a interpretação das 

alterações é complexa e os seus mecanismos de ação ainda não foram esclarecidos (Man & 

Chinnery, 2008; Yu-Wai-Man et al., 2009; Pferffer et al., 2013; Kodrón et al., 2014). A 

tabela 2 mostra todas as mutações relacionadas à LHON, segundo dados compilados do 

Banco de Dados Mitomap: 
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Tabela 2 - Mutações mitocondriais relacionadas à LHON 

GENES 
MUTAÇÕES 

PRIMÁRIAS PRINCIPAIS PRIMÁRIAS RARAS CANDIDATAS 

MT-ND1 G3460A 

G3635A 
G3700A 
G3733A 
C4171A 

C4025T 
T4160C 

MT-ND2 - - 
C4640A 
G5244A 

MT-ATP6 - - T9101C 
MT-CO3 - - G9804A 
MT-ND3 - - T10237C 

MT-ND4L - T10663C - 

MT-ND4 G11778A - 
T11253C 
A11696G 

MT-ND5 - - 

T12811C 
C12848T 
G13051A 
A13637G 
G13730A 

MT-ND6 T14484C 

G14459A 
C14482A 
C14482G 
A14495G 
T14502C 
C14568T 

G14279A 
T14325C 
C14498T 
G14596A 

MT-CYB - - G14831A 
Dados retirados e compilados em 07 de julho de 2014 de 
http://www.mitomap.org/MITOMAP/MutationsLHON 

 

A maioria das mutações no mtDNA são encontradas em genes que codificam 

subunidades proteicas, na maioria dos casos nas NADH-desidrogenases, mas algumas 

mutações estão relacionadas à proteínas como Cytb, ATP6 e CO3 (Mroczek-Tonska, 2003). 

 

1.4.4 - Mutações primárias 
 

1.4.4.1 - Três principais mutações primárias 
 

Das catorze mutações primárias, três delas são principais e estão presentes em 95% 

dos casos. São elas: G11778A, T14484C e G3460A. Essas mutações estão presentes nos 
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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 & Chinnery, 2008). 

 

1.4.4.1.1 - Mutação primária G11778A no gene MT-ND4 
 

O gene mitocondrial NADH desidrogenase subunidade 4 (MT-ND4), tem a função 

de fornecer instruções para codificar a proteína NADH desidrogenase 4. Esta proteína faz 

parte do Complexo enzimático I (NADH - coenzima Q óxido-redutase) que é 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). 

 

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

 

Alterações no MT-ND4 podem ser determinantes no aparecimento de doenças, pois 

possivelmente interrompem a função normal do complexo I. Como exemplo de mutações 

no MT-ND4 que causam doenças pode ser citada a mutação C11777A, que foi identificada 
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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 G11778A, que é a causa mais comum de LHON, correspondendo a 69% dos 

casos. 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).  

A mutação G11778A ou Arg340His, troca uma guanina por uma adenina na posição 

11778 do mtDNA, o que acarreta na substituição do aminoácido arginina por uma histidina 

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). 

A forma como 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. 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 

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). 

 

1.4.4.1.2 - Mutação primária T14484C no gene MT-ND6 
 

O gene MT-ND6, também conhecido como gene mitocondrial NADH desidrogenase 

subunidade 6, 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). 
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O gene MT-ND6 está localizado a partir da posição 14.149 até a posição 14.673 do 

mtDNA (Figura 6). 

 

Figura 6 - Posição do Gene MT-ND6 no DNA mitocondrial. Modificado de 
http://ghr.nlm.nih.gov/html/images/chromosomeIdeograms/mitochondria/mt
nd6_highlight.jpg 

 
 

No gene MT-ND6 está localizada a mutação mitocondrial que é a segunda mais 

frequente na população mundial: a mutação T14484C. A mutação T14484C é descrita em 

14% dos casos. Os mesmos 14% encontrados na Finlândia (HUOPONEN; 2001 Yu-Wai-

Man et al., 2009).  

A mutação T14484C, também conhecida como Met64Val, troca uma timina por 

uma citosina na posição 14484 do mtDNA, o que como consequência 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). 

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

síndrome de Leigh: a mutação G14459A. Além de poder provocar a síndrome de Leigh, 

essa alteração, curiosamente, foi descrita também em pacientes com LHON e em 
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indivíduos com distúrbio do movimento chamado de distonia, que envolve contrações 

musculares involuntárias, tremores, e outros movimentos descontrolados. Esta mutação 

provavelmente 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). 

 

 
1.4.4.1.3 - Mutação Primária G3460A no gene MT-ND1 
 

Conhecido também como gene mitocondrial NADH desidrogenase subunidade 1, o 

gene MT-ND1 codifica uma proteína que faz parte do complexo I, a NADH desidrogenase 

1 (Lenaz G, 2004; Michell et al., 2006).  

O gene mitocondrial NADH desidrogenase subunidade 1 está localizado a partir da 

posição 3.307 até posição 4.263 do mtDNA (Figura 7). 

 

Figura 7 - Posição do Gene MT-ND1 no DNA mitocondrial. Modificado de 
http://ghr.nlm.nih.gov/html/images/chromosomeIdeograms/mitochondri
a/mtnd1_highlight.jpg 

http://ghr.nlm.nih.gov/exit?to=www.ncbi.nlm.nih.gov&vje=7bH4sIAAAAAAAAAEtPzUuND0pNSy1KzUtOLY4PKE3yTU2J96zJKCkpsNLXLy8v18tLTsrUy8vJ1cvLzNBLzy.TLyhNyk1N0Tc0tbAwNjK1tE.JLyixdUwqLilKTC4BAFaZbgpSAAAA
http://ghr.nlm.nih.gov/exit?to=www.ncbi.nlm.nih.gov&vje=7bH4sIAAAAAAAAAEtPzUuND0pNSy1KzUtOLY4PKE3yTU2J96zJKCkpsNLXLy8v18tLTsrUy8vJ1cvLzNBLzy.TLyhNyk1N0Tc0tbAwNjK1tE.JLyixdUwqLilKTC4BAFaZbgpSAAAA
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Mutação menos frequente, dentre as três principais, a G3460A está presente no gene 

MT-ND1. A mutação ocorre em 13% dos pacientes estudados no mundo, número mais uma 

vez idêntico ao da população finlandesa. Esta mutação é caracterizada pela troca de uma 

guanina por uma adenina na posição 3460 do mtDNA. Esta mutação tende a causar perda 

de visão intermediária, se comparadas com as outras mutações primárias, apresentando 

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

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

Mas não apenas a mutação G3460A está localizada no gene MT-ND1. Pelo menos 

cinco alterações importantes no gene podem desencadear MELAS (Miopatia mitocondrial, 

encefalopatia, acidose lática e episódios tipo AVC), porém as principais mutações 

relacionadas à doença estão localizadas em outros genes mitocondriais (Kirby et al., 2004; 

Kervinen et al., 2006). 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 as outras doenças citadas até então, o 

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

 

1.4.4.2 - Mutações primárias raras 
 

Se comparadas às três mutações principais, as mutações primárias raras se 

apresentam em um número quase três vezes maior. Ao todo são onze mutações primárias 

raras.  Mas apesar de serem numerosas, representam apenas 5% das ocorrências das 

mutações mitocondriais relacionadas à LHON (Achilli et al, 2012; 

http://www.mitomap.org/MITOMAP/MutationsLHON - Acessado 07 de julho 2014). 

Mutações primárias raras estão presentes em quase todos os genes descritos como 

portadores das principais mutações. São eles: o gene MT-ND1(G3635A, G3700A, G3733A, 

C4171A,), o gene MT-ND4L (T10663C) e o gene MT-ND6 (G14459A, C14482A, 

C14482G, T14502C, A14495G e C14568T). 

Até o presente momento, os autores não entraram em um consenso sobre a ação 

dessas mutações no desenvolvimento da doença, ou seja, essas mutações ainda não têm 
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ainda um papel definido na etiologia da neuropatia. A hipótese mais aceita é de que possam 

influenciar na progressão da doença ou a de que sejam marcadores polimórficos de 

diferentes haplogrupos (Nikoskelainen et al., 1996; Yu-Wai-Man et al, 2009; Aitullina et 

al., 2013; Rezvani et al., 2013). Porém, um estudo realizado por Achilli e colaboradores 

(2012) sugere que, apesar de raras, essas alterações tenham papel fundamental na ação da 

doença, assim como as três principais mutações primárias. 

 

1.4.4.3 - Mutações Candidatas 
 

Além das três principais mutações primárias e das mutações primárias raras, a 

LHON apresenta um grupo de mutações que foram encontradas em casos isolados ou 

apenas em uma única família. Por não terem sido detectadas em mais casos e não exibirem 

um mecanismo de ação na expressividade clínica da doença, essas alterações são 

denominadas Mutações Candidatas. As principais são: C4025T, G5244A, C4640A, 

T9101C, G9804A, T10237C, T11253C, A11696G, T12811C, C12848T, G13051A, 

A13637G, G13730A, G14279A, T14325C, C14498T, G14596A e G14831A. 

Yu-Wai-Man e colaboradores, em 2009, afirmaram que mutações raras (primárias 

raras e candidatas) 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 as mutações A11696G e/ou T14596A, 

T4160C e G14459A, respectivamente, estão associadas a pacientes com LHON e outras 

alterações clínicas ao mesmo tempo (Jun et al., 1994; De Vries et al., 1996; Gropman et al., 

2004; Tarnolsky et al., 2004). Fato esse descrito em estudos que 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).   
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1.4.5 - Fatores genéticos mitocondriais 
 

1.4.5.1- Heteroplasmia 
 

A LHON, na maioria das linhagens, apresenta as três mutações primárias principais 

em estado de homoplasmia. Isso significa que todas as mitocôndrias encontradas nas 

células dos indivíduos possuem DNA mutante. Em casos onde o estado encontrado seja 

heteroplásmico, acredita-se que a proporção entre mtDNA mutante e mtDNA normal possa 

colaborar com a penetrância incompleta. Há também a teoria de que seriam necessários, no 

mínimo, de 50 a 60% de moléculas de DNA mitocondrial mutadas para haver o risco de 

cegueira. Como a maioria dos indivíduos com LHON estão em homoplasmia, a proposta de 

um teste pré-sintomático em indivíduos com mutação para LHON, se mostra desnecessária 

(Smith et al, 1993; Chinnery et al, 2001) 

 Estudos comprovam também que em uma mesma família pode haver indivíduos 

com material genético em estado heteroplásmico e homoplásmico (Mroczek-Tonska et al., 

2002; Man et al., 2003) 

 

1.4.5.2- Haplogrupos do DNA mitocondrial - LHON 
 

O risco de perda visual para as três principais mutações primárias pode ser 

influenciado pelo haplogrupo do DNA mitocondrial, revela um estudo com 159 linhagens 

europeias da LHON. O haplogrupo J aumentaria o risco de perda visual quando presente 

em portadores das mutações G11778A e T14484C. Porém, o haplogrupo K adicionaria 

maior probabilidade de cegueira em indivíduos com a mutação G3460A. Por outro lado, os 

portadores da mutação G11778A teriam menor risco de perda visual quando possuem o 

haplogrupo H (Dudkina et al, 2005; Hudson et al, 2007; ; Meng et al.,2014). 

Estudos em outras populações analisaram possível relação entre os haplogrupos e as mutações 

encontradas em portadores da LHON. Em 17 linhagens de chineses portadores da mutação 

G11778A foram descritos os seguintes haplogrupos: B4a, B5, C, D4, D5, F1, M1, M7b, M8a, M10a e 

N9a (Qu et al, 2010).  O haplogrupo M7b1’2 tende a aumentar o risco de perda visual, enquanto o 
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haplogrupo M8a tem um efeito protetor, isto é, diminui o risco de perda visual em chineses 

portadores da mutação G11778A (Ji et al, 2008; ; Romero et al., 2014). 

Estudo na população tailandesa mostrou que o haplogrupo B5a1 tem forte 

associação com pacientes de LHON portadores da mutação G11778A e parece aumentar o 

risco de perda visual nestes indivíduos, enquanto o haplogrupo F1 poderia ter um efeito 

protetor (Kaewsutthi, 2011). 

Na população iraniana foi verificada associação entre as mutações G11778A e 

G3460A com os haplogrupos J e W, respectivamente (Shafa et al, 2006). 

No Brasil uma grande linhagem de LHON portadora da mutação G11778A, com 

ancestral materno de origem italiana, pertence ao haplogrupo J (Carelli et al, 2006). 

 

 
1.5 - Atrofia Óptica Autossômica Dominante (ADOA) 

 

1.5.1 - Histórico 
 

A Atrofia Óptica Autossômica Dominante (ADOA; MIM# 165500), também 

conhecida como atrofia óptica tipo juvenil, atrofia óptica de Kjer ou OPA1, foi descrita 

pelo oftalmologista dinamarquês Paul Kjer, em 1959, como uma doença genética 

caracterizada pela atrofia óptica bilateral progressiva em indivíduos jovens (Kjer, 1959).  

Porém existem relatos, da descrição da doença em outros estudos realizados antes 

dos executados por Paul Kjer. Exemplo disso foi a primeira descrição de atrofia óptica que 

apresentava diferenças em relação à LHON feita por Snell em 1897 (Snell, 1897).  

Em 1958, outro estudo relatou uma atrofia óptica com padrão de herança 

autossômico dominante e natureza congênita que a distinguia da LHON (Iverson, 1958). 

Aproximadamente 13 anos depois, Caldwell e colaboradores (1971) descreveram 

atrofia óptica na infância em duas famílias distintas, onde não houve consequências 

neurológicas, congênitas ou anormalidades do desenvolvimento.   

Foram descritas, no ano de 1978, famílias apresentando atrofia óptica de início 

tardio com possível padrão de herança autossômica dominante (Stendhal-Brodin et 

al.,1978). 
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Em 1979, foram realizados exames histológicos nos olhos de um paciente do sexo 

feminino, adulto, portador de atrofia óptica, com características clínicas muito semelhantes 

à ADOA e que teve sua visão severamente reduzida desde a infância. Foram notadas 

alterações patológicas na camada de células ganglionares da retina, além de perda de 

mielina no nervo óptico e no tecido nervoso. Também foi observada a degeneração de 

células ganglionares da retina. Outro ponto relevante foi que a maioria dos membros 

afetados da família eram portadores de dificuldades em diferenciar cores (Johnston et al., 

1979). 

Em meados de 1994, Eiberg e colaboradores descreveram que a atrofia óptica 

autossômica dominante era caracterizada por um início de atrofia óptica ainda na infância 

apresentando de moderada a grave diminuição da acuidade visual. Também foi observado 

escotoma centrocecal de densidade variável e discromatopsia.  

Um estudo em 1999 foi realizado comparando dados clínicos de possíveis 

portadores da doença com os resultados da análise genética. A maior parte dos casos 

estudados teve sua suspeita clínica confirmada por testes genéticos. A acuidade visual em 

indivíduos afetados foi altamente variável. Também foi notada palidez do disco óptico e 

defeitos na visão de cores mínimas. Em metade dos casos os sintomas começaram antes dos 

10 anos de idade (Johnston et al., 1999). 

Foram estudadas duas famílias com atrofia óptica autossômica dominante nos 

Estados Unidos. Esse estudo foi importante por apontar ligação com o cromossomo 3q28-

q29, variação fenotípica entre as famílias e possível influencia relacionada ao sexo, já que a 

perda visual entre homens afetados foi mais grave do que entre mulheres (Chen et al., 2000 

Skidd et al., 2013). 

 

1.5.2 - Bases clínicas 
 

Atrofia óptica autossômica dominante se apresenta clinicamente como uma 

neuropatia óptica bilateral. O início da atrofia óptica dominante é insidiosa, os sintomas 

muitas vezes não são percebidos pelos pacientes em seus estágios iniciais e são apanhados 

por acaso em exames de rotina olho. Esse início das manifestações da doença é geralmente 
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entre 4 e 6 anos de idade, mas a ADOA raramente é diagnosticada nessa faixa etária, pois 

dificilmente causa comprometimento grave da visão na infância. Com o passar dos anos, a 

evolução da perda visual tende a acelerar drasticamente, principalmente em adultos jovens, 

causando assim acometimento grave na visão em indivíduos, especialmente, com faixa 

etária superior aos 20 anos de idade (Orssaud, 2003; Yu-Wai-Man et al., 2010). 

Exames na visão revelam escotomas nos campos visuais centrais com preservação 

da visão periférica, palidez difusa do disco óptico, deficiência de visão de cores e escavação 

do disco óptico. A progressão da doença pode ser bastante variável, até dentro da mesma 

família, que vão desde casos leves a mais graves (Skidd et al., 2013; Yu-Wai-Man et al., 

2013). 

A acuidade visual varia de 20/20 a 20/200 em 85% dos pacientes adultos jovens e é 

menor que 20/200 nos 15% restantes. Porém, na maioria dos casos, o valor médio da 

acuidade é de 20/125 (Orssaud, 2003; Yu-Wai-Man et al., 2010).  

Alterações características de fundo de olho evidentes no exame são palidez temporal 

do disco óptico e, em sua fase final, a escavação do disco óptico, como também é visto na 

LHON e glaucoma de pressão normal (Figura 8).  

 

 
Figura 8 - Fundoscopia mostrando nervo óptico de individuo portador da ADOA. 

 

Além disso, outras manifestações clínicas foram associadas à ADOA: perdas 

auditivas neurossensoriais, oftalmoplegia externa crônica progressiva (OECP), problemas 

musculares, ataxia e retardo mental (Hoyt, 1980; Votruba et al., 1998; Sallum et al., 2002; 

Yu-Wai-Man et al., 2010). Mutações no OPA1 foram confirmadas como causadoras dessas 
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formas sindrômicas de ADOA, mas geralmente são raras, ocorrendo em famílias isoladas 

(Amati-Bonneau et al, 2003, 2005;. Shimizu et al, 2003.; Payne et al, 2004;. Liguori, 2008). 

Foi realizado um estudo multicêntrico de 104 pacientes manifestando ADOA plus 

(ADOA+) para definir o espectro fenotípico e história natural destas complicações 

neurológicas adicionais. Surdez neurossensorial (bilateral), começando no final da infância 

e início da idade adulta, foi a manifestação extraocular mais frequente, afetando cerca de 

65% dos casos. Outras características clínicas foram desenvolvidas a partir da terceira 

década de vida em diante; ataxia, miopatia, neuropatia periférica e OECP. Mutações no 

OPA1 também foram identificadas em famílias previamente identificadas como tendo 

paraplegia espástica hereditária autossômica dominante (HSP) (Spinazzi et al, 2008;. 

Zeviani, 2008; Mackey e Trounce, 2010). 

 

1.5.3 - Herança e incidência 
 

A atrofia óptica autossômica dominante é a forma mais comum de neuropatia óptica 

hereditária, com uma prevalência entre 1/12000 e 1/50000 (Ferre et al., 2009).  

Em países como a Dinamarca, a ADOA afeta 1 a cada 12000 indivíduos 

(Toomes et al., 2001). Já no norte da Inglaterra a prevalência da doença é 1 

em 35.000 indivíduos (Yu-Wai-Man et al., 2010).  

A ADOA é herdada de forma autossômica dominante. Ou seja, um paciente 

heterozigoto para a doença tem 50% chance de transmitir a enfermidade para os filhos 

(mesmo que seu parceiro não possua a doença).   

 

1.5.4 - Fisiopatologia 
  

A perda de visão em atrofia óptica dominante é devido à perda de fibras do nervo 

óptico de disfunção mitocondrial. Seis genes cromossômicos são descritos como causando 

atrofia óptica: OPA1, OPA2, OPA3, OPA4, OPA5 e OPA6. A ADOA está diretamente 

associada à mutações do gene OPA1 (Delettre et al., 2000). 
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1.5.4.1 - Gene OPA1 
 

Com 29 éxons distribuídos ao longo de 100 kb de DNA genômico, o gene da atrofia 

óptica 1, também conhecido como gene OPA1, está localizado no cromossomo 3q28-q29 

(Figura 9). O OPA1 participa da codificação de uma proteína de 960 aminoácidos que está 

ancorada à membrana mitocondrial interna, a GTPase. A GTPase codificada por OPA1 está 

envolvida em funções relacionados com as manutenções do mtDNA e do potencial de 

membrana, organização de cristas, com a fosforilação oxidativa e com o controle da 

apoptose mitocondrial através da compartimentação do citocromo c (Amati-Bonneau et al. 

2007; Hudson et al. 2008). Porém, a função mais significante que a GTPase desempenha é 

participar da fusão das mitocôndrias, que é de suma importância na organização da rede 

mitocondrial. A GTPase é expressa em muitos tipos de células e tecidos, incluindo o 

cérebro, a retina, os músculos esqueléticos, o fígado e o coração (Delettre et al., 2000; 

Olichon et al., 2006; Yu-Wai-Man et al., 2013). 

 

 

Figura 9 - Esquematização do posicionamento do gene OPA1 no cromossomo 3. 
Mais precisamente na posição 29 do braço longo do cromossomo. 
 

 

1.5.4.2 - Mutações no gene OPA1 

 

Alterações no gene OPA1 podem levar à disfunção global da mitocôndria e 

consequente colapso das estruturas que transmitem a informação visual dos olhos ao 

cérebro. Os indivíduos afetados primeiro demonstram perda progressiva das células 

nervosas da retina, chamados de células ganglionares da retina. Células ganglionares da 
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retina têm muitas mitocôndrias e uma demanda alta de energia. Por esse fato, alguns 

pesquisadores acreditam que pode torná-las particularmente vulneráveis à disfunção 

mitocondrial. Quando as células ganglionares morrem, ocorre degeneração do nervo óptico 

e gradual interrupção da transmissão normal da informação visual para o cérebro. Não está 

claro por que as mutações genéticas que causam ADOA afetam preferencialmente os olhos 

(Alexander et al., 2000; Delettre et al., 2000; Sallum et al., 2002; Amati-Bonneau et al. 

2005; Ferre et al., 2009; Yu-Wai-Man et al., 2013). 

Mutações no gene são responsáveis por cerca de 60 a 80% dos casos de ADOA. Por 

isso, diferentes mutações no OPA1 foram relatadas, incluindo alterações de nucleotídeos de 

base única dentro das regiões codificantes (44%), variações locais de splice (27%) e 

pequenas deleções de éxons e duplicações (29%). Segundo banco de dados eOPA1, foram 

descritas mais de 200 mutações patogênicas nesse gene. A maioria destas mutações causa 

problemas na formação da proteína. A mutação mais comum que causa ADOA é a 

2708delTTAG (http://lbbma.univ-angers.fr/lbbma.php?id=22&type=m - Acessado em abril 

2011). Atualmente, segundo o novo e maior banco de dados sobre ADOA, Mitodyn.org, o 

número de mutações registradas é de 334 (http://mitodyn.org/home.php?select_db=OPA1 - 

Acessado 11 de julho de 2014). 

Algumas mutações no gene OPA1, além de causar a ADOA, pode também afetar 

outros sistemas do corpo. Um dos efeitos é a condição que causa perda de visão e audição 

simultaneamente. Outro efeito causado é o surgimento de uma segunda condição mais 

grave, conhecida como ADOA plus (ADOA+). Esta condição implica na perda da visão, 

fraqueza nos músculos que controlam o movimento dos olhos (oftalmoplegia), dificuldade 

de equilíbrio e coordenação (ataxia), perda de audição, distúrbios nos nervos usados para o 

movimento muscular e sensação (motor e neuropatia sensorial) e fraqueza muscular 

(miopatia). Na maioria dos casos, estas duas condições são causadas pela mesma mutação. 

Esta mutação conhecida como R445H (Arg445His ou c.1334G>A) substitui uma arginina 

por uma histidina na posição 445 na proteína GTPase. Ainda não está claro como a 

mutação R445H age em todas essas condições (Sallum et al., 2002; Amati-Bonneau et al. 

2005; Ferre et al., 2009; Yu-Wai-Man et al., 2013).  
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A ADOA possui expressividade variável, porém a penetrância é relativamente alta, 

seguindo o padrão monogênico autossômico dominante (Alexander et al., 2000; Delettre et 

al., 2000; Sallum et al., 2002; Amati-Bonneau et al. 2005; Ferre et al., 2009).  

Alterações em três formas de atrofia óptica hereditária, para quais as bases 

moleculares são conhecidos, envolvem o mtDNA, como no LHON, ou genes nucleares que 

codificam proteínas mitocondriais, como atrofias ópticas OPA1 e OPA3. Isso indica que 

alterações das funções mitocondriais desempenham um papel essencial na patogênese da 

neuropatia óptica (Chevrollier et al., 2008; Yu-Wai-Man et al., 2010; Skidd et al., 2013; 

Yu-Wai-Man et al., 2013). 

 

1.6 - LHON versus ADOA 
 

Embora os mecanismos moleculares precisos envolvidos no desenvolvimento das 

atrofias ópticas hereditárias ainda não são bem compreendidos, foi demonstrado 

recentemente que ADOA e LHON possuem um defeito comum de acoplamento da 

fosforilação oxidativa.  Nesses dois casos, a hipótese é de que as mutações no mtDNA e no 

gene OPA1 afetariam a integridade mitocondrial, resultando em uma diminuição do 

fornecimento de energia para os neurônios do nervo óptico. Por sua vez, essa alteração 

nessa região resultaria na morte das células do nervo óptico, consequentemente causando a 

perda visual (Alexander et al., 2000; Chevrollier et al., 2008). 

Antigamente, por terem inicialmente sintomas clínicos bastante semelhantes, 

principalmente quando o histórico familiar era desconhecido, LHON e ADOA causavam 

confusão no diagnóstico inicial aos profissionais mais desatentos. Por tantas semelhanças, 

inclusive no mecanismo de ação da doença, alguns autores acreditavam que possivelmente 

a penetrância incompleta da LHON pudesse ser influenciada por alterações no gene OPA1. 

Mas essa teoria foi descartada no estudo realizado por Hudson e colaboradores (2010). 
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1.6.1 - LHON e a ADOA no Brasil: Estudos moleculares 
  

Até o presente momento, poucos estudos moleculares relacionados à LHON e a 

ADOA foram realizados na população brasileira.  

Os primeiros estudos moleculares da LHON com indivíduos brasileiros foram feitos 

por um grupo de pesquisadores formado por italianos, brasileiros e americanos com 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). No que se refere à frequência relativa 

das mutações primárias da LHON na população brasileira, apenas dois estudos foram 

realizados. Em 2010, Maciel-Guerra e colaboradores analisaram um grupo de pacientes 

com quadro clínico característico de LHON e determinaram que a frequência de portadores 

de mutações primárias foi de aproximadamente 77%, ou seja, menor que os 95% descritos 

em outras partes do mundo, mas próxima aos 73,2% encontrados nas populações asiáticas. 

Já no que diz respeito à frequência de cada mutação primária em particular, a mutação 

G11778A estava presente em 60% dos casos, a T14484C em 30% e a G3460 em 10%, 

diferindo da média das frequências encontradas em outras partes do mundo. Em um estudo 

mais recente, foram analisados 26 indivíduos com o diagnóstico clínico de LHON, sendo 

encontrados dentre eles dois casos com a mutação G11778A e dois com a mutação 

T14484C. Porém, nesse mesmo estudo, não foram detectados portadores da mutação 

G3460A ou de qualquer uma das 14 mutações raras estudadas (Amaral-Fernandes, 2010). 

Apesar dos estudos citados acima, não existem informações sobre a presença das mutações 

raras da LHON em nosso meio. 

No caso da ADOA, as informações sobre estudos moleculares ou de frequência de 

mutações na população brasileira são totalmente escassas. Não foram encontrados nos 

principais bancos de dados informações sobre pesquisas no Brasil. Por isso, estudos sobre o 

tema se fazem necessários com amostras de indivíduos brasileiros. 

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

que as frequências das mutações da LHON e da ADOA encontradas no seu território sejam 
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diferentes em relação as já documentadas na nossa própria população e em outras partes do 

mundo.  

Além disso, a análise molecular das mutações da LHON, assim como da ADOA, 

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 

ou da ADOA. 

Por fim, o estudo das mutações e haplogrupos mitocondriais relacionados à LHON e 

o rastreamento de alterações no gene nuclear OPA1 podem ser úteis também no 

prognóstico de cada paciente, pois a expressão fenotípica da LHON e ADOA pode variar 

de acordo com os diferentes backgrounds genéticos nos indivíduos da nossa população. 
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2 - OBJETIVOS 
 

2.1 - OBJETIVO GERAL 
 

Rastrear alterações mitocondriais relacionados à Neuropatia Óptica Hereditária de 

Leber e detectar mutações da Atrofia Óptica Autossômica Dominante em pacientes 

brasileiros com hipótese diagnóstica de Neuropatia Óptica Hereditária de Leber (LHON) e 

Neuropatia Óptica de Etiologia a Esclarecer. 

 

2.2 - OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

I - Rastrear e definir a frequência das principais mutações da LHON: G11778A, T14484C e 

G3460A; 

II - Detectar 21 mutações raras da LHON:  
- Primárias raras G3635A, G3700A, G3733A, C4171A, T10663C, G14459A, C14482A, 

C14482G, A14495G, T14502C e C14568T; 
- Mutações candidatas C4025T, T4160C, T11253C, A11696G, A13637G, G13730A, 

G14831A, C14898T, G14596A e G15257A;  
 
III - Otimizar o método de PCR Multiplex Alelo-Específico para detecção das três 

principais mutações primárias da LHON;  

 

IV - Padronizar a plataforma de genotipagem TaqMan® OpenArray® Genotyping para o 

rastreamento das três principais mutações primárias da LHON;  

 
V - Padronização da plataforma Espectrometria de Massa iPLEX Gold/Maldi TOF MS 

(Sequenom Inc.-San Diego, CA): 
- Rastreamento de onze mutações primárias; 
- Definição dos haplogrupos mitocondriais; 
 

VI - Determinar a sensibilidade da plataforma iPLEX Gold/Maldi TOF MS (Sequenom 

Inc.- San Diego, CA) para a detecção de baixas taxas de heteroplasmia; 

 

VII - Verificar a presença de mutações nos 10 principais éxons do gene nuclear OPA1. 
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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).  

Cento e um (101) pacientes com suspeita de neuropatia óptica foram avaliados no 

ambulatório de neuroftalmologia do Hospital das Clínicas da UNICAMP/ Departamento de 

Otorrino-Oftalmologia. Dentre eles, 67 apresentaram diagnóstico clínico da LHON e 34 

foram diagnosticados com Neuropatia Óptica de Etiologia a Esclarecer. Todos eles foram 

informados a respeito dos objetivos da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento 

Informado, fundamentado na Declaração de Helsink e nas diretrizes para coleta de amostras 

de Doença Genética Humana (National 863-Plan) e pelo Comitê de Ética em pesquisa da 

FCM-UNICAMP. 

Os principais critérios de inclusão e exclusão dos pacientes foram: 

- Critérios de inclusão: pacientes com diagnóstico prévio de neuropatia óptica, com 

perda visual indolor e bilateral, aguda ou subaguda, acuidade visual menor ou igual a 20/50 

para longe e menor ou igual a J3 para perto, discromatopsia e escotoma central ou 

cecocentral. 

- Critérios de exclusão: pacientes com cirurgia ocular ou qualquer patologia 

sistêmica ou ocular que possam causar perda visual. Exames de neuroimagem, tomografia 

computadorizada ou Ressonância Magnética, foram realizados para excluir qualquer 

anormalidade neurológica, em todos os pacientes com neuropatia óptica, independente do 

grupo ao qual o paciente pertence. 

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 e ter no máximo 30 anos de idade quando apresentou a doença. Nesses 

pacientes, as primeiras manifestações clínicas variaram de 14 a 30 anos, ocorrendo em 
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média aproximada de 25 anos de idade. O tempo médio entre o início e o fim da perda 

visual bilateral foi de um a quatro meses. 

Os pacientes com neuropatia óptica de etiologia a esclarecer foram aqueles que 

apresentaram exames clínicos, laboratoriais e de neuroimagem que não permitiram fechar o 

diagnóstico definitivo. Eles tinham características de evolução clínica e/ou de achados 

oftalmológicos não típicos de LHON e recorrência familial de neuropatia óptica com 

padrão de herança materno.  E também característica clínicas da ADOA. 

Além dos grupos citados acima, foram selecionados 100 indivíduos para formar o 

Grupo Controle Negativo. Os indivíduos desse grupo foram escolhidos no banco de DNA 

relacionado à surdez do Laboratório Genética Molecular Humana do CBMEG 

(UNICAMP), obedecendo à condição de serem maiores de 18 anos de idade, não 

apresentarem mutações relacionadas à surdez e não possuírem histórico de LHON, 

neuropatias ópticas atípicas ou qualquer tipo de perda visual. 

 

 

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. A estratégia principal de rastreamento molecular está compilada na figura 10. 
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Figura 10 - Esquema da estratégia principal dos testes moleculares realizados no 
Laboratório de Genética Molecular Humana do CBMEG no rastreamento das 
principais alterações relacionados à LHON e à ADOA. 

 
 

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 2000rpm por 15 minutos a 4°C. Depois 

dos 15 minutos o sobrenadante foi descartado e o precipitado (pellet) foi ressuspenso em 
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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 ressuspenso 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 

suficiente de fenol saturado com Tris-HCl 10 mM pH 8,0 até dobrar o volume da amostra. 

Foi homogeneizada a mistura por inversão lenta do tubo durante 5 minutos.  Para separação 

e recuperação da fase aquosa (sobrenadante) o tubo foi centrifugado a 2.500rpm 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 volumes 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 que de 200mL de TE 

1x.  

A verificação da qualidade do DNA genômico extraído foi realizada a partir da 

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

10X é composto de Tris 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. O gel 

foi corado em solução diluída de Brometo de Etídio (0,5mL/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 Principais 
 

O rastreamento das três principais mutações da LHON foi feito por PCR-RFLP 

(Polimorfismo do comprimento de fragmentos de restrição). 

 

3.2.2.1 - Mutação G11778A no gene MT-ND4 
 

De cada paciente foi amplificada a região do DNA mitocondrial que contém o 

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

mostrados na tabela 3. 

 

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

Nome Primers (5’3’) Tamanho (pb) 
G11778Aa AAC TAC GAA CGC ACT CAC  AG 20 
G11778Ab GAA GTC CTT GAG AGA GGA 18 

 

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 11 (Zeviani et al. 1991; Santorelli et al.1997). 
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Figura 11 - Ciclos de amplificação do fragmento para estudo da mutação G11778A.  
 

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 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 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 sequência normal teria que apresentar as bandas dos fragmentos de 

17 e 32pb, ao passo que na mutante seria perdido um sítio de SfaN 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. 

 

3.2.2.2 - Mutação T14484C no gene MT-ND6 
 

A região do mtDNA contendo o nucleotídeo da posição 14484 foi amplificada. Os 
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primers para a amplificação desta região, de 154pb, são mostrados na Tabela 4. 

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

Nome Primers (5’3’) Tamanho (pb) 

T14484Ca GTA GTA TAT CCA AAG ATA ACC A 22 

T14484Cb CTT CTA AGC CTT CTC CTA 18 

 

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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Ciclos de amplificação do fragmento para estudo da mutação T14484A 
  

72C 
1min

72C 
5min

95C 
1min

95C 
5min 

51C 
1min

30 ciclos 
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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). 

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

(metade agarose comum e metade agarose 1000) em tampão TBE 1X. A sequência normal 

apresenta as bandas dos fragmentos de 19 e 135pb, ao passo que na mutante perde-se um 

sítio de BsaBI 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 são mostrados na tabela 5. 

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

Nome Primers (5’3’) Tamanho (pb) 

G3460Aa GGC TAC TAC AAC CCT TCG C 19 

G3460Ab GGC TCT TTG GTG AAG 15 

 

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 
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(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 13: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Ciclos de amplificação do fragmento para estudo da mutação G3460A. 
 

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) e 1.5g de agarose. 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 e 0,5L da enzima BsaH I (5000U/l). 

72C 
30 seg 

72C 
5min

95C 
30 seg 

95C 
5min 

55C 
30 seg 

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

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

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 de mutações primárias raras e mutações candidatas da 

LHON 

 

Foram selecionadas 21 mutações raras da LHON seguindo indicações do Banco de 

Dados Mitomap durante os três primeiros anos da elaboração do presente trabalho. Dessas 

mutações selecionadas, 11 delas são consideradas mutações primárias raras e 10 são 

descritas como mutações candidatas (Tabela 6).  

 
Tabela 6 - Mutações primárias raras e mutações candidatas rastreadas no estudo 

Mutações Primárias Raras 

G3635A G3700A G3733A C4171A T10663C 
G14459A 

C14482A C14482G A14495G T14502C C14568T 

Mutações Candidatas 

C4025T T4160C T11253C A11696G A13637G 

G13730A G14831A C14898T G14596A G15257A 

 

Para o rastreamento dessas 21 mutações, foram rastreadas 7 regiões que tiveram 

seus fragmentos amplificados e sequenciados. O sequenciamento automático foi usado para 

rastrear as mutações. 
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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 principais, mudando apenas os primers e as 

temperaturas dos ciclos (Tabela 7). 

 

Tabela 7 - Mutações primárias raras e candidatas e seus respectivos primers. 

Região Mutações rastreadas Primers (5'-3') TM* 

1 G3635A, G3700A, G3733A, 
C4025T, T4160C e C4171A 

F - CCT AGG CCT CCT ATT TAT TC 
53,3ºC R - GAT TGT AAT GGG TAT GGA GAC 

2 
T11253C 

F - CGC AGG CAC ATA CTT CC 

53,3ºC R - GAT AGT TCT TGG GCA GTG AG 

3 
G11696A 

F - CTC TTC AAT CAG CCA CAT AGC 
55,7ºC R - CAT CAA AAA GCT ATT AGT GGG 

4 
T10663C 

F - GCT ACT CTC ATA ACC CTC AAC 
52ºC R - GCA TTG GAG TAG GTT TAG G 

5 
A13637G e G13730A  

F - GTC AAC CTC GCT TCC C 
51,4ºC R - GAG TTT TAG GTA GAG GGG G 

6 

G14459A, C14482A, 
C14482G, A14495G, 
T14502C, G14831A, 
C14898T, C14568T, 
G14596A 

F - CAC CAA GAC CTC AAC CC 

51,4ºC R - GTA TGC TTT GTT TCT GTT GAG 

7 
G15257A 

F - CTT ACT ATC CGC CAT CCC 
54,0ºC R - GGG CAA GAT GAA GTG AAA G 

* - TM - Temperatura media de anelamento dos primers 
F- Forward 
R - Reverse 

 

3.2.3.2. Sequenciamento automático 
     

Purificação dos produtos de PCR 
 

Os fragmentos amplificados por PCR foram purificados utilizando o Kit Wizard SV 

Gel and PCR Clean-UP System (Promega). Após a purificação, as amostras foram 
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quantificadas usando o marcador de peso molecular Low Mass DNA Ladder (GIBCO) para 

posterior sequenciamento. 

 

Reação de sequenciamento automático para produto de PCR 
 

As reações de sequenciamento foram realizadas no sequenciador automático ABI 

PRISM® 3700 DNA Analyzer, utilizando-se o BigDyeTM 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 

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

Figura 14. 

 

 

Figura 14 - Ciclos utilizados no sequenciamento. 
 
 

As reações de sequenciamento 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; 
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- 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 sequenciador, 

as seguintes etapas foram seguidas: 

- foi adicionado 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 sequenciador 

 

3.2.3.3 Análise das sequências obtidas 
  

As sequências obtidas foram analisadas e comparadas com a sequência normal 

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

 

 

3.2.4 - Otimização do método de PCR Multiplex Alelo-Específico para detecção 
das três principais mutações primárias 
 

O PCR multiplex alelo-específico, descrito por Bi e colaboradores (2010), é um 

teste diagnóstico que envolve o rastreamento das três principais mutações primárias da 

LHON simultaneamente em uma mesma reação de PCR. Essa reação tem como base um 

conjunto de quatro pares de primers que amplifica quatro fragmentos diferentes: 359pb, 

462pb, 808pb e 664pb referentes à, respectivamente, mutação G11778A, mutação 

T14484C, mutação G3460A e controle da reação (Tabela 8). 
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Tabela 8 - Primers do método de PCR Multiplex Alelo-Específico usado no rastreamento 
das mutações primárias da LHON.  

Mutação Gene Primers Sequência (5′-3′) Tamanho do 
fragmento 

G11778A MT-ND4 
L11760* ACGAACGCACTCACAcTCA 

359pb 
H12118 GATGTCGGGGTTGAGGGAT 

T14484C MT-ND6 
14484-2 * GTATATCCAAAGACAACgAC 

442pb 
H14906 TGAGGCGTCTGGTGAGTAGTG 

G3460A MT-ND1 
3460-2L * TACTACAACCCTTCGCTGcCA 808pb 

 H4227 ATGCTGGAGATTGTAATGGGT 

Controle da 
reação 

MT-RNR1 
MT-TV 

MT-RNR2 

L1156 GAACACTACGAGCCACAGC 
664pb 

H1782 TCATCTTTCCCTTGCGGTAC 

* A extremidade 3 'do primer mutante-específico é a base mutante e está sublinhado. Incompatibilidade 
adicional na 3 ª ou 4 ª base da extremidade 3'é destacada em letras minúsculas e negrito. 

 

No estudo de Bi e colaboradores (2010), as reações de PCR foram realizadas em um 

volume total de 20μl, contendo: Tampão de PCR (1,5 mmol/ l de MgCl2), 0,5 unidades de 

TaKaRa rTaq (Takara Bio Inc., Dalian, China), 175 mmol/ l de cada dNTP,  0.15 μmol/l de 

cada primer das mutações (G11778A, T14484C e G3460A), 0,05 μmol/l do primer de 

controle de reação e 50ng do DNA a ser estudado. A PCR foi realizada com os seguintes 

procedimentos: um ciclo de pré-desnaturação de 5 minutos a uma temperatura de 94 °C; 30 

ciclos de amplificação de 94 °C durante 30 segundos, 54 °C durante 30 segundos e 72 °C 

durante 35 segundos; e um ciclo de extensão final de 7 minutos a 72 °C durante 7 min. O 

resultado da reação e o padrão de bandas gerado podem ser visualizados em gel de agarose 

1,5% (Figura 15). 

 

 

Figura 15 - Padrão de bandas da PCR multiplex Alelo-Específico para o rastreamento das mutações 
primárias da LHON, modificado de Bi et al, 2010.  (L) Ladder 2000 DNA Marker. (1) 
Controle positivo T14484C; (2) Controle positivo G11778A; (3) Controle positivo 
G3460A; (4) Controle negativo. 
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No presente estudo, as modificações do método foram direcionadas primeiramente 

ao aproveitamento de reagentes e equipamentos utilizados no Laboratório de Genética 

Molecular Humana do CBMEG - UNICAMP. O equipamento selecionado para todos os 

testes foi o termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler - Life Technologies. Os 

reagentes básicos usados foram: tampão de PCR 10X (Tris-HCl 10mM pH 8,8), MgCl2 

(50mM), dNTP Set (100 mM) e Taq DNA Polymerase (Brasil), todos da Invitrogen™ (Life 

Technologies). Os primers sintetizados foram os mesmos citados na tabela estudo original 

(tabela 8). Além disso, foram feitos testes usando os reagentes adjuvantes BSA (Bovine 

Serum Albumin 5mg - Thermo Scientific) e DMSO (Dimethyl sulfoxide PCR Reagent - 

Sigma Aldrich). E também foram realizadas alterações visando modificar condições do 

ciclo de amplificação (temperatura, tempo e número de ciclos) e reduzir volumes e 

concentrações dos reagentes utilizados na reação. 

  

 

3.2.5 - Padronização da plataforma TAQMAN® OPENARRAY™ genotyping 
 

3.2.5.1 - Preparação das amostras 
 

Antes do início da utilização da plataforma TaqMan® OpenArray® Genotying é 

necessário seguir cinco passos principais: escolha das alterações/mutações a serem 

estudadas, desenho e síntese dos ensaios, análise de concentração e pureza, diluição das 

amostras e realização real do experimento.  

 

3.2.5.2 - Desenho e Síntese dos ensaios 
 

As mutações G11778A, T14484C e G3460A foram inseridas dentro do layout de 32 

ensaios / 96 amostras para as placas de OpenArray™. Foram selecionadas as três 

sequências onde se encontravam as alterações estudadas. Estas foram analisadas no site 

“Repeat Masker” (http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/WEBRepeatMasker), do Institute 
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for Systems Biology, para verificar se as sequências eram repetitivas em outras partes do 

mesmo genoma ou em outro genomas (mascaramento das sequências).  

Após o mascaramento, foi verificado que nenhuma das sequências, que continham 

de 281 a 626pb, mostrou ser repetitiva. Para enviar as sequências para a customização, 

foram adicionadas as alterações alélicas a serem estudadas, todas entre colchetes 

precisamente no local da variação (Tabela 9). A representação das alterações alélicas a 

serem enviadas obedece ao padrão [X/Y], onde o X representa a base da sequência normal e 

o Y à troca. 

 

Tabela 9 - Principais mutações primárias da LHON e suas sequências. 
Mutação Alteração Sequência usada 

G11778A [G/A] 
TGCCTAGCAAACTCAAACTACGAACGCACTCACAGTC[G/A]CATC
ATAATCCTCTCTCAAGGACTTCAAACTCTACTCCC 

T14484C [T/C] 
TCCTCAATAGCCATCGCTGTAGTATATCCAAAGACAACCA[T/C]CA
TTCCCCCTAAATAAATTAAAAAAACTATTAAACCCATATAACCTCCC
CCAAAATTCAGAATAATAACACACCCG 

G3460A [G/A] 
CCCCTACGGGCTACTACAACCCTTCGCTGAC[G/A]CCATAAAACTC
TTCACCAAAGAGCCCCTAAAACCCGCCACATCTACCATC 

 
 

As sequências foram inseridas no software Custom TaqMan® Genomic Assays - File 

Builder Version 3.1 (Applied BioSystems), no qual foi gerado um arquivo na extensão 

„.txt‟ contendo todos os dados dos ensaios. Posteriormente, este arquivo foi enviado para a 

Applied BioSystems via e-mail com as demais descrições do ensaio para a customização 

das placas de OpenArray™. 

Foram elaborados os ensaios contendo um par de primers em comum e duas sondas, 

uma contendo a sequência normal, sendo marcada com o fluoróforo VIC® e outra contendo 

a sequência mutante, juntamente com o fluoróforo FAM® (Tabela 10).  
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Tabela 10 - Sequência dos primers e sondas utilizados para genotipagem na Plataforma 
TaqMan® OpenArray® . 

Assay 
Primer (5’ - 3’) Sondas 

Forward Reverse VIC® FAM® 

G11778A TGC CTA GCA AAC 
TCA AAC TAC GAA 

GGG AGT AGA GTT 
TGA AGT CCT TGA G 

ACTCACAGTCGCAT
CAT 

CTCACAGTCACA
TCAT 

T14484C TCC TCA ATA GCC 
ATC GCT GTA GTA T 

CGG GTG TGT TAT TAT 
TCT GAA TTT TGG G 

ACAACCATCATTCC
C 

AACCACCATTCC
C 

G3460A CCC CTA CGG GCT 
ACT ACA AC 

GAT GGT AGA TGT 
GGC GGG TTT 

CTTCGCTGACGCCA
TAA 

CTTCGCTGACAC
CATAA 

 

 

3.2.5.3 - Concentração, pureza e diluição das amostras 
 

A integridade, a quantificação correta e a pureza das amostras estão diretamente 

ligadas ao bom rendimento da Plataforma, por isso essas três etapas são de fundamental 

importância. 

 Tanto a visualização da pureza quanto a quantificação foram feitas em triplicata, 

utilizando a média dos três resultados como o valor a ser considerado para os cálculos nas 

diluições. Para isso, utilizou-se o NanoDrop® 8000 (Thermo Scientific) para verificação de 

pureza e o Qubit® 2.0 Fluorometer para obter a concentração das amostras. 

Para a verificação da pureza através do Nanodrop® 8000, foi feito a limpeza dos 

slots do Nanodrop® 8000 com 2µL de água ultrapura e a leitura do branco no equipamento 

utilizando 2µL de TE 1X por slot. Foram usados 2µL de cada amostra para a verificação da 

pureza (em triplicata). Para uma ótima pureza, os valores da razão A260/280 deveriam estar 

entre 1,8 e 2,0, podendo se considerar amostras com valor de 1,7.  

Para a análise da concentração das amostras, foi utilizado Qubit® 2.0 Fluoremeter. 

As amostras foram homogeneizadas utilizando um vórtex e 1µL de cada foi transferida, em 

triplicata, para tubos de 0,5µL da Axygen® PCR-05-C (VWR, part no. 10011-830). Em 

seguida, foi adicionado 199µL de Working Solution do Qubit® Assay Kit dsDNA Broad 

Range Assay (Invitrogen). Esta solução (Working Solution) é composta de uma diluição de 

1:200 do reagente Qubit®no tampão Qubit®, ambos presentes no kit. Além das amostras, 

foram feitos 2 controles padrões (um contendo a menor concentração e outro contendo a 

maior concentração de solução Padrão detectada pelo aparelho). Após esta etapa, os tubos 
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foram homogeneizados e incubados por 2 minutos à temperatura ambiente e protegidos da 

luz direta. Para a quantificação das amostras, foram determinados os valores dos padrões e 

em seguida foi realizada a leitura de cada uma das amostras em triplicatas. Os valores da 

concentração (deng/µL) foram obtidos calculados pelo próprio Qubit® 2.0 Fluoremeter. 

As amostras foram submetidas à diluições para que chegassem à concentração final 

de 50ng/µL, em um total de 20µL de volume. Para cálculos, foi utilizada a fórmula: 

C1.V1=C2.V2. Após os cálculos, as amostras foram individualmente diluídas com TE 1X em 

tubos de 0,2µL da empresa Axygen® PCR-02-C. 

 

3.2.5.4 - Genotipagem com a plataforma TaqMan® OpenArray® Genotyping 
 

Foram misturados 2µL da amostra devidamente diluída e 2µL do TaqMan® 

OpenArray® Master Mix em cada poço de uma placa de 384 poços. Em seguida, a placa foi 

selada com o adesivo de selagem da Thermo Scientific® para evitar evaporação da mistura 

Amostra/Master Mix. 

Um robô pipetador, o OpenArray™ AccuFill® System (Applied Biosistems), foi 

utilizado para transferir as amostras contidas nas placas de 384 poços para a placa de 

OpenArray™. Todas as operações foram coordenadas com o uso do software OpenArray™ 

AccuFill®, presente em um computador interligado ao aparelho. 

As placas de OpenArray™ precisaram ser inserida em cases de vidro. As cases 

foram preenchidas com líquido de imersão suficiente para cobrir as placas. O líquido de 

imersão serve para estabilizar as reações nas placas (criando condições ideais para a reação 

de amplificação, ligação e clivagem das sondas). Após a inserção das placas nas cases, foi 

realizada a etapa de selagem. A selagem consiste na adição de goma fotossensível na 

extremidade aberta da case, por onde entrou a placa. As cases já parcialmente seladas pela 

goma (case + placa + goma= slide) foi colocada por 2 minutos, sob ação de luz ultravioleta,  

na estação de selagem. Esta etapa tem a função de solidificar a goma e selar de forma 

definitiva o slide. 

Os slides foram levados ao termociclador Dual Flat Block GeneAmp® PCR System 

9700 da Applied BioSystems. A termociclagem dos slides eram formados por 50 ciclos a 
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95ºC por 45 segundos para a desnaturação do DNA, seguido da temperatura de 94ºC por 13 

segundos para o anelamento dos primers e das sondas. Por último houve a queda da 

temperatura para 53ºC por 2 minutos e 14 segundos, ocorrendo a extensão das novas fitas e 

a hidrólise das sondas TaqMan®. O tempo médio total foi de quatro horas e dez minutos. 

Após a termociclagem, foi realizada a obtenção dos resultados. Para isso, foi 

necessário capturar a fluorescência das sondas hidrolisadas, sendo utilizado o equipamento 

OpenArray™ NT Cycler (Biotrove, Inc.). Essa captura é coordenado pelo software 

OpenArray™ SNP Genotyping Analisys (Applied BioSystems) instalado no computador 

interligado. Todo o processo é realizado em 15 minutos, com o auxílio de um conjunto de 

câmeras CCD (Charge-coupled Device) posicionadas no interior do Cycler. Após as 

câmeras CCD capturar a fluorescência emitida nos ensaios, estas foram transformadas em 

números. Estes números foram formados de acordo com o comprimento de onda gerados 

pelas fluorescências emitidas, variando de acordo com a sonda detectado presente, VIC® ou 

FAM®, e sua intensidade. No software, estes números são convertidos em novos valores e 

em clusters. São três clusters diferentes:  

1 - Cluster de cor vermelho: Presença da sonda repórter VIC® -  Associado aos 

indivíduos homozigotos/homoplásmicos normais; 

2 - Cluster de cor azul: Presença da sonda FAM® - Representa os indivíduos com 

homozigotos/homoplásmicos mutantes; 

3 - Cluster de cor verde: Presença sondas VIC® e FAM®  no mesmo indivíduo - 

Indica a presença indivíduos heterozigotos/heteroplásmico, ou seja, que apresentam 

material genético mutante e normal, anelando e hidrolisando ambas as sondas. 

A figura 16, exemplifica o padrão encontrado nos 3 clusters: 
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Figura 16. Imagem gerada pelo software OpenArray™ SNP Genotyping Analisys 
exemplificando o padrão básico dos três clusters. Em azul, indivíduos mutantes. 
Em vermelho indivíduos normais. E em verde, heterozigotos/heteroplásmicos. 

 

Os arquivos gerados pelo OpenArray™ NT Cycler foram salvos e exportados para 

outro software, também da Applied BioSystems: o TaqMan® Genotyper. O Genotyper 

obedecia aos mesmos padrões de visualização dos clusters, porém apresentava mais 

ferramentas e melhores opções para análise. 

Após as análises, todas as amostram tiveram seus resultados submetidos à 

confirmação com a utilização de outras técnicas (PCR-RFLP e sequenciamento direto). 

 

3.2.5 - Padronização da Plataforma Espectrometria de massa iPLEX 
Gold/Maldi TOF MS (Sequenom Inc.-San Diego, CA).  

 

Foram selecionadas para o estudo três principais mutações primárias da LHON 

(G11778A, T14484C e G3460A), oito mutações primárias raras (G3733A, C4171A, 

T10663C, G14459A, C14482A, C14482G, A14495G e C14568T) e os 32 marcadores 

primários dos 25 haplogrupos mitocondriais humanos (Tabela 11). Todos os dados e 

sequencias foram retiradas do Banco de Dados MitoMap. Todas as análises foram 

realizadas em todos os 101 pacientes com diagnóstico clínico da LHON ou Neuropatia 

Óptica de Etiologia a Esclarecer e também nos 100 casos do Grupo Controle Negativo.  
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Tabela 11 - Haplogrupos e seus respectivos marcadores 

A A663G J G13708A, T4216C T A4917G 

B 
Deleção de 9pb 

(8281-8269) K G9055A, A12308G U A12308G 

C A13263G L1/L2 C3594T Uk 
G9055A, 
A12308G 

D C5178A L3 C3594C V 
G4580A, 
C14766C 

E C13626T M 
C10400T, 
A10398G W 

A11947G, 
G8994A 

F 
T6392C, 
A4732G 

N C10400C, T10873T X 
C6371T, 
T14470C, 
G1719A 

G A4833G P T10118C Y G8392A 

H 
C7028C, 
C14766C R C12705C Z T9090C 

Tabela modificada de http://www.mitomap.org/MITOMAP/HaplogroupFreqs 
*Letras em negritos representam os haplogrupos 

   

3.2.5.1 - Princípio da Genotipagem usando o System® MassArray da Sequenom, 

Inc. (San Diego, CA) 
 

O método de genotipagem System® MassArray da Sequenom, Inc. (San Diego, 

CA) permite a genotipagem de baixo custo para até 40 SNPs simultaneamente e 

quantidades de amostras que podem variar de 96 a 3.840 análises, em apenas dois dias.  

No ensaio iPLEX Gold®, juntamente com o equipamento Sequenom existe um 

software para o desenho dos três primers necessários para os ensaios com até 95% de 

eficiência, permitindo flexibilidade para projetar qualquer número de ensaios para uma 

grande variedade de alvos no genoma.  
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O ensaio consiste em uma reação de PCR multiplex locus-específico, seguido 

por um PCR de extensão de uma única base que utiliza dideoxinucleotídeos de massa-

modificada que se anela exatamente acima da alteração de interesse. Essas amostras são 

transferidas para um chip e, uma vez que as moléculas da amostra são vaporizadas e 

ionizadas, são transferidas eletrostaticamente para o espectrômetro de onde são separadas 

dos íons da matriz, individualmente detectadas com base na sua massa-carga (m/z), e 

analisadas. Conforme mostra a figura 17:  

 

Figura 17 - Esquematização da iPLEX® Gold Assay da Sequenom, Inc. (San Diego, CA), 
por meio da técnica MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption 
Ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry) 

 

O sistema é composto por um robô (MassArray® Liquid Handler Station), utilizado 

no preparo das reações de PCR; por um dispensador de amostras (MassArray® 

Nanodispenser), utilizado na transferência dos produtos das reações de PCR para 

SpectroChips que são avaliados no espectrômetro de massa; e por um espectrômetro de 
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massa (MassArray® Compact System), utilizado na medida das massas das moléculas 

associadas à matriz do SpectroChip. O sistema é acompanhado de um pacote de softwares 

que realizam a transferência dos dados em tempo real e geram relatórios com as 

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

 

3.2.5.2 - Realização dos ensaios 
 

3.2.5.2.1 - Definição dos ensaios e Preparo das Amostras 
 

Oligonucleotídeos de captura dos SNPs e/ou mutações (primers de amplificação) e 

oligonucleotídeos de extensão de bases únicas foram desenhados a partir das sequências 

selecionadas com mutações e/ou SNPs. O desenho dos ensaios foi realizado com o auxílio 

do software MassArray® Assay Design (versão 3.1, Sequenom Inc., San Diego - USA). 

Este programa também gera os grupos de SNPs (multiplex) a serem avaliados em conjunto. 

A qualidade do espectro em termos de resolução, precisão de massa e sensibilidade 

são altamente dependentes da preparação da amostra. O processo de purificação deve 

resultar em uma amostra devidamente concentrada, livre de agentes que perturbem a 

cristalização, tais como detergente ou DMSO, e agentes formadores de adutos como cátions 

não-voláteis. 

 

3.2.5.2.2 - Amplificação dos produtos contendo as alterações 
 

Após serem definidas as alterações, os primers de captura foram empregados na 

amplificação de produtos, variando de 100pb a 400pb, englobando a região que apresenta o 

sítio polimórfico. As amplificações foram efetuadas em um termociclador GeneAmp® 

PCR System 9700 (Applied Biosystems) com dois blocos para placas de 386 amostras, 

seguindo protocolo descrito pela Sequenom (iPLEX Gold Application Guide). Nesta etapa 

os fragmentos contendo as alterações foram capturados. As reações de amplificação foram 

conduzidas em um volume final de 5 microlitro contendo 10ng de DNA molde, tampão 

10x, 500 M de cada dNTP, 25 mM de MgCl2, 500 nM de cada primer (forward e reverse) 

e 5 U HotStar Taq DNA polimerase.  
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3.2.5.2.3 - Tratamento com SAP 
 

Após a reação de PCR, os produtos de amplificação passaram por um tratamento 

para neutralização dos dNTPs (desorribonuleotídeos trifosfatados) não incorporados, 

utilizando a enzima shrimp alkaline phosphatase (SAP). A SAP corta os fosfatos dos 

dNTPs não incorporados durante a reação de amplificação, convertendo-os em dNTPs não 

fosforilados e tornando-os inviáveis para futuras reações. Adicionou-se a cada amostra 2L 

da reação de SAP, a placa foi encubada em um termociclador a 37°C durante 45 minutos 

para ação da enzima.  

 

3.2.5.2.4 - Reação de extensão - iPLEX 
 

Aos produtos de amplificação tratados com a enzima SAP, foram adicionados 2µL 

de um coquetel de extensão (iPLEX Gold reaction), composto pelos primers de extensão, 

enzima (iPLEX enzyme), tampão (iPLEX Buffer Plus 10x) e nucleotídeos com massas 

modificadas (iPLEX Terminator Mix). Esta reação também ocorreu com o auxílio do 

termociclador citado acima. Durante a reação, o primer se anela exatamente adjacente ao 

sítio do SNP, estendendo apenas uma base (SEB - single extended base process). A iPLEX 

Gold Reaction produz produtos estendidos alelo-específicos de massas diferentes, 

dependendo do nucleotídeo que foi adicionado, ou seja, dependendo da forma alélica 

presente naquela amostra. 

 

3.2.5.2.5 - SpectroCHIP 
 

Antes da reação de espectrometria de massa, os produtos das reações de iPLEX 

foram submetidos a uma purificação com uma resina (Clean Resin) que remove o excesso 

de íons, que podem interferir na leitura do laser. Foram adicionados 6mg de resina a cada 

poço da placa com capacidade de 384 amostras e ao volume total são acrescentados 16 L 

de água para completar um volume final de 25 L em cada amostra. As reações foram 

transferidas das placas de 384 para SpectroCHIPs com o auxílio do MassArray 
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Nanodispenser (Sequenom Inc., San Diego - USA). O SpectroCHIP é analisado a partir do 

MassArray Analyzer Compact (Sequenom Inc., San Diego - USA), através da técnica de 

MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 

spectrometry). O processo MALDI-TOF é iniciado por uma dessorção a laser da mistura 

analito-matrix, sendo o analito o produto de amplificação gerado e selecionado durante a 

reação iPLEX. Os subsequentes processos físicos resultam na predominante formação de 

íons carregados positivo ou negativamente. Esses íons são extraídos com um campo 

elétrico e separados em função de suas massas moleculares e de suas cargas. As massas dos 

compostos de ácidos nucléicos são calculadas através do “tempo de voo” (TOF), que reflete 

o tempo que o composto laser-ionizado e acelerado requer para ser levado através do tubo 

de vôo (1-2m de comprimento) do analisador TOF e alcançar o detector do instrumento. No 

detector, os compostos ionizados geram um sinal elétrico que fica gravado por um sistema 

de dados e é finalmente convertido em um espectro de massa. 

 

3.2.5.2.6 - Análise dos resultados 
 

O software MassArray TyperAnalyzer 4.0 acumula as informações geradas durante 

o processo descrito acima e fornece relatórios que descrevem todos os resultados das 

análises de cada uma das amostras avaliadas: genótipos e frequências são as principais 

informações resultantes deste sistema. Os picos foram utilizados no cálculo das frequências 

dos alelos das mutações. 

Todos os resultados foram analisados e comparados aos obtidos por outras técnicas 

(PCR-RFLP, sequenciamento direto e PCR Multiplex).  

 

3.2.6 - Determinação da sensibilidade da plataforma  iPLEX Gold/Maldi TOF 

MS (Sequenom Inc.-San Diego, CA)  para a detecção das taxas de heteroplasmia. 
 
Primeiramente foram selecionados pacientes previamente analisados 

molecularmente quanto à presença das mutações G11778A e T14484C. Foram escolhidas 

amostras de indivíduos mutantes e de indivíduos sem mutações.  Todas as amostras tiveram 
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sua pureza (entre 1,7 a 2,0 na faixa de absorbância A260/A280) e concentração 

padronizadas (5ng/L). 

Com as amostras devidamente padronizadas, foram preparados os 10 ensaios usados 

no experimento. Esses ensaios foram resultado da mistura, em diferentes proporções, de 

amostras contendo DNA sem mutação e amostras de DNA com mutação (Tabela 12).  

 
Tabela 12 - Ensaios contendo diferentes proporções (%) de DNA normal e DNA mutante.  

ENSAIO PROPORÇÃO DAS MISTURAS (DNA) 
1 100% normal 
2 95% normal + 5% mutante 
3 90% normal + 10% mutante 
4 80% normal + 20% mutante 
5 70% normal + 30% mutante 
6 60% normal + 40% mutante 
7 50% normal + 50% mutante 
8 30% normal + 70% mutante 
9 10% normal + 90% mutante 

10 100% mutante 
 

Após a preparação dos ensaios, estes foram submetidos à genotipagem usando a 

plataforma iPLEX Gold/Maldi TOF MS (Sequenom Inc.-San Diego, CA). 

Todo processo citado acima foi feito cinco vezes, para excluir possibilidade de 

resultados precipitados. Cada uma dessas repetições foi realizada com 3 pares de pacientes  

diferentes, ou seja, cada vez eram formadas duplas distintas de indivíduos mutantes e 

normais. É importante frisar que todo o processo foi realizado primeiro com a mutação 

G11778A e depois com a mutação T14484C para evitar que houvesse qualquer risco de 

troca ou mistura entre as duas mutações.  

 
 3.2.7 - Rastreamento de mutações relacionadas à ADOA no gene nuclear 
OPA1 
 

Os dados relativos ao rastreamento das mutações relacionadas à ADOA no gene 

OPA1, como informações sobre os íntrons, os éxons, as mutações e alterações, foram 

baseados no maior Banco de Dados sobre Atrofia Óptica Autossômica Dominante, o 

MitoDyn.org (http://mitodyn.org). O transcrito utilizado foi ENST00000392438 ( retirado 

de Ensembl Genome Browser - acessado 15 de fevereiro de 2010).  
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Foram desenhados e sintetizados oito pares de primers para o rastreamento de 10 

éxons do gene OPA1(tabela 13). 

 

Tabela 13 - Lista de éxons estudados do gene OPA1 e suas respectivas sequências e 
temperaturas de anelamento. 

REGIÃO ÉXONS PRIMERS (5'-3') TM* 

1 1 
F - CTA GAA AGG GTG AAG TGG TTG 

56,0ºC 
R - CCT GTC ATT CTG GGT CCT C 

2 2 
F - GTA TGG GGC TGT GTT TCC 

54,0ºC 
R - GGC ATC TTC CTA TTA GCA TC 

3 8 
F - GTT TTA GTT TTT ACG ATG AAG ATG 

56,0ºC 
R - GGC TAA TTT AAT CCA CTG TTC AG 

4 9 
F - CAG TGG ATC CAG TTA TAG TTT TGC 

60,4ºC 
R - GCT GTG CCT TCT ACT GAT TTC C 

5 
12 
13 

F - GAC AAA TTC CCC CCA AAC 
55,2ºC 

R - GCT AAA GAA GAA AAC ATA TCA GTA C 

6 
15 
16 

F - GCT TTT GTG CAG ATT TAT TTA AC 
56,8ºC 

R - GCT CTC AAT TCT GCC AAA AAG 

7 26 
F - CAT GGC TCC GTA CAG AAA GG 

58,6ºC 
R - CTC GGC CTC TCA ACA TGC 

8 27 
F - GAG ACT ATA TAG GTT TCA TGC TG 

55,0ºC 
R - GAT CTT CTG ACC TTG TTT TCC 

* - TM - Temperatura media de anelamento dos primers 
F- Forward 
R - Reverse 

  

 

Os éxons foram escolhidos para o estudo levando em consideração a quantidade e 

importância das mutações que poderiam ser encontradas nos mesmos. Nesses 10 éxons 

foram descritas até o presente momento, em outros estudos, 111 mutações. Os éxons e suas 

respectivas mutações estão compilados no Anexo 2 (tabela 16) 

 Para o rastreamento das mutações as regiões de interesse foram amplificadas e os 
produtos das amplificações foram submetidos ao sequenciamento direto. 
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4. Resultados 
 

4.1 - Rastreamento das Mutações Primárias 
 

Foram estudados 101 pacientes para verificar a presença e a frequência das três 

principais mutações primárias G11778A, T14484C e G3460A.  

A mutação G11778A foi encontrada em um total 30 pacientes (83.3%) e a mutação 

T14484C em 6 casos (16.7%). Porém a mutação G3460A não foi encontrada em nenhum 

dos indivíduos analisados.  Um total de 65 casos (64,4%) não possuía nenhuma das 

alterações rastreadas. A tabela 14 apresenta o resumo dos resultados obtidos: 

 
Tabela 14 - Resumo dos resultados encontrados para o rastreamento das três principais 
mutações primárias. 

Mutação Número de pacientes  Mutações primárias (%) Total (%) 

G11778A 30 83,3 29,7 

T14484C 6 16,7 5,9 

G3460A 0 0 0 

Sem mutação * 65 0 64,4 

 *Pacientes nos quais não foram encontradas as mutações primárias 

 

Analisando somente os 67 membros do Grupo com diagnóstico clínico de LHON, foi 

encontrada a mutação G11778A em 21 casos (31,4%) e a mutação T14484C em 3 pacientes 

(4,5%). Os indivíduos em que não foram encontradas mutações representam 43 casos 

(64,1%). 

Levando em consideração os pacientes do Grupo com Neuropatia Óptica de Etiologia à 

Esclarecer(NOEE), foram encontrados 9 pacientes com a mutação G11778A e 3 com a 

mutação T14484C, representando, respectivamente,  26,4% e 8,8% dos casos analisados. 

Não foram encontradas mutações rastreadas em 34 pacientes, ou seja, 64,7% dos casos. 
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4.1.1 - Mutação G11778A no gene MT-ND4 
 

Trinta casos apresentaram a mutação G11778A.  A análise dessa mutação foi 

realizada por PCR-RFLP (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.  

Dos 101 analisados, em 71 indivíduos houve a clivagem dos fragmentos 

amplificados, gerando fragmentos de 17 e 32pb, o que significou que a sequência era 

normal. Porém, nos 30 casos restantes o sítio de SfaN I foi excluído e os fragmentos 

permaneceram com 49pb. Fato esse que comprova a presença da mutação nessa região.   A 

figura 18 exemplifica o padrão de bandas para os resultados positivos e negativos da 

mutação G11778A. 

 

 

Figura 18 - Padrão de bandas para a mutação G11778A em gel de agarose 3%. (L) 
Ladder 10pb 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 foi encontrada em 6 pacientes. O resultado também foi obtido 

utilizando o método de PCR-RFLP. O fragmento foi amplificado e os fragmentos foram 

submetidos à digestão com enzima de restrição BsaB I. 
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Em gel de agarose, foram observados fragmentos de 135pb (nos pacientes normais) 

e 154pb (indivíduos mutantes). A clivagem da enzima BsaB I gerou fragmentos de 135pb e 

fragmentos de apenas 19pb. Esses últimos fragmentos não ficaram visíveis em gel de 

agarose, por isso o resultado final do rastreamento da mutação foi determinado analisando 

apenas os fragmentos de 135pb e 154pb (Figura 19). 

 

Figura 19 - Padrão de bandas para a mutação T14484C em gel de agarose 3%. (L) 
Ladder 10pb 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 
 

Apesar do rastreamento da mutação primária G3460A ser realizado nos 101 

indivíduos estudados, a alteração não foi encontrada em nenhum dos casos.  

 
 

4.2 - Rastreamento de mutações primárias raras e mutações candidatas da LHON. 
 

Foram rastreados 101 pacientes para a detecção das mutações primárias raras 

(G3635A, G3700A, G3733A, C4171A, T10663C, G14459A, C14482A, C14482G, 

A14495G, T14502C e C14568T) e das mutações candidatas da LHON (C4025T, T4160C, 

T11253C, A11696G, A13637G, G13730A, G14831A, C14898T, G14596A e G15257A). 
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Foram amplificados os fragmentos das regiões de interesse e posteriormente foi 

realizado o sequenciamento direto para detecção das 21 mutações. Porém não foram 

encontradas alterações/mutações que pudessem ser relacionadas à LHON. 

 
 
4.2.1 - Outras alterações encontradas 

 

Apesar de não terem sido encontradas mutações raras da LHON nos genes citados 

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

 
4.2.1.1 - Alteração C4167T no gene MT-ND1  
 

Foi encontrada a alteração C4167T no gene MT-ND1 em estado de homoplasmia. A 

alteração foi encontrada em seis dos pacientes e foi considerada uma mutação silenciosa, 

pois não efetuou troca de aminoácido. O resultado do sequenciamento foi analisado 

utilizando os programas Chromas Lite e CLC Sequence Viewer 6.0.1, conforme ilustrado na 

figura 20 e figura 21 : 

 
Figura 20 - 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 21 - Eletroferograma mostrando indivíduo homoplásmico para a alteração 
C4167T. A- indivíduo sem a alteração; B- Indivíduo portando a 
alteração. 

 

4.2.1.2 - Alteração T11697C no gene MT-ND4  
 

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

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

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

aminoácido.  O resultado do sequenciamento foi analisado utilizando os programas 

Chromas Lite e CLC Sequence Viewer 6.0.1, conforme ilustrado na figura 22 e figura 23: 
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sequenciamento foi analisado utilizando os programas Chromas Lite e CLC Sequence 

Viewer 6.0.1, conforme ilustrado na figura 24 e figura 25: 

 
Figura 24 - 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. 

 

 

Figura 25 - Eletroferograma mostrando indivíduo homoplásmico para a alteração 
G11719A. A- indivíduo sem a alteração; B- Indivíduo portando a alteração. 

 

 
4.2.1.4 - Alteração G14560A no gene MT-ND6  
 

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

A alteração foi encontrada em apenas cinco pacientes. Segundo os dados da literatura, essa 
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alteração foi considerada um polimorfismo, e será mais bem detalhada na discussão. O 

resultado do sequenciamento foi analisado utilizando os programas Chromas Lite e CLC 

Sequence Viewer 6.0.1, conforme ilustrado na figura 26 e figura 27: 

 
Figura 26 - 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 27 - Eletroferograma mostrando indivíduo homoplásmico para a alteração 
G14560A. A- indivíduo sem a alteração; B- Indivíduo portando a alteração. 
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4.3 - Otimização do método de PCR Multiplex Alelo-Específico para o rastreamento 
das mutações primárias 

 

A adaptação do método de PRC Multiplex Alelo-Específico foi bem sucedida. 

Foram utilizados reagentes comumente usados no Laboratório de Genética Molecular 

Humana do CBMEG - UNICAMP, mas não foi possível reduzir as concentrações usadas e 

nem o volume final da reação.  

Para dar maior estabilidade à reação, foi adicionado o adjuvante DMSO, que 

também possibilitou uma maior definição nas bandas geradas após a corrida do produto da 

PCR no gel de agarose 1,5% (Figura 28). 

 

 
Figura 28 - Padrão de bandas da reação de PCR Multiplex Alelo-Específico para o 

rastreamento das mutações primárias da LHON em gel de agarose 1,5%. (L) 
Ladder 1kb plus Invitrogen. (1) Controle positivo G11778A; (2) Controle 
positivo T14484C; (3) Controle normal; (4) e (5) Pacientes mutantes para 
G11778A; (6) Paciente normal; (7) Paciente com a mutação T14484C. 

 

E no último passo, foram feitas alterações no número de ciclos (de 30 para 28) e no 

tempo de extensão da fita de DNA (de 35 segundos para 30 segundos), reduzindo o tempo 

que a reação leva no termociclador em 16.7%, ou seja, aproximadamente 15 minutos. 

Os melhores resultados na adaptação do método foram obtidos em uma reação com 

volume final de 20μL, contendo: 1,5mml/Lde tampão de PCR 10X (Tris-HCl 10mM pH 

8,8 - Invitrogen™), 1,5mml/Lde MgCl2 (50mM - Invitrogen™), 0.15 μmol/l de cada 

primer das mutações (G11778A, T14484C e G3460A), 0,05 μmol/l do primer de controle 

de reação e 50ng do DNA a ser estudado 175mml/Lde cada dNTP (100 mM - 
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Invitrogen™), 4% de DMSO e 0,5 unidades de Taq DNA Polymerase (Brasil - 

Invitrogen™, Life Technologies). As condições estabelecidas no termociclador foram: pré-

desnaturação de 5 minutos a uma temperatura de 94 °C; 28 ciclos de amplificação de 94 °C 

durante 30 segundos, 54 °C durante 30 segundos e 72 °C durante 30 segundos; e um ciclo 

de extensão final de 7 minutos a 72 °C durante 7 min. Os produtos da amplificação foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etídeo e levado 

ao transiluminador com lâmpada ultravioleta para visualização e análise. 

A otimização da técnica de PRC Multiplex Alelo-Específico foi realizada para o 

rastreamento das mutações primárias G11778A e T14484C. Porém, não foi possível 

verificar a sensibilidade do método na detecção da mutação G3460A, pois esta não foi 

encontrada no estudo. Após a padronização da metodologia, esta foi utilizada em todos os 

101 pacientes já rastreados pelo método de PCR-RFLP e se mostrou extremamente fiel no 

que diz respeito à confirmação dos resultados já obtidos anteriormente. 

 
 

4.4  - Padronização da plataforma de genotipagem TaqMan® OpenArray® Genotyping 
para o rastreamento das três principais mutações primárias da LHON.  

 

A padronização da plataforma de genotipagem TaqMan® OpenArray® Genotyping 

foi realizada com sucesso para o rastreamento das três principais mutações primárias da 

LHON. Todas as 101 amostras tiveram seus resultados gerados com eficácia e eficiência. 

Os resultados encontrados são idênticos aos obtidos utilizando em outras técnicas, ou seja, 

foram encontrados 30 mutantes para a mutação G11778A e 6 portadores da mutação 

T14484C.  

As figuras 29, 30 e 31 exemplificam os padrões gráficos gerados no experimento: 
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Figura 29 - Gráfico gerado pelo software TaqMan® Genotyper para o rastreamento da 

mutação primária G11778A. O grupo vermelho representa indivíduos 
normais, com apenas VIC fluorescência. O grupo roxo representa os 
indivíduos mutantes, com apenas FAM fluorescência. 

 

  
Figura 30 - Gráfico gerado pelo software TaqMan® Genotyper para o rastreamento da 

mutação primária T14484C. O grupo vermelho representa indivíduos normais, 
com apenas VIC fluorescência. O grupo roxo representa os indivíduos 
mutantes, com apenas FAM fluorescência. 
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Figura 31 - Gráfico gerado pelo software TaqMan® Genotyper para o rastreamento da 

mutação primária G3460A. O grupo vermelho representa indivíduos normais, 
com apenas VIC fluorescência. 

  
 
 

4.5 - Padronização da plataforma de espectrometria de massa IPLEX GOLD/MALDI 

TOF MS (SEQUENOM INC.- SAN DIEGO, CA).  
 

A plataforma de espectrometria de massa IPLEX GOLD/MALDI TOF MS 

(SEQUENOM INC.- SAN DIEGO, CA) se mostrou um método confiável para o 

rastreamento de mutações primárias da LHON e dos haplogrupos mitocondriais humanos. 

A técnica foi validada através dos outros métodos utilizados no estudo (PCR-RFLP, PCR 

Multiplex Alelo-Específico, TaqMan® OpenArray® e sequenciamento direto).  

 

4.5.1 - Rastreamento de 11 mutações primárias da LHON  
 

A técnica foi padronizada fazendo o rastreamento de 11 mutações primárias da 

LHON nos 101 indivíduos previamente rastreados por outras técnicas.  Todos os resultados 

foram compatíveis com os relatados por outros métodos. Nenhum dos 100 indivíduos do 

grupo controle negativo apresentou qualquer mutação. As figuras 32 e 33, respectivamente, 
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representam o padrão gráfico gerado pelo software de análise MassArray® Typer 4.0, da 

Sequenom. 

 
Figura 32 - Padrão gráfico gerado pelo software MassArray® Typer 4.0 no rastreamento 

da mutação primária G11778A. a) Indivíduo normal / b) Indivíduo mutante. Linha tracejada 
em azul representa na figura A a base G e na figura B a base A. 
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Figura 33 - Padrão gráfico gerado pelo software MassArray® Typer 
4.0 no rastreamento da mutação primária T14484C. a) Indivíduo 
normal / b) Indivíduo mutante. Linha tracejada em azul representa na 
figura A a base T e na figura B a base C. 

 
 

 
 
4.5.2 - Rastreamento dos haplogrupos mitocondriais humanos 

 
Os marcadores específicos para a determinação dos haplogrupos de todos os 

indivíduos analisados foram rastreados utilizando a plataforma de espectrometria de massa 

IPLEX GOLD/MALDI TOF MS (SEQUENOM INC.- SAN DIEGO, CA). 
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Se analisarmos apenas os haplogrupos dos 36 casos que apresentaram resultado 

positivo para uma das mutações primárias da LHON, foram detectados 7 haplogrupos 

diferentes (L1/L2, L3, C, R, H, U e D). Já os 65 pacientes em que não foram encontradas 

mutações, foram detectados 8 haplogrupos distintos (L1/L2, L3, R, X, C, H, T e K). Os 

resultados encontrados estão compilados na tabela 15. 

 
Tabela 15 - Haplogrupos mitocôndriais encontrados em pacientes mutantes e normais 

Mutação Casos Haplogroups 
G11778A 30/101  L1/L2 (15) - L3 (8) - C (3) - R (1) - H (1) - U (1) - D (1) 
T14484C 6/101 L1/L2 (2) - L3 (3) - U (1) 

Sem mutações 65/101 L1/L2 (11) - L3 (24) - R (15) - X (2) C (4) - H (5) - T (2) - K (2) 
Números descritos entre parênteses “( )” representam a quantidade de indivíduos encontrados para o respectivo 
haplogrupo. 
 

Os indivíduos do grupo controle negativo também foram avaliados e foram 

detectados os seguintes haplogrupos: L1/L2 (35 casos), L3 (28 casos), R (12 casos), C (7 

casos), H (6 casos), D (4 casos), M (2 casos), X (2 casos), J (2 casos), T (1 caso) e U (1 

caso). 

 

 

4.5.3 - Determinação da sensibilidade da plataforma  iPLEX Gold/Maldi TOF 

MS (Sequenom Inc.-San Diego, CA)  para a detecção de baixas taxas de heteroplasmia. 
 

O experimento da determinação da sensibilidade para a detecção de baixas taxas de 

heteroplasmia obteve resultados confiáveis em todas as repetições das duas mutações. A 

plataforma o Iplex Gold/MALDI-TOF MS foi capaz de detectar uma taxa mínima de 10% 

de heteroplasmia em ambas as mutações (Figura 34 e figura 35). 
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Figura 34 - Padrão gráfico gerado pelo software MassARRAY ® Typer 4.0 para o 
rastreamento da mutação G11778A. A primeira linha a tracejado assinala os iniciadores da 
região de controle (nenhum pico nesta região significa sucesso na utilização dos primers). 
A segunda linha pontilhada demarca a região da possível presença de base G. A terceira 
linha tracejada mostra a possível região da possível presença da base A. A - Individuo com 
100% de mtDNA normal. B - Individuo com 100% de mtDNA mutante. C - Individuo com 
90% de mtDNA normal e 10% do mtDNA mutante. 
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Figura 35 - Padrão gráfico gerado pelo software MassARRAY ® Typer 4.0 para o 
rastreamento da mutação T14484C. A primeira linha a tracejado assinala os iniciadores da 
região de controle. A segunda linha pontilhada demarca a região da possível presença de 
base C. A terceira linha tracejada mostra a possível região da possível presença da base T. 
A - Individuo com 100% de mtDNA normal. B - Individuo com 100% de mtDNA mutante. 
C - Individuo com 90% de mtDNA normal e 10% do mtDNA mutante. 
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4.6 - Rastreamento de mutações relacionadas à ADOA no gene nuclear OPA1. 
 

Os éxons 1, 2, 8, 9, 12, 13, 15, 16, 26 e 27 do gene OPA1 foram sequenciados para 

o rastreamento de mutações que apresentassem relação com a Atrofia óptica Autossômica 

Dominante. 

Apesar de o rastreamento ser realizado nos 101 indivíduos estudados, nenhuma 

alteração relacionada à ADOA foi encontrada.  

No rastreamento, foi possível detectar outras alterações sem relação com a ADOA. 

 

4.6.1 - Outras alterações encontradas 
 

Apesar de não terem sido encontradas mutações ou alterações relacionadas à ADOA 

nos 101 indivíduos estudados, foram detectadas outras alterações no gene OPA1, que 

segundo dados da literatura, são consideradas polimorfismos. 

 

4.6.1.1 - Polimorfismo rs73205350 
 

Na região intrônica entre os éxons 12 e 13 foi encontrado o polimorfismo 

rs73205350. A alteração foi encontrada em apenas um caso em heterozigose. O resultado 

do sequenciamento foi analisado utilizando os programas Chromas Lite e CLC Sequence 

Viewer 6.0.1, conforme ilustrado na figura 36 e figura 37: 

 

 
Figura 36 - Comparação de imagens do CLC Sequence Viewer mostrando o 

indivíduo normal e o portador do polimorfismo rs73205350. 
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Figura 37 - Eletroferograma mostrando indivíduo heterozigoto portador do 
polimorfismo rs73205350. A- indivíduo sem a alteração; B- Indivíduo 
portando a alteração. 

 

 

 

4.6.1.2 - Polimorfismo rs34222475 
 

O polimorfismo rs34222475 foi localizado na região intrônica entre os éxons 15 e 

16 do gene OPA1. Essa alteração foi encontrada em 2 casos. O resultado do 

sequenciamento foi analisado utilizando os programas Chromas Lite e CLC Sequence 

Viewer 6.0.1, conforme ilustrado na figura 38 e figura 39: 
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Figura 38 - Comparação de imagens do CLC Sequence Viewer mostrando o 

indivíduo normal e o portador do polimorfismo rs34222475. 
 

 

Figura 39 - Eletroferograma mostrando indivíduo heterozigoto portador do 
polimorfismo rs34222475. A- indivíduo sem a alteração; B- Indivíduo 
portando a alteração. 

 

 

4.6.1.3 - Polimorfismos rs10451941, rs166850  e rs76253392 
 

Nas regiões intrônicas entre os éxons 8 e 9 foram encontradas 3 alterações: 

polimorfismos rs10451941, rs166850 e rs76253392. 
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O polimorfismo rs10451941 foi detectado em 41 casos, dos 101 estudados. O 

resultado do sequenciamento foi analisado utilizando os programas Chromas Lite e CLC 

Sequence Viewer 6.0.1, conforme ilustrado na figura 40 e figura 41: 

 

Figura 40 - Comparação de imagens do CLC Sequence Viewer mostrando o 
indivíduo normal e o portador do polimorfismo rs10451941. 

 

 

Figura 41 - Eletroferograma mostrando indivíduo heterozigoto portador do 
polimorfismo rs10451941. A- indivíduo sem a alteração; B- Indivíduo 
portando a alteração. 

 

Também foram encontrados 49 casos portadores do polimorfismo rs166850. O 

resultado do sequenciamento foi analisado utilizando os programas Chromas Lite e CLC 

Sequence Viewer 6.0.1, conforme ilustrado na figura 42 e figura 43: 
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Figura 42 - Comparação de imagens do CLC Sequence Viewer mostrando o 
indivíduo normal e o portador do polimorfismo rs166850. 

 

 

Figura 43 - Eletroferograma mostrando indivíduo heterozigoto portador do 
polimorfismo rs166850. A- indivíduo sem a alteração; B- Indivíduo 
portando a alteração. 

 

Encontrado em apenas um caso, o polimorfismo rs76253392 também está 

localizado entre os éxons 8 e 9. O resultado do sequenciamento foi analisado utilizando os 

programas Chromas Lite e CLC Sequence Viewer 6.0.1, conforme ilustrado na figura 44 e 

figura 45: 
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Figura 44 - Comparação de imagens do CLC Sequence Viewer mostrando o 
indivíduo normal e o portador do polimorfismo rs76253392. 

 

 

Figura 45 - Eletroferograma mostrando indivíduo heterozigoto portador do 
polimorfismo rs76253392. A- indivíduo sem a alteração; B- Indivíduo 
portando a alteração. 

 

De todos os indivíduos portadores das alterações na região intrônica entre os éxons 

8 e 9, 34 deles possuem os polimorfismos rs10451941 e rs166850 ao mesmo tempo, e 

apenas um caso apresenta os três polimorfismos simultaneamente. 
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5. DISCUSSÃO 
 

A Neuropatia Óptica Hereditária de Leber (LHON) e a Atrofia Óptica Autossômica 

Dominante (ADOA ou OPA1) são doenças caracterizadas pela perda bilateral da visão, 

devido a uma degeneração do nervo óptico. Apesar de terem sido descritas a primeira vez 

há muitas décadas, só tiveram seus estudos moleculares mais detalhados nos últimos anos.  

A LHON, apesar de ser relatada inicialmente em 1871, só passou a ser mais estudada quase 

100 anos depois, por volta dos anos 80, havendo maior detalhamento nos estudos e 

aumento do número de pesquisas realizadas na última década. O mesmo ocorreu com a 

ADOA, que apesar de ter suas descrições preliminares divulgadas em 1897 e ter sido 

oficialmente descrita por Paul Kjer em 1959, só teve os primeiros estudos moleculares 

realizados nos últimos 15 anos. Por esse motivo, até o presente momento não está 

totalmente elucidado como as mutações agem no funcionamento das mitocôndrias e nem 

como essas alterações influenciam nas células do nervo óptico. Outro ponto que precisa ser 

respondido é qual o real número de mutações responsáveis pelas doenças. Tanto na LHON 

quanto na ADOA, o número de mutações ainda é motivo de divergências entre os autores. 

Na LHON o número já foi de 14 mutações, passando para 21 e atualmente é de 32 (Yu-

Wai-Man et al., 2009; http://www.mitomap.org/MITOMAP/MutationsLHON - Acessado 

07 de julho de 2014). No caso da ADOA esse número de mutações vem frequentemente 

aumentando, passando de 200 (no ano de 2011) para 334 (em 2014). Porém, apesar do 

número crescente das mutações relacionadas à LHON e a ADOA, não há na literatura 

pesquisas mais abrangentes sobre a presença e frequências das mutações no Brasil, o que 

dificulta reunir dados que possam ajudar no entendimento destas doenças em território 

brasileiro.  Por esse motivo o presente estudo teve como principal objetivo rastrear 

alterações relacionadas à LHON e à ADOA em indivíduos brasileiros com diagnóstico 

clínico de LHON ou neuropatia óptica de etiologia a esclarecer.  

No desenvolvimento desse estudo aconteceram constantes mudanças nos principais 

Bancos de Dados relacionados à LHON e ADOA. No caso da LHON, o MitoMap.org 

sofreu alterações importantes nos últimos 4 anos. A principal alteração foi a forma como as 

mutações foram classificadas. Anteriormente, as mutações eram rotuladas de acordo com a 
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frequência, ou seja, quando mais frequentes eram chamadas de Mutações Primárias (3 

principais mutações em 95% dos casos) e quando menos frequentes eram denominadas 

Mutações Secundárias (18 mutações em apenas 5% dos casos). Atualmente essa 

classificação foi alterada, passando a serem divididas em Mutações Primárias Principais 

(uma das 3 mutações em 95% dos indivíduos), Mutações Primárias Raras (11 mutações) e 

Mutações candidatas (18 mutações). Com essa mudança, algumas mutações que eram 

consideradas importantes passaram a ter sua efetividade contestada, sendo incluídas no 

grupo das mutações candidatas, como é o caso das mutações T4160C, T11253C, A11696G, 

A13637G, G13730A, G14831A, C14898T, G14596A e G15257A (Yu-Wai-Man et al., 

2009; http://www.mitomap.org/MITOMAP/MutationsLHON - Acessado 07 de julho de 

2014). Outra alteração importante foi no maior Banco de Dados relacionado à ADOA. O 

antigo Banco de Dados eOPA1, que apresentava uma interface extremamente útil e 

intuitiva, com inúmeras informações referentes à ADOA e suas alterações relacionadas, foi 

parcialmente excluído, tendo as informações mais relevantes migradas para um outro 

grande Banco de Dados: O MitoDyn.org (MITOchondrial DYNamics variation pages). O 

MitoDyn é claramente inferior ao seu antecessor, tanto em interface quanto em número de 

informações importantes sobre a doença. Mas o que mais chama a atenção é o fato de 

muitas mutações mais recentes adicionadas ao Banco de Dados ainda não terem sido 

totalmente confirmadas como causadoras da ADOA 

(http://mitodyn.org/home.php?select_db=OPA1 - Acessado 12 de julho de 2014). Porém, 

mesmo após as mudanças tanto o MitoMap quanto o MitoDyn ainda se mostram como os 

principais Bancos de Dados relacionados à LHON e à ADOA, pois continuam possuindo 

grande número de informações e suas referências são sempre confiáveis e atualizadas.  

Para o rastreamento da LHON, o diagnóstico molecular é geralmente baseado em 

testes realizados utilizando DNA de mitocôndrias presentes no sangue periférico. Mroczek-

Tonslka e colaboradores (2003), afirmaram que 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. Porém, a possibilidade de os níveis de 

mutações em linfócitos e nas células do nervo óptico ser diferentes é bastante latente. Por 
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isso, há a probabilidade da obtenção de resultados divergentes no estudo (MAN et al., 

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

Foram estudados 101 pacientes, não relacionados, para verificar a presença e a 

frequência das três principais mutações primárias da LHON, utilizando o método de 

restrição enzimática (PCR-RFLP). Nesse rastreamento, 36 indivíduos foram diagnosticados 

com uma das mutações primárias da LHON, enquanto que 65 pacientes não apresentaram 

mutações. Dos 36 portadores de mutações, 30 deles possuíam a mutação G11778A e 6 a 

mutação T14484C. Porém a mutação G3460A não foi localizada em nenhum dos 

indivíduos analisados.  Esse resultado somente confirma o que já foi encontrado na maioria 

dos estudos realizados em outras partes do mundo, ou seja, a mutação G11778A como 

maior causa da LHON, seguida da mutação T14484C e da mutação G3460A (Man & 

Chinnery, 2008; Kodrón et al., 2014). Analisando somente os indivíduos portadores das 

principais mutações da LHON, a frequência das mutações observada foi de 83.3% para a 

mutação G11778A e 16.7% para a mutação T14484C.  Porém, segundo estudos realizados 

em outras regiões do mundo a frequência média é de 69% da mutação G11778A, 14% da 

mutação T14484C e 13% da mutação G3460A (Man & Chinnery, 2008; Yu-Wai-Man et 

al., 2009). Uma das hipóteses mais aceitáveis para explicar a diferença entre os dados 

encontrados no estudo e os relatados em outras partes do mundo é a possível influência da 

origem étnica bastante heterogênea no Brasil. Isto é, a composição da população brasileira, 

que originalmente foi formada por cruzamentos entre diferentes grupos étnicos 

(Caucasianos, Africanos e Ameríndios) e que sofreu ao longo do tempo ação de diversas 

populações imigrantes, pode possuir características mitocondriais distintas em relação às 

outras populações. Provavelmente, essa importante característica pode contribuir para 

determinar frequências diferentes entre as mutações, quando comparadas com outras 

populações ou mesmo dentro da própria população brasileira (Parra et al, 2003).  

Analisando somente os dados relacionados à mutação G11778A, a frequência de 

83.3% divergiu das encontradas em estudos específicos em outras populações. Essa 

frequência ficou entre as encontradas na Finlândia (69%) e nas populações asiáticas (95%). 

Além disso, os 83.3% encontrados no estudo difere da média mundial que é de 69%. No 

Brasil, a frequência média da mutação G11778A foi de 55%, o que também difere da 
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encontrada neste estudo (Wallace e Lott, 1993; NEWMAN et al., 1993; Huoponen, 2001; 

Yu-Wai-Man et al., 2009; Maciel-Guerra et al, 2010; Amaral-Fernandes et al, 2011).  

Encontrada em 16.7% dos casos, a mutação T14484C apresentou uma frequência 

próxima dos 14% relatados na Finlândia e na média das demais populações estudadas. No 

Brasil, a média da frequência dos dois estudos realizados anteriormente foi de 

aproximadamente 30%, ou seja, quase o dobro da descrita no presente estudo. No nordeste 

da Inglaterra e em populações orientais a mutação é considerada pouco frequente. Mas em 

compensação, é a mutação relacionada à LHON mais frequente em uma população de 

canadenses descendentes de franceses. Essa frequência é relacionada à ação de um possível 

efeito fundador. Por isso, pode ser sugerido que um efeito fundador dentro da amostra 

estudada ou na população brasileira seria suficiente para alterar a frequência das mutações 

(Macmillan et al. 2000; Yu-Wai-Man et al., 2009; Maciel-Guerra et al, 2010; Amaral-

Fernandes et al, 2011). 

 A mutação primária G3460A não foi encontrada no presente estudo. A ausência da 

mutação diverge da frequência média de 13% divulgada em outras partes do mundo. 

Porém, essa ausência é totalmente aceitável quando comparada aos experimentos realizados 

no Brasil. Prova disso, foi o estudo do perfil clínico e molecular de uma amostra brasileira 

que identificou apenas um caso com esta mutação. Em outra investigação, que tinha como 

um dos objetivos determinar a frequência das mutações da LHON no país, a alteração não 

foi encontrada. Por mais que esses números levem a crer que a mutação não é frequente na 

população, faz-se necessários mais estudos para confirmar essa hipótese (Yu-Wai-Man et 

al., 2009; Maciel-Guerra et al, 2010; Amaral-Fernandes et al, 2011). 

Se forem analisados apenas os 67 membros do grupo com diagnóstico clínico de 

LHON, a mutação G11778A foi encontrada em 21 casos (31,4%), a mutação T14484C em 

3 indivíduos (4,5%) e 43 pacientes não apresentaram nenhuma mutação (64,1%). Portanto, 

o estudo molecular foi extremamente útil para confirmar o diagnóstico clínico de LHON 

em 35,9% dos casos. Já se forem levados em consideração somente os 34 pacientes do 

Grupo com Neuropatia Óptica de Etiologia à Esclarecer, foram diagnosticados 9 pacientes 

com a mutação G11778A e 3 com a mutação T14484C, representando, respectivamente, 

26,4% e 8,8% dos casos analisados. Não foram encontradas as mutações rastreadas em 22 
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pacientes, ou seja, 64,7% dos casos. O resultado foi relevante para elucidar a etiologia da 

neuropatia óptica em 35,3% dos indivíduos. 

Foi realizado o rastreamento das mutações primárias raras G3635A, G3700A, 

G3733A, C4171A, T10663C, G14459A, C14482A, C14482G, A14495G, T14502C e 

C14568T e das mutações candidatas C4025T, T4160C, T11253C, A11696G, A13637G, 

G13730A, G14831A, C14898T, G14596A e G15257A em todos os 101 indivíduos. Porém 

nenhuma das 21 mutações rastreadas foi encontrada. Lembrando que as mutações raras são 

encontradas em 5% dos portadores da LHON, era esperado que fossem detectados pelo 

menos alguns indivíduos com alguma mutação. O fato de nenhuma dessas mutações terem 

sido encontradas pode ser esclarecido por serem consideradas extremamente raras (MAN & 

CHINNERY, 2008). Exemplo disso são as mutações C4171A e a mutação G14459A que 

foram descritas como muito raras (Kim et al ; Gropman et al). As mutações G14596A e 

A11696G têm apenas 11 casos registrados cada 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). 

No rastreamento das mutações raras por sequenciamento direto foram encontradas 

algumas alterações nas regiões rastreadas. Duas dessas alterações estavam em estado de 

homoplasmia, são elas: a alteração C4167T no gene MT-ND1 (6 casos) e a alteração 

T11697C no gene MT-ND4 (4 pacientes), porém ambas foram consideradas mutações 

silenciosas (alteração não ocasionou troca de aminoácidos). A alteração G11719A, no gene 

MT-ND4, foi encontrada em 39 pacientes no presente estudo, porém havia sido descrita em 

2004 por Saranath e colaboradores em 20 de 24 pacientes com câncer oral e em 20 de 21 

indivíduos normais, sendo considerada um polimorfismo (presente em mais de 1% da 

população). De todos os casos analisados, cinco deles apresentaram o polimorfismo 

G14560A, no gene MT-ND6, que anteriormente foi encontrado em pacientes com câncer de 

tiróide (Chinnery et al., 2001; Brandon et al., 2006; Giordano et al., 2014). Embora essas 

alterações tenham sido descritas em pacientes com suspeita de LHON ou em indivíduos 

com neuropatia óptica de etiologia a esclarecer, não houve dados na literatura que as 

relacionasse às doenças estudadas. 
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As hipóteses mais plausíveis para a ausência de mutações primárias (principais e 

raras) e mutações candidatas da LHON; Uma hipótese desenvolvida por alguns autores é 

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, porém, essa hipótese foi descartada levando como base 

resultados que serão discutidos alguns parágrafos a frente. 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 uma das que foram descritas 

como raras segundo alguns autores 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 (Chinnery et al., 2001; Brandon et al., 2006). 

A adaptação do método de PRC Multiplex Alelo-Específico foi realizada visando 

fazer alterações nos reagentes (fabricantes, concentrações e volumes) e nas condições dos 

ciclos do termociclador (Número de ciclos e tempo das etapas). O intuito inicial era reduzir 

o tempo das reações e adequá-las às condições utilizadas no Laboratório de Genética 

Molecular Humana do CBMEG - UNICAMP. O primeiro passo foi utilizar reagentes de 

fabricantes que geralmente são utilizados no Brasil, já que a metodologia inicial foi 

inteiramente padronizada na China. Essa etapa foi realizada com sucesso, mas não foi 

possível reduzir as concentrações dos reagentes, ou seja, a reação teve melhor rendimento 

quando as concentrações do tampão de PCR, dNTP e primers utilizados foram iguais as 

usadas no método descrito por Bi e colaboradores (2010). O volume da reação também 

permaneceu inalterado (20μL). A utilização da enzima Taq DNA Polymerase Brasil 

(Invitrogen™ - Life Technologies), em substituição a TaKaRa rTaq (Takara Bio Inc., 

Dalian, China), foi feita de forma confiável somente quando adicionado à reação um dos 

adjuvantes (BSA e DMSO). As reações que continham o DMSO foram as que 

apresentaram os melhores resultados. O número de repetições dos ciclos foi abreviado de 

30 para 28 e o tempo de uma das etapas (extensão) dentro desses ciclos foi reduzido em 

apenas 5 segundos (de 35 para 30 segundos). Por mais que essa alteração aparente ser 

insignificante, o tempo total da reação foi diminuído em 16.7% (15 minutos). Após a 

padronização, o método foi usado em todos os 101 pacientes selecionados no estudo e nos 
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100 indivíduos do Grupo Controle negativo, e todos os resultados foram compatíveis aos 

utilizados em outras técnicas. Além disso, o método se mostrou eficiente, eficaz, de muito 

fácil reprodutibilidade e relativamente barato, pois não precisa de equipamentos e kits 

incomuns ou caros. Se comparado ao PCR-RFLP, o PCR Multiplex Alelo-Específico leva 

vantagem por fazer o rastreamento simultâneo das 3 principais mutações da LHON. 

A plataforma TaqMan® OpenArray Genotyping foi padronizada com sucesso para o 

rastreamento das três principais mutações da LHON. Foram selecionados 101 indivíduos, 

feitos em duplicatas, totalizando 202 reações de genotipagem. Nenhuma das amostras 

escolhidas apresentou problemas para a realização dos ensaios, ou seja, todas estavam 

dentro dos padrões exigidos de pureza (A260/280 entre 1,7 e 2,0) e concentração (50ng/µL). 

Os resultados alcançados confirmam os dados obtidos por outras técnicas, não apresentando 

falsos positivos ou falsos negativos. Os índices de sensibilidade e especificidade de ambos 

os testes foram em torno de 100%. Após a chegada dos kits ao Laboratório e a preparação 

das amostras, todos os testes foram realizados em apenas um dia, o que ilustra a eficiência 

da técnica. O método mostrou alta reprodutibilidade, uma vez que resulta de um protocolo 

bem estabelecido, sendo de fácil reprodução por uma pessoa qualificada e minimamente 

treinada. Uma vez que a padronização das três principais mutações primárias foi realizada 

de forma segura e confiável, fica claro que seria possível o uso da plataforma para a 

triagem de todas as principais alterações relacionadas à LHON. Uma placa contendo as 

principais alterações seria extremamente útil para a obtenção de um diagnóstico molecular 

rápido, preciso e em larga escala. 

A Padronização da plataforma de espectrometria de massa iPLEX Gold/Maldi TOF 

MS (Sequenom Inc.-San Diego, CA) para o rastreamento de onze mutações primárias e 

detecção dos haplogrupos mitocondriais foi realizado. Foram utilizados nos experimentos 

todos os 101 casos com hipótese diagnóstica de LHON ou Neuropatia Óptica de Etiologia a 

Esclarecer e também os 100 pacientes do grupo controle (sem registro clínico de LHON ou 

neuropatia óptica). Os ensaios mostraram elevado grau de reprodutibilidade e sensibilidade. 

A concordância perfeita foi observada comparando os dados gerados por esta técnica e os 

resultados anteriormente obtidos pelos outros métodos. Assim como na plataforma 

TaqMan® OpenArray®, não foram encontrados falsos positivos ou falsos negativos. Após 
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a chegada dos kits, o tempo de preparação das amostras e realização dos experimentos foi 

em média três dias. Uma grande quantidade de dados foi gerada e todos os resultados foram 

analisados de forma rápida e não complicada, uma vez que os gráficos gerados pelo 

software MassArray ® Typer 4.0 exibiram padrões de picos de fácil interpretação. Embora, 

a grande desvantagem do ensaio Iplex reside na necessidade de equipamentos específicos, o 

investimento em uma plataforma MassArray pode ser muito atraente para laboratórios e 

centros de pesquisas com atividades de alto rendimento. Uma vez que segue um protocolo 

bem estabelecido, a técnica é fácil de ser reproduzida, produzindo grandes quantidades de 

dados que são simples de serem interpretados. Apesar da limitação de só permitir a 

identificação de mutações/alterações conhecidas, o método pode oferecer um alto 

rendimento e uma opção mais flexível para o diagnóstico de muitas alterações em um 

número elevado de casos. 

A plataforma iPLEX Gold/Maldi TOF MS (Sequenom Inc.-San Diego, CA) também 

foi usada para a detecção dos principais haplogrupos mitocondriais. Foram rastreados os 32 

marcadores primários dos 25 haplogrupos. Nos 36 pacientes portadores de uma das 

mutações LHON foram identificados os haplogrupos L1/L2, L3, C, R, D, U e H. Porém 

analisando somente os indivíduos com a mutação G11778A foi possível identificar os 

haplogrupos L1/L2 (15 casos), L3 (8 casos), C (3 casos), R (1 caso), D (1 caso) e H (1 

caso). Enquanto que os pacientes com a mutação T14484C pertencem aos haplogrupos 

L1/L2 (2 casos), L3 (3 casos) e U (1 caso). E por fim, os membros do grupo controle 

negativo apresentaram mais indivíduos com os haplogrupos L1/L2 (35) e L3 (28). Segundo 

a literatura, indivíduos com as mutações G11778A e T14484C mutações têm um maior 

risco de perda visual quando encontrados associados ao haplogrupo J, no entanto em 

nenhum dos casos analisados foi identificado este haplogrupo. O haplogrupo H quando 

associado à mutação G11778A tende a manifestar a menor expressão da doença, porém no 

único caso encontrado no estudo, os dados clínicos não confirmam essa afirmativa. Embora 

os haplogrupos descritos no estudo tenham origem ancestral na Europa (H e L), na Ásia (C, 

R e D) e na Oceania (R), a maioria dos casos pertence ao macrogrupo L, que tem origem 

africana (17 casos do L1/L2 e 11 casos do L3) (Torroni & Wallace, 1994; Herrnstadt et al., 

2002; Hudson et al., 2007; Ji et al., 2013; Meng et al.,2014). Nos pacientes onde não foram 
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encontradas mutações da LHON, os haplogrupos mais frequentes também foram o L1/L2 e 

o L3. O mesmo resultado foi encontrado no grupo controle sem diagnóstico clínico de 

LHON ou neuropatia óptica. Estes resultados não são surpreendentes, considerando a 

elevada contribuição dos africanos para a formação da população brasileira, que pode ser de 

até 40% em algumas regiões (Parra et al., 2003). Até o momento, não existem estudos que 

descrevam o envolvimento dos haplogrupos L1/L2 e L3 no aumento, ou diminuição, do 

risco de expressão da LHON. A comparação dos resultados dos haplogrupos encontrados 

nos pacientes com uma das mutações e dos haplogrupos dos indivíduos sem alterações 

relacionadas à LHON, deixa claro que não é possível determinar uma correlação mais 

precisa entre as mutações e o haplogrupos encontrados neste estudo. Por isso, a sugestão de 

novos estudos com um grupo maior de indivíduos é bem aceitável. 

Um experimento paralelo foi realizado para verificar a sensibilidade da plataforma 

iPLEX Gold/Maldi TOF MS na detecção de baixas taxas de heteroplasmia. De acordo com 

o fabricante, a plataforma é capaz de detectar taxas de heteroplasmia em torno de 10% de 

mtDNA mutante. De fato, os experimentos realizados no presente estudo para verificar a 

sensibilidade desta tecnologia confirma esta afirmação, ou seja, foram detectadas taxas de 

no mínimo 10% de mtDNA das mutações G11778A e T14484C. No entanto, observou-se 

também que a plataforma deve ser usada qualitativamente porque, embora a precisão 

absoluta para detectar níveis baixos de mtDNA mutante foi registrado em todos os 

experimentos, não foi possível estabelecer uma relação quantitativa entre a intensidade dos 

picos e as quantidades de mtDNA mutante usados. Uma vez que existem casos raros em 

que os pacientes com mutações da LHON manifestam a doença com menos que 50% de 

mtDNA mutante, este método parece ser altamente eficiente na detecção de doença (Jacobi 

et al. 2001; Chinnery et al, 2001). Por isso, é possível afirmar que todas as mutações foram 

encontradas estavam em estado homoplásmico no sangue periférico. 

Os éxons 1, 2, 8, 9, 12, 13, 15, 16, 26 e 27 do gene OPA1 foram sequenciados para a 

detecção de alterações que apresentassem relação com a Atrofia Óptica Autossômica 

Dominante, a ADOA. Apesar do rastreamento desses 10 éxons, não foram encontradas 

mutações/alterações relacionadas à doença. O fato de não terem sido encontradas mutações 

relacionadas à ADOA não terem sido encontradas pode ser atribuídas a outras alterações, 
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descritas ou até desconhecidas, localizadas em regiões não analisadas no presente estudo. 

Outra teoria é, assim como a elaborada para tentar explicar os 65% dos casos não 

elucidados no pacientes da LHON, que os indivíduos analisados sejam portadores de outra 

doença com sintomas clínicos muito semelhantes à ADOA. 

Durante o sequenciamento dos éxons do gene OPA1, foram encontradas outras 

alterações, principalmente nas regiões intrônicas entre os éxons estudados. Exemplos disso 

são os polimorfismos rs10451941 (41 casos), rs166850 (49 indivíduos) e rs76253392 (1 

paciente), todos encontrados na região intrônica localizada entre os éxons 8 e 9. Desses 

casos citados, 34 deles possuem os polimorfismos rs10451941 e rs166850 

simultaneamente, e um caso apresenta os três polimorfismos ao mesmo tempo. Os 

polimorfismos rs10451941 e rs166850 possuem relação com indivíduos com glaucoma de 

tensão normal (Aung et al, 2002; Yu-Wai-Man et al, 2010; Skidd et al., 2013). Na região 

intrônica entre os éxons 12 e 13 foi encontrado o polimorfismo rs73205350, em um único 

caso. O polimorfismo rs34222475, na região intrônica entre os éxons 15 e 16, foi a única 

alteração encontrada em 2 casos. Mas como citado anteriormente, segundo dados da 

literatura, nenhuma dessas alterações tem relação direta ou indireta com a ADOA. 

O presente estudo foi de extrema importância por fazer análise molecular 

detalhada da Neuropatia Óptica Hereditária de Leber e da Atrofia Óptica Autossômica 

Dominante em uma amostra de 101 pacientes brasileiros. A população brasileira tem 

poucos estudos relacionados à frequência das mutações da LHON e da ADOA, e todos eles 

foram realizados com um número baixo de casos, por isso um estudo que tem como 

casuística 101 pacientes merece ser destacado. Além disso, outros pontos que merecem ser 

evidenciados são a otimização e padronização de técnicas e metodologias que podem ser 

usadas futuramente (para poucos casos ou em larga escala) no rastreamento dos 

haplogrupos mitocondriais e das principais alterações relacionadas à LHON e à ADOA. 

Esses métodos se mostraram eficazes, eficientes e de fácil reprodutibilidade. Por fim, 

apesar de não terem sido detectadas mutações raras ou não descritas, um dos pontos mais 

relevantes foi a confirmação e elucidação de aproximadamente 35% dos casos estudados. 

Por isso, novos estudos se fazem necessários, não somente para elucidar a etiologia dos 

65% dos indivíduos em que não foram encontradas alterações, mas principalmente para 
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responder questões latentes que permanecem obscuras em relação à LHON e à ADOA no 

Brasil. 
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6. CONCLUSÃO 
 

I - As frequências das mutações primárias da LHON G11778A e T14484C foram diferentes 

das encontradas em outras partes do mundo, com 83.3% e 16.7%, respectivamente; 

 

II - Não foi encontrada a mutação primária G3460A; 

 

III - O método de PCR Multiplex Alelo-Específico foi otimizado e mostrou eficiência e 

eficácia no rastreamento das mutações primárias da LHON; 

 

IV - A plataforma TaqMan® OpenArray® Genotyping foi padronizada e se mostrou um 

método confiável não somente para o rastreamento das mutações primárias, mas para 

futuros estudos envolvendo um número maior de alterações; 

 

V - A plataforma iPLEX Gold/Maldi TOF MS foi extremamente útil para o rastreamento 

das principais mutações da LHON e dos seus haplogrupos, com a vantagem de detectar até 

o mínimo de 10% de DNA mutante; 

 

VI - Nenhuma das 21 mutações raras da LHON foi encontrada no estudo; 

 

VII - Os haplogrupos detectados têm origem na Europa, Ásia e Oceania, e principalmente 

na África, mas não apresentaram correlação com a expressividade da doença; 

 

VIII - Não foram encontradas mutações no gene nuclear OPA1. 

 

IX - Foram confirmados por testes moleculares 35% dos casos de indivíduos com 

diagnóstico clínico de LHON e elucidados 35% dos indivíduos diagnosticados com 

neuropatia óptica de etiologia a esclarecer. 
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ANEXO 2 
 
Tabela 16 - Alterações no gene OPA1 que poderiam ser encontradas no presente estudo. 

Éxon Alteração (cDNA) Tipo Referência 

1 c.6G>A  Substituição Pesch et al. (2001)  

1 c.22G>T  Substituição Han et al. (2006)  

1 c.1+97G>A Substituição Han et al. (2006) 
1 c.15-33C>T Substituição Han et al. (2006) 
1 c.26+12T>G Substituição Han et al. (2006) 
2 c.321G>A  Substituição Pesch et al. (2001)  

2 c.113_130del Deleção Thiselton et al. (2002)  

2 c.239A>G  Substituição Han et al. (2006)  

2 c.181C>T  Substituição Nakamura et al. (2006)  

2 c.190del  Deleção Ferre et al. (2009)  

2 c.154C>T  Substituição Ban et al. (2007)  

2 c.284C>T  Substituição Ferre et al. (2009)  

2 c.305A>G  Substituição Ferre et al. (2009)  

2 c.112C>T  Substituição Nakamura et al. (2006)  

2 c.344C>T  Substituição Yu-Wai-Man et al. (Brain, 2010)  

2 c.27-5C>T Substituição Han et al. (2006) 
8 c.800_803del  Deleção Baris et al. (2003)  

8 c.800_801del  Deleção Toomes et al. (2001)  

8 c.794C>A  Substituição Pesch et al. (2001)  

8 c.893T>A Substituição Ferre et al. (2009)  

8 c.830T>C  Substituição Ferre et al. (2009)  

8 c.796_799del  Deleção Cohn et al. (2007)  

8 c.804_805del  Deleção Yu-Wai-Man et al. (2010)  

8 c.6-13T>G Substituição Han et al. (2006) 
9 c.852T>A Substituição Galvez-Ruiz et al. (2013)  

9 c.898A>T  Substituição Thiselton et al. (2002)  

9 c.868C>T  Substituição Puomila et al. (2005) 

9 c.889G>T Substituição Puomila et al. (2005) 

9 c.949-2A>T Substituição Galvez-Ruiz et al. (2013) 
9 c.956+49_957-51del Deleção Thiselton et al. (2002) 
9 c.949-1G>A Substituição Ferre et al. (2009) 
12 c.1183del  Deleção Alexander et al. (2000)  

12 c.1204G>T  Substituição Yamada et al. (2003) 

12 c.1230+18A>G Substituição Thiselton et al. (2002) 
12 c.1230+3A>C Substituição Pesch et al. (2001) 
12 c.1230+2T>C Substituição Puomila et al. (2005) 
12 c.1230+2T>G Substituição Kim et al. (2005) 

http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.6G%3EA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11440988
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.22G%3ET
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16617242
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.321G%3EA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11440988
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.113_130del
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12036970
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.239A%3EG
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16617242
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.181C%3ET
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16513463
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.190del
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19319978
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.154C%3ET
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17579882
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.284C%3ET
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19319978
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.305A%3EG
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19319978
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.112C%3ET
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16513463
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.344C%3ET
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20157015
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.800_803del
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14961560
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.800_801del
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11440989
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.794C%3EA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11440988
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.893T%3EA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19319978
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.830T%3EC
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19319978
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.796_799del
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17306754
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.804_805del
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20417570
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.852T%3EA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24051421
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.898A%3ET
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12036970
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.868C%3ET
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15948788
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.889G%3ET
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15948788
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1183del
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11017080
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Tabela 16 – CONTINUAÇÃO 

Éxon Alteração (cDNA) Tipo Referência 

13 c.1261C>T Substituição Alexander et al. (2000)  

13 c.1261C>A  Substituição Delettre et al. (2001) 
13 c.1237_1258del  Deleção Pesch et al. (2001) 
13 c.1305G>A  Substituição Schimpf et al. (2006)  

13 c.1234G>A  Substituição Ferre et al. (2009)  

13 c.1291A>G  Substituição Cohn et al. (2007)  

13 c.1236A>G  Substituição Yu-Wai-Man et al. (Brain, 2010)  

13 c.1305+1G>A Substituição Baris et al. (2003) 
13 c.1305+5G>C Substituição Ferre et al. (2009) 
13 c.1305+1G>T Substituição Almind et al. (2012) 
13 c.1334G>A Substituição Almind et al. (2012) 
15 c.1417_1418del  Deleção Baris et al. (2003)  

15 c.1461_1463del  Deleção Alexander et al. (2000)  

15 c.1469_1470del  Deleção Thiselton et al. (2002)  

15 c.1453A>G  Substituição Ferre et al. (2009)  

15 c.1450_1455del  Deleção Ferre et al. (2009)  

15 c.1477+32A>G Substituição Thiselton et al. (2002) 
15 c.1478-1G>A Substituição Ferre et al. (2009) 
16 c.1574A>G  Substituição Baris et al. (2003)  

16 c.1519del  Deleção Alexander et al. (2000)  

16 c.1478A>T  Substituição Pesch et al. (2001)  

16 c.1567A>G  Substituição Pesch et al. (2001)  

16 c.1499G>A  Substituição Shimizu et al. (2002) 

16 c.1478A>G  Substituição Dadgar et al. (2006) 

16 c.1480_1483del  Deleção Ferre et al. (2009)  

16 c.1511C>G  Substituição Ferre et al. (2009)  

16 c.1552_1557dup Duplicação Ferre et al. (2009)  

16 c.1481G>T  Substituição Liguori et al. (2008)  

16 c.1575_1608+4del  Deleção Spinazzi et al. (2009)  

16 c.1492G>A  Substituição Yu-Wai-Man et al. (Brain, 2010)  

16 c.1577T>C Substituição 
Mavrogiannis LA, Joss S, Charlton RS 

(unpublished) 
16 c.1478A>C  Substituição Almind et al. (2012)  

16 c.1510A>C  Substituição Liskova et al. (2013)  

16 c.1541G>A  Substituição Almind et al. (2012)  

16 c.1608+23G>A Substituição Pesch et al. (2001) 
16 c.1609-75T>C Substituição Delettre et al. (2001) 
16 c.1609-179G>A Substituição Puomila et al. (2005) 
16 c.1609-1G>C Substituição Ferre et al. (2009) 

http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1261C%3ET
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11017080
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1261C%3EA
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1237_1258del
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1305G%3EA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16323009
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1234G%3EA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19319978
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1291A%3EG
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17306754
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1236A%3EG
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20157015
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1417_1418del
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14961560
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1461_1463del
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11017080
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1469_1470del
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12036970
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1453A%3EG
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19319978
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1450_1455del
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19319978
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1574A%3EG
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14961560
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1519del
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11017080
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1478A%3ET
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11440988
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1567A%3EG
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11440988
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1499G%3EA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12566046
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1478A%3EG
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16698014
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1480_1483del
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19319978
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1511C%3EG
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19319978
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1552_1557dup
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19319978
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1481G%3ET
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18204809
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1575_1608%2B4del
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18678599
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1492G%3EA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20157015
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1577T%3EC
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1478A%3EC
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22857269
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1510A%3EC
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23387428
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1541G%3EA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22857269
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Tabela 16 – CONTINUAÇÃO 

Éxon Alteração (cDNA) Tipo Referência 

16 c.1609-1G>T Substituição Ferre et al. (2009) 
26 c.2531del  Deleção Baris et al. (2003)  

26 c.2635C>T Substituição Ferre et al. (2009)  

26 c.2633C>A  Substituição Ferre et al. (2009)  

26 c.2521-?_2661+?del Deleção Fuhrmann et al. (2009) 

26 c.2661G>C  Substituição Almind et al. (2012)  

26 c.2661+2T>C Substituição Ferre et al. (2009) 
26 c.2661+1G>T Substituição Ferre et al. (2009) 
26 c.2661+4A>G Substituição Ferre et al. (2009) 

26 
c.2661+4_2661+5delin
sGTAAC 

Inserção/Del
eção 

Almind et al. (2012) 

27 c.2675G>A  Substituição Puomila et al. (2005) 

27 c.2687A>G  Substituição Han et al. (2006)  

27 c.2702dup  Duplicação Nakamura et al. (2006)  

27 c.2708delTTAG  Duplicação Nakamura et al. (2006)  

27 c.2755dup  Duplicação Nakamura et al. (2006)  

27 c.2755C>T Substituição Ferre et al. (2009)  

27 c.2734C>T Substituição Ferre et al. (2009)  

27 c.2778+1G>A Substituição Toomes et al. (2001) 
27 c.2779-142T>C Substituição Thiselton et al. (2002) 
27 c.2779-112A>G Substituição Thiselton et al. (2002) 
27 c.2778+2T>A Substituição Kim et al. (2005) 
27 c.2779-9A>G Substituição Schimpf et al. (2006) 
27 c.2779-1G>A Substituição Ferre et al. (2009) 
27 c.2778+1G>C Substituição Pesch et al. (2001) 

1 a 29 c.1-?_2983+?del Deleção Fuhrmann et al. (2009) 

1 a 30 c.1-?_3048+?del Deleção Fuhrmann et al. (2009) 

1 a 6 c.1-?_678+?del  Deleção Fuhrmann et al. (2009) 

2 a 29 c.33-?_2983+?dup Duplicação 
Mavrogiannis LA, Prescott K, Charlton 

RS (unpublished) 

4 a 10 c.449-?_1035+?dup Duplicação 
Mavrogiannis LA, Robertson L, Charlton 

RS (unpublished) 
9 a 11 c.844-?_1149+?dup Duplicação Fuhrmann et al. (2009) 

Modificado de MitoDyn.org Database 
 Disponível em http://mitodyn.org/home.php?select_db=OPA1 - Acessado 16 de julho de 2014 
  

http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.2531del
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14961560
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.2635C%3ET
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19319978
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.2633C%3EA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19319978
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.2521-%3F_2661%2B%3Fdel
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19181907
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.2661G%3EC
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22857269
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.2675G%3EA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15948788
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.2687A%3EG
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16617242
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.2702dup
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16513463
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.2702dup
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16513463
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.2755dup
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16513463
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.2755C%3ET
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19319978
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.2734C%3ET
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19319978
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1-%3F_2983%2B%3Fdel
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19181907
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1-%3F_3048%2B%3Fdel
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19181907
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.1-%3F_678%2B%3Fdel
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19181907
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.33-%3F_2983%2B%3Fdup
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.449-%3F_1035%2B%3Fdup
http://mitodyn.org/variants.php?select_db=OPA1&action=search_all&search_Variant%2FDNA=c.844-%3F_1149%2B%3Fdup
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19181907
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