PAULO JOSE LORENZONI

MELAS: ESTUDO CLINICO, BIOQUIMICO,

ELETROFISIOLOGICO, MORFOLOGICO E MOLECULAR

Dissertagdo apresentada como requisito parcial
para obtencdo do grau de Mestre, pelo
Programa de Po6s-Graduacdo em Medicina
Interna e Ciéncias da Saude, da Universidade
Federal do Parana.

Orientadora: Profa. Dra. Rosana Herminia Scola

CURITIBA
2008



UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SISTEMA DE BIBLIOTECAS / BIBLIOTECA CENTRAL
COORDENACAO DE PROCESSOS TECNICOS

Lorenzoni, Paulo José

MELAS : estudo clinico, bioquimico, eletrofisiolégico, morfologico e
molecular / Paulo José Lorenzoni. — Curitiba, 2008.

111f. :il. algumas color., tabs.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Rosana Herminia Scola
Dissertagéo (mestrado) — Universidade Federal do Parana, Setor de

Ciéncias da Saude, Programa de Pds-Graduagdao em Medicina Interna e
Ciéncias da Saude.

Inclui bibliografia e apéndices.

1. Mitocondria - Doencgas. I. Scola, Rosana Herminia. Il. Universidade
Federal do Parana. Setor de Ciéncias da Saude. Programa de Pds-
Graduacao em Medicina Interna. lll. Titulo.

CDD 572.869

Andrea Carolina Grohs CRB 9/1.384



Ministério da Educacio
Universidade Federal do Parana
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA E CIENCIAS DA SAUDE
=MESTRADO e DOUTORADO =

PARECER

Aos dezessete dias do més de julho do ano de dois mil e oito, a banca examinadora
constituida pelos Professores Doutores Claudia Ferreira Sobreira, Rosana Herminia
Scola e Dr. Lineu César Werneck, exarou o presente parecer sobre a dissertaco
elaborada por Paulo José Lorenzoni, do Programa de Pés-Graduacio em Medicina
Interna e Ciéncias da Satde — Mestrado, da Universidade Federal do Parana,
intitulada: “MELAS:  ESTUDO  CLINICO, ~BIOQUIMICO, ELETROFISIOLOGICO,
MORFOLOGICO E MOLECULAR”. A Banca examinadora considerou que Paulo José
Lorenzoni, apresentou trabalho adequado para Dissertacdo de Mestrado e o defendeu
com seguranga e propriedade nas argiiicdes que Ihe foram feitas, de modo a merecer a
sua aprovagcio, sendo recomendado & Universidade Federal do Parani que lhe seja
concedido o titulo de Mestre em Medicina Interna e a publicagiio de artigo em
revista técnico-cientifica com corpo editorial, depois de incorporadas as: sugestoes
apresentadas no decurso das arguigdes, cumpridas outras exigéncias previstas em

normativas da pés-graduacfo.

Curitiba, 17 de julho de 2008.

r

Profa. Dra. Claudia Ferreira Sobreira

Profa. Dra. Ros:

ProfS



DEDICATORIA

A trajetdria de vida, guerreira e aguerrida da familia — Neuso, Ana Ladi e
Ana Paula — coroaram de éxito minha existéncia. A eles, profunda compreensao, na

certeza de que os exemplos deixados serdo exemplos seguidos.



AGRADECIMENTOS

A Professora Dra Rosana Herminia Scola, minha orientadora, pela perspicacia e
sensibilidade com que me acolheu na equipe do Servico de Doencas
Neuromusculares do Hospital de Clinicas. Sua disponibilidade e competéncia em

dirigir nossos trabalhos sao sempre admiraveis.

Ao Professor Dr Lineu César Werneck, pioneiro nas doengas neuromusculares, a
minha reveréncia. Continuar na equipe apds o término da residéncia médica, foi um

privilégio.

A Dra Claudia Suemi Kamoi Kay, médica e amiga, o0 meu reconhecimento pelo

apoio prestado em multiplas e preciosas oportunidades. Obrigado!

Aos Professores e Médicos do Servigco de Neurologia do Hospital de Clinicas, Dr
Edison Névak, Dr Carlos Silvado, Dr Hélio Teive, Dr Walter Arruda, Dra Viviane
Zétola, Dr Luciano de Paola, Dr Pedro Kowacs, Dr Mauro Piovesan, Dr Elcio
Piovesan, Dr Hipdlito Carraro, Dra Ana Crippa, Dr Francisco Germiniani e Dr
Marcos Lange, gratidao e respeito pelo acompanhamento na minha formacao

profissional.

Os estudos genéticos, vistos pela ética das bioquimicas Aline Andrade Freund e

Raquel Cristina Arndt, ganharam enfoques diferenciados. Obrigado!

As técnicas do laboratério de histoquimica, Eunice e Nyvia, pelo auxilio técnico

recebido. Foram de grande valia!

Aos Professores do Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Interna e
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parand, pelos ensinamentos no

decorrer do curso.

As secretarias Lucia e Valéria, do Programa de Pés-Graduagdo em Medicina
Interna e Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana, sempre dispostas
a ajudar.

A Fundacgao Araucaria pelo suporte financeiro.

A todos, que direta ou indiretamente me motivaram neste processo, a certeza da

minha admiracao.



SUMARIO

LISTADE FIGURAS ...t
LISTADE TABELAS ...
LISTA DE ABREVIATURAS ...
RESUMO ...
ABSTRACT ...t e e s et e e e e e nae e e e annneeeas
1 INTRODUGAOD .......ooovveeeeeeeeeeeeeee ettt n e e
2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  MITOCONDRIA E FOSFORILACAO OXIDATIVA .......ccccooe....
2.2 DNA MITOCONDRIAL HUMANO ..o
2.3  GENETICA MITOCONDRIAL ....cocvurveeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenennans
2.4 DOENCAS MITOCONDRIAIS ......ooo o
2.5 DIAGNOSTICO DAS DOENCAS MITOCONDRIAIS .................
2.6 MELAS

2.6.1 HISOMCO ..uvveeieeiieeieeeee e
2.6.2 Critérios diagnNOStICOS .......ceeiiiiiiiiiiieee e
2.6.3 Correlagao entre alteragdes clinicas e fisiopatologia .................
2.6.4 Genética mitocondrial ..........cooeeiiiiiiiiiiiiii
2.6.5 Alteraces laboratoriais e bioquimicas ........cccccvveeeeeeeriieeeeneennn.
2.6.6 Alteracdes morfolOgiCas .........cuueveeieeeiiiiiiiiee e
3 OBUETIVOS ...t
4 MATERIAL E METODOS ........cocoooieeeececeeececeeeeeeeete e
41  AVALIACAO CLINICA ......oooeoeeeceeeeeeeeeeeeeee e,
4.2 EXAME LABORATORIAL ....oooiiiiiiee et
4.3 ELETROCARDIOGRAMA ...t
4.4 ELETRONEUROMIOGRAFIA ...
4.5 ESTUDO NEURORADIOLOGICO ......cocooveeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeennns
4.6 ESTUDO BIOQUIMICO ....ocuiiieiiciineieinicenecee e,
4.7  BIOPSIA MUSCULAR ......ooriiriiirieeeeineeeseieesneeeseseeei e
4.8 ESTUDO MOLECULAR DO DNA MITOCONDRIAL .................
4.8.1 Extracao do DNAmt de amostras de musculo ...........................
4.8.2 Identificagao das mutacoes no DNAMLt ..........coooiiiiiiiiiiiiiinee

03
05
10
14
19

23
24
25
34
38
39
43
44
45
45
46
46
46
47
47
49
50



5 RESULTADOS

5.1  AVALIACAO CLINICA .......ooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 56
5.2 EXAME LABORATORIAL .....coveeeeeeeeeeeeeeeee e en e, 58
5.3 ELETROCARDIOGRAMA .......ccooooiiieiiieeeeeeeeee et enn e, 59
5.4 ELETRONEUROMIOGRAFIA ..o, 60
55 ESTUDO NEURORADIOLOGICO .....ccoovieieiiieeeeeeeeeeeeeen 61
5.6 ESTUDO BIOQUIMICO ..o 64
5.7 BIOPSIA MUSCULAR .....cocoovieeeeeieeeeeeeeseeeeeen e enn e, 65
5.8 ESTUDO MOLECULAR DO DNA MITOCONDRIAL ................. 71
5.8.1 Identificagao das mutacdes no DNAMLt ... 71
6 DISCUSSAO

6.1 AVALIACAO CLINICA ....coviieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 76
6.2 EXAME LABORATORIAL ..ot 78
6.3 ELETROCARDIOGRAMA .......coooiiieeeeeeeeeeeeee e 80
6.4 ELETRONEUROMIOGRAFIA .......cccooeieeereeeeeeeeeeee e 80
6.5 ESTUDO NEURORADIOLOGICO ......cocoovieieeieeeeerieeeseeeeenan 82
6.6 ESTUDO BIOQUIMICO .....ooveieeecee e 83
6.7  BIOPSIA MUSCULAR ....cooiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 83
6.8 ESTUDO MOLECULAR DO DNA MITOCONDRIAL ................. 85
7 CONCLUSOES .........oooeoeceeeeeeee et 89
8 REFERENCIAS ... 91

9 APENDICE ..o e 108



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Fosforilagdo oxidativa da cadeia respiratoria ............ccccevveeeeenn. 04

Figura 2 — Subunidades da cadeia respiratoria codificadas pelo DNAmt e

DINAN et e e e e s e s 06
Figura 3 — Mapa do DNAML ... 09
Figura 4 — Transmissdo materna e segregacao replicativa do DNAmt ..... 13

Figura 5 — Mecanismo fisiopatolégico dos episddios semelhantes a AVC 32

Figura 6 — Aspecto neuroradiolOgiCO ..........ooviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 63
Figura 7 — Biopsia muscular com RRF (CaS0O 1) ....ccccuvvviiiiiiiiiiiiiieiiiieeeee, 68
Figura 8 — Biopsia muscular com RRF (CaSO 7) .....ccccuvvviviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 68
Figura 9 — Reacao histoquimica para COX .......ccccccvuimiiiiiiiiiiieiinieeeeeeeeeen 69
Figura 10 — Comportamento dos vasos na bidpsia muscular .................... 70
Figura 11 — PCR/RLFP para mutacdo ponto A3243G ...........cccceevveeieeeeeenn. 74
Figura 12 — PCR/RLFP para mutagdo ponto T3271C ......ccccceevviiiiinnnnnnnnn. 74

Figura 13 — Seqlienciamento do gene tRNA" YR . 75



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Manifestagdes clinicas e classificagcdo genética das principais

encefalomiopatias MItoCONAMAIS .......ccevviiiiiiiiiiiiiii e 18
Tabela 2 — Mutagdes associadas com fendtipo de MELAS ....................... 37
Tabela 3 — DeSCriCa0 ClINICA .......coeiiiiiiiiieee e 57
Tabela 4 — Alteragdes laboratoriais ..........ccccocviiiiiiiiiiii e 59
Tabela 5 — Achados eletrofiSiolOgICOS .........oovcuriiriieiiiiieee e 60
Tabela 6 — Achados NneuroradiolOgiCOS ...........cceiiiiiirrreieeieieee e 62
Tabela 7 — Dosagem de enzimas muSCUIares ...........ccccceeveeeeeececccnnnnnnne. 65

Tabela 8 — Caracteristicas das fibras musculares e vasos na biopsia
[ ST o = R 67
Tabela 9 — Resultado do estudo molecular .........ccccooevveeiiiiiiiiiiiiiee e, 73

Tabela 10 — Caracteristicas do DNA extraido de biopsia muscular ........... 111



ADP
AL
ATP
AVC
~AVC
bp

CK
COX
COX-
D-loop
DNAmt
DNAnN
H

HE
MELAS
MERRF
NADH
NARP
nt
OEPC
PAS
PCR
PCR/RFLP
RRF
SDH
SDH+
TGM
tRNA
L

LCR
On

OL

LISTA DE ABREVIATURAS

difosfato de adenosina

aldolase

trifosfato de adenosina

acidente vascular cerebral

semelhante a acidente vascular cerebral

pares de base

creatina quinase

citocromo c oxidase

fibras com deficiéncia da citocromo ¢ oxidase
alca de deslocamento

DNA mitocondrial

DNA nuclear

cadeia pesada

hematoxilina e eosina

miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidose latica e episédios ~AVC
epilepsia mioclénica com RRF

nicotinamida desidrogenase tetrazolium redutase
Neuropatia periférica, ataxia e retinopatia pigmentar
nucleotideo

oftalmoplegia externa progressiva crénica

acido periédico de Schiff

reacao em cadeia da polimerase

PCR com polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricao
fibras rasgadas vermelhas ou “ragged-red fibers”
desidrogenase succinica

reacao histoquimica forte para SDH

tricromo de Gomori modificado

RNA transportador

cadeia leve

liquido cefalorraqueano

origem da cadeia H

origem da cadeia L



\

RESUMO

Introducdo: MELAS é uma das doengas mitocondriais caracterizada por miopatia mitocondrial,
encefalopatia, acidose latica e episédios semelhantes a acidente vascular cerebral (AVC) isquémico.
Objetivo: Conhecer as caracteristicas da sindrome de MELAS, apresentadas por pacientes
acompanhados pelo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, para: (1) caracterizar
suas manifestagdes clinicas, laboratoriais, bioquimicas e morfoldgicas; (2) determinar mutagdes do
gene do RNA transportador de leucina UUR (tRNA"*"Y®) do DNA mitocondrial (DNAmt); e (3)
verificar a utilidade da bidpsia muscular como método diagndstico da sindrome de MELAS quando

LeuWUR 4o DNAmt. Material e Métodos: Os 9 pacientes

comparada ao estudo molecular do gene tRNA
com MELAS foram analisados com base nas manifestagdes clinicas, laboratoriais, neuroradioldgicas,
eletrocardiograficas e eletroneuromiograficas. A bidpsia muscular foi avaliada principalmente pelas
coloragdes do tricromio de Gomori modificado (MGT), desidrogenase succicinica (SDH) e citocromo ¢
oxidase (COX). O DNAmt foi extraido de material proveniente de bidpsia muscular sendo o gene
tRNA-UYYR analisado por reacdo em cadeia de polimerase com polimorfismo do comprimento dos
fragmentos de restricdo (PCR/RLFP) e sequiienciamento direito. Resultados: O inicio da doenga foi
antes dos 15 anos em 6 pacientes. Os episddios semelhantes a AVC estavam presentes em todos os
pacientes e os outros sintomas relatados foram vomitos, cefaléia, crise convulsiva, fraqueza muscular,
deméncia, surdez, baixa estatura, ptose palpebral, oftalmoparesia, ataxia e neuropatia facial. O nivel
de acido latico sérico foi aumentado em 8 pacientes. O estudo das imagens do cranio revelou padrdo
semelhante a AVC em todos os pacientes sendo encontrado lesdo unilateral em 5 pacientes e
bilateral em 4 pacientes. As fibras rasgadas vermelhas (RRF) ocorreram em 88,8% na coloragéo pelo
MGT e em 100% pela SDH, porém foi encontrada freqiiéncia acima de 2% de RRF em 55,5% dos
pacientes na coloragdo pelo MGT e 88,8% pela SDH. A andlise pela coloragdo da COX mostrou
atividade deficiente em 14,2%. Vasos com forte reagdo para SDH (SDH+) ocorreram em 55,5% dos
pacientes numa freqliéncia que variou de 33,3% até 75% nesses casos. O estudo molecular do gene
tRNA""R hor PCR/RLFP e sequenciamento direto mostrou a mutagdo A3243G no DNAmt em 3
pacientes. Conclusdes: Os pacientes com MELAS tem variagdo na apresentacdo de suas
manifestagbes clinicas, sendo que alteragdes tipicas de MELAS, como sinais de encefalopatia,
episddios semelhantes a AVC em idade jovem, episddios de cefaléia e vOmitos recorrentes, nivel
elevado de 4cido latico podem ser encontrados na maioria dos pacientes. A falta de alteragdes nos
estudos eletrofisiolégicos e no nivel sérico da CK ndo afastam seu diagndstico. As lesbes
semelhantes a AVC nas regides temporal, occipital e parietal sdo as mais sugestivas dessa doencga. A
deficiéncia de COX pode ocorrer em pacientes com MELAS. A reagdo histoquimica para SDH é
superior a coloragao pelo TGM na identificagdo de RRF. A falta de vasos SDH+ na bidpsia muscular
ndo exclui o diagndstico da doengca. A mutacdo ponto A3243G do DNAmt é a mais freqiente
relacionada com MELAS. O uso da biépsia muscular como método diagndstico de MELAS ainda se
revela superior ao da pesquisa de mutacdes do gene tRNA"*““"? go DNAm.
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ABSTRACT

Background: MELAS is one of mitochondrial disease characterized by mitochondrial myopathy,
encephalopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes. Objective: To analyze patients suffering from
of MELAS at Clinical Hospital of Federal University of Parana: (1) clinical, laboratorial, biochemistry and
histological findings; (2) mitochondrial DNA (mtDNA) mutations in tRNA"*“Y® gene; and (3) to compare

LeuUUR) gene as diagnostic method to MELAS syndrome.

muscle biopsy and molecular analysis of tRNA
Method: Study of 9 patients with MELAS with correlation between clinical findings, laboratorial data,
radiological and electrophysiological findings. Muscle biopsies were evaluated mainly by modified
Gomori-trichrome (MGT), succinate dehydrogenase (SDH) and cytochrome c oxidase (COX) stains.

Leu(UUR) gene by

DNAmt was obtained from muscle biopsy specimen which was analysed of tRNA
PCR/RLFP and direct sequencing. Results: The onset was before age 15 years in 6 patients. Stroke-like
episodes was present in all patients and the others symptoms reported were vomiting, headache,
seizures, weakness, dementia, hearing loss, short stature, ocular symptoms, ataxia and facial
neuropathy. Blood lactate levels was increased in 8 patients. Brain image study reveals stroke-like
pattern in all patients with lesion pattern unilateral in 5 patients and bilateral in 4 patients. Ragged-red
fibers (RRF) occurred in MGT (88.8%) and SDH (100%) stains, but the frequency above 2% of RRF
was found in 55.5% of patients on MGT stain and in 88.8% on SDH stain. COX stain analysis showed
deficient activity in 14.2%. Strongly succinate dehydrogenase-reactive blood vessels (SSV) occurred in
55.5% of patients which frequency ranged from 33.3% to 75% in these cases. The molecular analysis
showed the A3243G mutation on mtDNA in 3 patients. Conclusion: MELAS patients have variations in
their clinical manifestation, but the main dysfunctions of MELAS syndrome, as encephalopathy, stroke-
like, headache, vomiting and increased lactate levels can be fond in MELAS phenotype. Stroke-like
lesions are more common in temporal, occipital and parietal regions. COX deficiency can occur in
MELAS patients. RRF presence was increased in SDH than in MGT stain. Absent SSV in muscle biopsy
specimens should not be used as exclusion criteria for MELAS. A3243G point mutation is the most
related with the MELAS phenotypic in tRNA"*“"Y?) gene. Muscle biopsy as diagnostic method is better

Leu(UUR)

than molecular analyze of tRNA gene in MELAS syndrome.



1 INTRODUCAO

Considerando que a mitocondria € a principal organela responsavel
pelo fornecimento de energia para manutencao e funcionamento das células,
disturbios no sistema de fosforilacdo oxidativa podem provocar alteragcdes
sistémicas em diferentes o6rgaos, dando causa as denominadas doencas
mitocondriais [DIDONATO, 2000]. Assim, as doencgas mitocondriais formam um
grupo heterogéneo de sindromes que séo caracterizadas por quadro clinico
multiforme, mas que apresentam em comum os defeitos bioquimicos na
cadeia respiratoria [BETTS et al, 2004; DIMAURO, 2004; ZEVIANI & DIDONATO, 2004].

Dentre as principais, destacamos a MELAS, denominagao que recebe
pela forte associagcdo encontrada entre miopatia mitocondrial, encefalopatia,
acidose latica e episodios semelhantes a acidente vascular cerebral (AVC)
[PAVLAKIS et al, 1984]. A suspeita de pacientes com MELAS pode ser feita com
base nas suas alteracbes clinicas, laboratoriais, eletrofisiologicas e
neuroradiolégicas, sendo o diagnostico confirmado pelo estudo bioquimico ou
pela bidpsia muscular [CIAFALONI et al, 1992; GOTO et al, 1990; GOTO et al, 1992;
HIRANO et al, 1992]. ApOs a descoberta da mutagdao ponto A3243G do DNAmt

afetando o gene tRNA-U(UUR)

no musculo de pacientes com MELAS, o
estudo molecular do DNAmt tem sido utilizado para confirmar o diagnostico
da doencga, permitir o aconselhamento genético dos familiares e aumentar a

compreensdo dos mecanismos moleculares que causam essa doenga

[CIAFALONI et al, 1992; GOTO et al, 1990; GOTO et al, 1992; HAMMANS et al, 1991;

KOBAYASHI et al, 1990].



A partir da observacdao de alguns casos de doenga mitocondrial, no
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, que apresentavam
em comum os episodios semelhantes a AVC, surgiu a curiosidade em
pesquisar as mutagdes do DNAmt, causa da disfuncdo mitocondrial, de forma
semelhante a literatura internacional, mas com enfoque em alguns aspectos
relacionados com a utilidade da bidpsia muscular e do estudo molecular
como métodos de diagndstico.

Dessa forma, o presente estudo se propde a investigar pacientes com
MELAS caracterizando suas principais manifestacdes clinicas, laboratoriais e
bioquimicas, bem como, analisando a utilizagdo da biépsia muscular e do
estudo molecular, especialmente do DNAmt, como métodos de diagndstico
das doencas mitocondriais.

Para tanto, apresenta-se uma revisao da literatura sobre os elementos
principais do mecanismo de funcionamento da mitocéndria, da sua peculiar
genética, do grupo heterogéneo que compde as doencas mitocondriais, 0s
aspectos fisiologicos e patolégicos envolvidos com a sindrome de MELAS,
bem como se submete a andlise morfolégica de bidpsia muscular e ao estudo
molecular.

Nesse sentido, torna-se imprescindivel a viabilizacdo de metodologia
do estudo molecular do DNAmt, adaptadas as condigcdes da Universidade
Federal do Parana, em busca de novos resultados que possam auxiliar no
diagnostico de pacientes, fornecer subsidios para um aconselhamento
genético e para a compreensdo dos mecanismos moleculares das doencas
mitocondriais e para, quica, vir a representar um primeiro passo para futuros

tratamentos.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  MITOCONDRIA E FOSFORILACAO OXIDATIVA

A mitocondria € uma organela intracelular responsavel pelo
fornecimento da maior parte da energia requerida pelas células, através da
producéao de trifosfato de adenosina (ATP), sendo composta em sua estrutura
pelos seguintes compartimentos: matriz, espaco intermembranoso,
membranas interna e externa [DIDONATO, 2000; PEDROSO, 1995; PEDROSO et al,
1997; SARASTE, 1999; SHULTZ & CHAN, 2001].

A membrana externa é facilmente permeavel a pequenas moléculas e
ions, permitindo também a passagem de pequenos solutos, porém a
membrana interna, que encerra 0 espaco da matriz, € impermeavel a maioria
das moléculas e ions, incluindo os prétons (H*). Assim, apenas as que
possuem uma proteina transportadora especifica conseguem atravessar a
membrana interna da mitocdndria [DIDONATO, 2000; PEDROSO, 1995; SARASTE,
1999; SHULTZ & CHAN, 2001].

Os polipeptideos componentes da cadeia respiratoria e do complexo
enzimatico responsaveis pela sintese de ATP estédo inseridos na bicamada
lipidica da membrana mitocondrial interna, em suas invaginagdes ou cristas,
enquanto que as enzimas do ciclo do acido citrico, da oxidagao do piruvato e
dos acidos graxos estdo presentes na matriz mitocondrial [DIDONATO, 2000;
SARASTE, 1999; SHULTZ & CHAN, 2001; WALLACE, 1999].

A funcdo primaria da mitocondria € gerar ATP, sendo que os

equivalentes redutores (elétrons) gerados pela oxidacdo do piruvato e de



acidos graxos, além daqueles gerados através do ciclo do acido citrico, sao

transferidos para cadeia respiratoria via NADH e SDH, e posteriormente para

0 oxigénio molecular, resultando na formacéo de H>O (Figura 1) [DIDONATO,

2000; SARASTE, 1999; SHULTZ & CHAN, 2001]. A energia redutora liberada pela

cadeia respiratoria gera um gradiente de prétons que polariza a membrana

interna da mitocondria (polo positivo no espago intermembranoso), criando

um gradiente eletroquimico que é usado no final da cadeia respiratéria para

sintese de ATP, a partir de difosfato de adenosina (ADP) e fosfato inorganico,

e para prover a energia necessaria para o transporte de ions e outros

metabdlitos através da membrana interna (Figura 1) [SARASTE, 1999; SHULTZ &

CHAN, 2001; WALLACE, 1999].

MATRIZ NADH—

MEMBRANA
MITOCONDRIAL
INTERNA

Suc

ESPACO
INTERMEMBRANOSO

—» NAD*

cinato Fumarato
2

H+

ADP + Pi ATE
—» H,0

Gl

Complexo |

Complexo Il Complexo lli

Complexo IV Complexo V

Figura 1: Representacdo esquematica do processo de fosforilacdo oxidativa na cadeia
respiratéria da mitocondria. e: elétron. [modificado de DIMAURO & HIRANO, 2005]

A cadeia respiratoria € composta de cinco complexos enzimaticos

transportadores de elétrons: complexo | (NADH-ubiquinona oxidoredutase),

complexo Il (succinato-ubiquinona oxidoredutase), complexo Il (ubiquinona-

citocromo c oxidoredutase), complexo IV (citocromo ¢ oxidase) e complexo V



(ATP sintetase); e de dois pequenos transportadores mdveis de elétrons: a
coenzima Q1o (ubiquinona) e citocromo c. Juntos estes elementos da cadeia
respiratéria formam o sistema de fosforilacdo oxidativa responsavel pela
formacao de ATP pela mitocéndria (Figura 1). Os complexos | e Il coletam
elétrons de varias fontes e os transferem para coenzima Q1. Os complexos |
e Il colhem os elétrons produzidos pelo catabolismo dos &cidos graxos,
proteinas e carboidratos e os transferem sequencialmente para a coenzima
Q10. O complexo Il por sua vez transporta elétrons da coenzima Q1o reduzida
até o citocromo c, e o complexo IV completa a sequéncia transferindo o
elétron do citocromo c até o oxigénio molecular (1/20,) para formagcao de
agua (H20). A producdo desse gradiente de protons gerada pela
transferéncia de elétrons pelos complexos |, lll e IV da cadeia respiratéria é
utilizada pelo complexo V para condensar ADP e fosfato inorgéanico na
formacao de ATP pela mitocéndria (Figura 1) [PEDROSO, 1995; SHULTZ & CHAN,

2001; ZEVIANE & DIDONATO, 2004].

2.2 DNA MITOCONDRIAL HUMANO

A formacao dos polipeptideos responsaveis pela cadeia respiratéria da
fosforilacdo oxidativa depende de dois sistemas gendémicos separados: o
genoma mitocondrial e o genoma nuclear.

A mitocondria € a unica organela que tem o seu proprio DNA.
ANDERSON et al, em 1981, determinou a sequéncia nucleotidica dos 16.569
pares de base (pb) e estudou a organizacdo do genoma do DNA mitocondrial

(DNAmt). O DNAmt humano é uma molécula circular fechada, formada por



duas cadeias, que diferem na composicdo das bases: a cadeia pesada (H) é
rica em bases purinicas (adenina e guanina) e a cadeia leve (L) é rica em
bases pirimidicas (timina e citosina). Exibe uma estrutura compacta, pois nao
contém introns, que sao sequéncias de DNA que sao inicialmente transcritas,
mas nao traduzidas, pois sao removidos do transcrito de RNA. O DNAmt é
pequeno quando comparado ao DNA nuclear (DNAn) e contém 37 genes
compactados (Figura 2): dois codificam RNAs ribossémicos (rRNA 12S e
16S), 22 RNAs transportadores (tRNA) e 13 polipeptideos [DIMAURO, 2004;
ZEVIANE & DIiDONATO, 2004]. Os polipeptideos codificados pelo DNAmt sao
subunidades da cadeia respiratéria e fosforilagado oxidativa (Figura 2): sete
subunidades do complexo | (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 e ND6), uma
subunidade do complexo Il (citocromo b), trés subunidades do complexo IV
(citocromo c¢ oxidade: COXI, COXIll e COXIll) e duas subunidades do

complexo V (ATP sintetase 6 e 8) [ZEVIANE & DI DONATO, 2004].

OSubunidades codificadas pelo DNAn
Subunidades codificadas pelo DNAmt:

@ N\D1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 e ND6 (@) COXI, COXIl e COXIll

@ citocromo b O ATPsintetase 6 e 8 m
v QY

| OO ey VI E
L AT T 3@ U |
@\ H/ean\ A AT
e G=7] [T/

0 N Y @

Complexo|l  Complexo Il Complexo ll Complexo IV Complexo V

:h—_-

g
|
|

Figura 2: ldentificagdo das subunidades da cadeia respiratdria da mitocondria codificadas
pelo DNAn e DNAmt. [modificado de ZEVIANI & DiDONATO, 2004]



Os polipeptideos que sao subunidades da cadeia respiratéria e da
fosforilacdo oxidativa codificados pelo DNA nuclear (DNAn) sao (Figura 2):
cerca de 39 subunidades do complexo |, quatro subunidades do complexo I,
dez subunidades do complexo lll, dez subunidades do complexo IV e cerca
de treze subunidades do complexo V [ZEVIANE & DI DONATO, 2004]. As
subunidades do complexo Il, a coenzima Q4o € o citocromo ¢ sao codificadas
apenas pelo DNAnN, enquanto que a formagao dos complexos |, lll, IV e V sao
codificadas pelo DNA nuclear e mitocondrial (Figura 2).

O codigo genético, a replicagéo e a transcricao do DNAmt possuem
caracteristicas proprias. O cédigo genético da mitocéndria difere do codigo
universal nuclear: a trinca AUA codifica metionina e nao isoleucina; a trinca
UGA codifica triptofano e n&o significa a finalizacdo da tradugéo (cédon de
parada, término ou sem sentido) e ambas as trincas AGA e AGG funcionam
como coédon de parada, ao invés de codificar arginina [ANDERSON et al, 1981].
O DNAmt tem duas origens distintas de replicacdo, uma para cada cadeia, as
quais sao separadas por 2/3 do genoma (Figura 3): a origem da replicagdo da
cadeia H (On) e da cadeia L (OL). A Oy esta localizada numa regiao do
genoma mitocondrial que nao tem genes conhecidos. Esta regido é
denominada de D-loop (displacement-loop ou alga de deslocamento), porque
um segmento da cadeia-H € deslocado pelo DNA que esta sendo sintetizado
nessa regiao. A O localiza-se entre os nucleotideos (nt) 5721-5781, dentro
de uma regiao codificadora para tRNAs. A transcricado do DNAmt ocorre na
regido D-loop, onde estdo localizados os promotores (sitio iniciador) que
iniciam a transcricdo das cadeias H e L (respectivamente Py e P,) (Figura 3)

[CLAYTON, 1991; FALKENBERG et al, 2007; HOLT et al, 2000].



Apesar da importancia do DNAmt, a mitocéndria depende também do
DNAnN para a sintese de muitas proteinas. Todas as fungdes essenciais como
replicacéo, transcricdo e traducao requerem fatores codificados pelo DNAn.
Como a fosforilagdo oxidativa depende das subunidades codificadas tanto
pelo nucleo como pela mitocondria, mutagdes em ambos os DNA podem
levar a defeitos no transporte de elétrons e sintese de ATP, causando

disfuncao tecidual e consequentemente doenca humana.
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2.3 GENETICA MITOCONDRIAL

A genética mitocondrial obedece algumas regras proprias, sendo seu
funcionamento necessario para compreender a patogénese das doencas
mitocondriais. A compreensdo de alguns aspectos especificos das
mitocondrias é importante: heranga materna, segregacao na replicacao, limiar
na expressao fenotipica, alta taxa de mutagcdo e acumulo de mutagdes do
DNAmt com a idade ou doencgas degenerativas [IIZUKA & SAKAI, 2005].

A transmissao materna do DNAmt define o padrdo de heranca deste
genoma, pois 0 genoma mitocondrial de um individuo € derivado do DNAmt
presente no ovulo (Figura 4). Os espermatozdides possuem estruturas
derivadas da mitocondria que ndo sao incorporadas ao zigoto, fazendo com
que a transmiss@o paterna seja a excecado para o DNAmt. A importancia
disso esta no fato de uma mulher afetada poder transmitir o defeito genético
para seus filhos e filhas, porém somente as filhas poderdao transmitir a
doenca para a geragao seguinte [DIMAURO, 2004; [IZUKA & SAKAI, 2005].

Cada célula contém cerca de 100.000 mitocondrias e cada mitocondria
apresenta de 2 a 10 copias de DNAmt, fazendo com que, diferente dos genes
nucleares que s&o na maioria formados por duas cépias por célula, os genes
mitocondriais estejam presentes em mais de 100.000 copias por célula
[FALKENBERG et al, 2007; FERNANDEZ-SILVA et al, 2003; FINSTERER, 2006]. Cada
célula dara origem a um tecido diferente durante a divisdo embrionaria. As
mitocéndrias distribuem-se de forma aleatdria nas suas células filhas durante
a divisao mitdtica, fazendo com que quando ocorra uma mutacéo do seu

DNAmt as células filhas possam receber: (1) 0% do DNAmt mutante
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(homoplasmia normal); (2) uma proporcado do DNAmt mutante
(heteroplasmia); e (3) 100% do DNAmt mutante (homoplasmia mutante)
(Figura 4) [DIMAURO, 2004; IIZUKA & SAKAI, 2005]. Nos individuos normais todas
as copias do DNAmt séo iguais (homoplasmia). O potencial de replicacéo de
cada linhagem celular também € fator importante na determinacdo da
proporcao relativa entre DNAmt normal e mutante. Os tecidos muscular
esquelético, cardiaco e neural apresentam baixa capacidade de replicagao de
suas células, assim estdo permanentemente reciclando suas mitocondrias, o
que faz com que haja a possibilidade de acumulo de DNAmt mutante nesses
teCcidoS[FALKENBERG et al, 2007; McDONNELL et al, 2004; SUE et al, 1998]. Ja 0s
tecidos que mantém alta capacidade de replicagcao das suas células, como os
hepatico e hematopoético, tém possibilidade de selecao de células,
eliminando aquelas com acumulo de DNAmMt mutante [FALKENBERG et al, 2007;
McDONNELL et al, 2004; SUE et al, 1998]. Como as células com maior propor¢cao
de DNAmt mutante tém dificuldade em obter energia através oxidacao
fosforilativa pela disfuncdo mitocondrial, sua morte celular é prematura.
Dessa forma tecidos com alta capacidade de replicagdo acumulam suas
células normais, fazendo com que a cada ciclo de replicagdo sejam
selecionadas mais células normais, ocorrendo entdo a segregacao na
replicacao [FINESTERER, 2007; SUE et al, 1998].

A expressdo do DNAmt mutante ocorre somente quando se atinge
determinada porcentagem do DNAmt normal (limiar). O limiar varia
dependendo da capacidade de uma mutacdo do DNAmt causar disfungéo. A
proporcdo entre DNAmt normal e mutante necessaria para causar doenca

mitocondrial é diferente para cada tecido. A variacéo do limiar também ocorre
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de forma diferente devido a necessidade metabdlica de cada tecido nao ser a
mesma [IIZUKA & SAKAI, 2005]. Desse modo, sistema nervoso, pancreas, tecido
muscular esquelético e cardiaco sao os tecidos mais vulneraveis, enquanto,
rins e figado apresentam menos alteragdes. O fendtipo celular mantém-se
normal dentro de uma ampla variagdo de concentragdo do DNAmt mutante,
mas uma vez atingido o limiar critico, o fenotipo celular muda rapidamente do
normal para o patoldgico [FINSTERER, 2006; THORBURN & DAHL, 2001].

O DNAmt tem uma alta taxa de mutacao, 10 a 20 vezes maior que o
DNAnN [FINSTERER, 2006]. A necessidade energética varia durante toda a vida,
sendo que com o envelhecimento a capacidade de gerar ATP pela
fosforilacdo oxidativa decai, estando relacionada com o acumulo de
mutagdes no genoma mitocondrial durante o processo de envelhecimento
[LINNANE et al, 1989; MEISSNER et al, 2006]. Esse acumulo de DNAmt mutante
com o avancgo da idade possivelmente ocorre devido a formacéao de radicais
livres durante o processo de fosforilagdo oxidativa que comeca a ser
estimulado pelo processo de envelhecimento [MEISSNER et al, 2006; WALLACE,
1992]. Os tecidos com baixa capacidade de replicacdo acumulam DNAmt
mutante com o decorrer do tempo, fazendo com que a incidéncia de
disfuncdo mitocondrial aumente com a idade nos pacientes afetados
[FINESTERER, 2007].

Dessa forma, as mutacgdes patogénicas do DNAmt podem expressar-
se de forma variavel nos diferentes tecidos, dependendo da proporgcao
relativa de DNAmt normal e mutante, explicando porque nas doencas
mitocondriais ocorre diversidade fenotipica. Ainda, todos esses fatores em

conjunto contribuem para as caracteristicas unicas das doencas
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mitocondriais e estdo intimamente ligadas a etiologia e a patogénese destas

doencas.

Ovulo
Q Espermatozéide
Fecundagéo .::
: DNAn materno
g . DNAn paterno

'
. DNAmt normal

Divisdao mitética

'
N
0 0
Homoplasmia mutante

A
L
Heteroplasmia

. DNAmMt mutante

Homoplasmia normal
Figura 4: A transmissdo materna do DNAmt e a segregacéao replicativa ajudando a
definir o padrao de heranca deste genoma (homoplasmia e heteroplasmia)
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2.4 DOENCAS MITOCONDRIAIS

As doencas mitocondriais, citopatias mitocondriais ou
mitocondriopatias formam um grupo heterogéneo de doencas caracterizadas
por defeitos na funcdo mitocondrial. Estas doencas sao consideradas
disturbios da fosforilacdo oxidativa, tendo sido descritas pela primeira vez em
1962, quando se identificou anormalidades estruturais nas mitocondrias pela
bidopsia muscular de uma paciente que apresentava uma rara doenga com
hipermetabolismo, posteriormente chamada de doenca de Luft [LUFT et al,
1962]. Durante a primeira década apos a descricdo deste relato, outras
doencas mitocondriais foram descritas, a maioria delas individualizadas,
através da presenca de alteragdes ultraestruturais mitocondriais pela
microscopia eletronica, caracterizadas por: aumento no numero e no
tamanho das mitocéndrias, presenca de cristas diminuidas ou aumentadas
em numero, associadas com alteracdo na sua disposicao e inclusdes
intramitocondriais de formato retangular semelhantes a cristais (inclusdes
paracristalinas) [SHY & GONATAS, 1964; SHY et al, 1966].

A identificacado das doengas mitocondriais foi facilitada quando ENGEL
& CUNNINGHAM, em 1963, introduziram uma modificagdo na coloragéo pelo
tricromo de Gomori fazendo com que a mitocondria anormalmente proliferada
em regides intermiofibrilar e subsarcolemal figue com a cor vermelha,
facilitando o diagnostico e tornando-o mais pratico que a microscopia
eletrdnica. Essas fibras anormais foram chamadas de “fibras granulares” ou
“fibras vermelhas rasgadas”, do inglés “ragged-red fibers” (RRF), e tornaram-

se o selo diagnostico das doencas mitocondriais [OLSON et al, 1972]. As
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técnicas histoquimicas de coloragdo do material proveniente de bidpsia
muscular permitiram uma melhor compreensao dessas doencas [DUBOWITZ &
PEARSE, 1960]. A partir destas técnicas o diagnostico dessas doencas foi
possivel pela localizacao dos sistemas enzimaticos em nivel celular,
permitindo-se correlacionar a atividade funcional de cada fibra com a sua
morfologia: os agregados mitocondriais mostram uma atividade oxidativa
aumentada para a enzima desidrogenase succinica (SDH), que ¢é
exclusivamente intramitocondrial, e para a enzima NADH-tetrazolium
redutase [WERNECK, 1987]. Diante disso, ficou evidente que essas fibras eram
frequentemente associadas com as doengas mitocondriais sendo que a partir
dos anos 70, tiveram inicio relatos de um numero crescente de doencas
mitocondriais nas quais 0 musculo ndo era o unico tecido afetado. As
doencas mitocondriais sdo manifestadas por diversos sinais e sintomas,
podendo a maioria ser agrupados em sindromes clinicas. As sindromes
clinicas envolvendo predominantemente o sistema nervoso central ou o
musculo esquelético foram descritas manifestando-se com: retardo
psicomotor, crises convulsivas, hemiparesia, deméncia, ataxia, disturbios do
movimento, retinite pigmentosa e surdez, em varias combinac¢des, sob o
nome de encefalomiopatia mitocondrial, definida como “doencas
neuromusculares com altera¢gdes mitocondriais estruturais e/ou funcionais no
cérebro e/ou musculo” [SHAPIRA et al, 1977]. Assim, apesar das doencas
mitocondriais serem multisistémicas, o termo “encefalomiopatia mitocondrial”’
comecgou a ser usado naquelas condicbes em que a doenga mitocondrial
afeta preferencialmente o sistema nervoso e musculo esquelético, sendo

varias as sindromes descritas onde esses tecidos sado 0s principais
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envolvidos, das quais se destacam sindromes como (Tabela 1): oftalmoplegia
externa progressiva cronica (OEPC); sindrome de Kearns-Sayre; sindrome
de Pearson; miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidose latica e episddios
semelhantes a acidente vascular cerebral (MELAS); epilepsia mioclénica com
RRF (MERRF); neuropatia, ataxia e retinopatia pigmentar (NARP); neuropatia
optica hereditaria de Leber; encefalomiopatia mitocondrial neuro-gastro-
intestinal (MNGIE); e sindrome de Leigh [BETTS et al, 2004; DiIMAURO, 2004;
ZEVIANI & DIDONATO, 2004]. Outras manifestagdes sistémicas e a sobreposicao
dos achados clinicos entre essas sindromes também s&o descritos
mostrando a grande variacao fenotipica entre estas entidades [BETTS et al,
2004; DIMAURO, 2004; ZEVIANI & DIDONATO, 2004].

Devido a essa grande heterogeneidade fenotipica, foi proposta uma
classificacdo bioquimica das doencas mitocondriais, com base na
demonstracdo de deficiéncia enzimatica em mitocondrias isoladas do
musculo esquelético. Varios autores tentaram uma classificacao, de acordo
com o sitio primario do defeito enzimatico: defeitos no transporte do substrato
(deficiéncia de carnitina e de carnitina palmitil-transferase); defeitos na
utilizacdo do substrato (deficiéncia de piruvato carboxilase, complexo da
desidrogenase piruvica e defeitos na oxidacéo de acidos graxos); defeitos na
cadeia respiratoria (deficiéncia do complexo I, Il, 1, IV); defeitos no ciclo do
acido citrico e na combinacao oxidacao-fosforilagéo (deficiéncia do complexo
V e doenca de Luft) [DIMAURO et al, 1985; MORGAN-HUGHES, 1986].

A tentativa de classificar essas doencas pelo sitio primario do defeito
enzimatico, pela bioquimica muscular, perdeu forca pela sua dificuldade

técnica associado ao inicio dos estudos genéticos que comegaram a revelar
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diferentes padroes de mutacdo do DNAmt causando defeitos da fosforilagcao
oxidativa. Apesar do DNAmt ter sido descoberto cerca de 40 anos atras e seu
sequienciamento completado em 1981, as mutacbes do DNAmt comecaram a
ganhar destague em doencas humanas somente apdés 1988, quando foram
descritas mutacbes do DNAmt causando doencas com alteracdo da
fosforilacdo oxidativa em pacientes com neuropatia Optica hereditaria de
Leber, MERRF, OEPC e sindrome de Kearns-Sayre [HOLTZ et al, 1988;
WALLACE et al, 1988a; WALLACE et al, 1988b; ZEVIANI et al, 1988]. A partir desse
momento teve inicio a busca pela classificagcdo das doengas mitocondriais
através do seu defeito genético (Tabela 1). Os primeiros dois tipos de
mutac¢ao patogénica descritos foram amplas dele¢oes do DNAmt e mutacoes
de ponto do tipo “missense” ou “de sentido trocado” (substituicao de um
nucleotideo acarretando mudanca de aminoacido) em subunidades das
enzimas da fosforilagdo oxidativa, mas com a evolugdo das técnicas
moleculares um numero crescente de mutacbes do DNAmt foram
identificadas [HOLTZ et al, 1988; WALLACE et al, 1988a; WALLACE et al, 1988b;
ZEVIANI et al, 1988]. A descricdo dessas mutacbes também proporcionou
instrumentos de diagndstico para a deteccao da doenga em familias sob risco
e, mais importante, forneceu subsidios para um aconselhamento genético e
para a compreensdo dos mecanismos moleculares das doencgas
mitocondriais, além de representar um primeiro passo para futuros

tratamentos.
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Tabela 1. Manifestacées clinicas e classificacdo genética das principais

encefalomiopatias mitocondriais.

Fendtipo

Rearranjos do DNAmt

OEPC

Kearns-Sayre

Pearson

Ptose palpebral, oftalmoparesia, fraqueza
muscular

Ptose palpebral, oftalmoparesia, fraqueza
muscular, retinopatia pigmentar, ataxia,
neuropatia, cardiomiopatia, bloqueio de
conducao cardiaco, baixa estatura,
hiperproteinoraquia

Anemia sideroblastica refrataria com
vacuolizacao dos precursores da medula 6ssea,

insuficiéncia pancreatica

Mutac&o ponto do DNAmt

MELAS

MERRF

NARP

Leber

Episddios semelhantes a acidente vascular
cerebral, encefalopatia, acidose latica e/ou RRF
Epilepsia, mioclénia, fraqueza muscular, RRF,
ataxia cerebelar, surdez, deméncia

Neuropatia periférica, ataxia, retinopatia
pigmentar

Perda da visao central, telangectasia

peripapilar, microangiopatia

Mutacao do DNANn

Leigh
MNGIE

Encefalomiopatia necrotizante subaguda
Encefalomiopatia mitocondrial com disturbio

neuro-gastro-intestinal

DNAmt: DNA mitocondrial; DNAn: DNA nuclear; RRF: fibras vermelhas

rasgadas ou “ragged-red fibers”.
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2.5 DIAGNOSTICO DAS DOENGAS MITOCONDRIAIS

Atualmente o diagnostico das encefalomiopatias mitocondriais pode
ser confirmado principalmente por: (1) analise bioquimica mostrando
deficiéncia das enzimas da cadeia respiratoria da fosforilagado oxidativa; (2)
biopsia muscular com evidencia de disfungdo mitocondrial nas fibras
musculares (RRF); e (3) estudo molecular revelando mutagbes do DNAmt
[BERNIER et al, 2002].

A elevacao desproporcional do acido latico durante os exercicios e
durante a piora dos sintomas é uma das caracteristicas das doencas que
envolvem o metabolismo das mitocdndrias, porém nao é especifico e pode
inclusive faltar, mesmo assim ainda serve para levantar a suspeita
diagnostica de disfuncédo mitocondrial em alguns pacientes. O acido latico
esta elevado devido ao excesso de piruvato que é reduzido pela lactato
desidrogenase e pela transaminacdo da alanina. O piruvato oriundo dos
acidos graxos pela beta-oxidagcdo e, do mesmo modo, os aminoacidos
transaminados tém dificuldade para penetrar no ciclo do acido citrico,
determinando aumento da concentragao do piruvato, acido latico e alanina. O
acido latico esta aumentado em diversas doencas das mitocondrias, nao
existindo padréo clinico tipico para cada uma das sindromes [DiIMAURO et al,
1985].

Como as mitocondrias participam do metabolismo dos aminoacidos,
dos lipidios e do ciclo do acido citrico, a investigacao bioquimica, em musculo
esquelético obtido por bidpsia dos casos suspeitos, permite detectar diversas

deficiéncias enzimaticas [DIMAURO et al, 1985; PEDROSO, 1995; PEDROSO et al,
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1997]. A determinacéo da atividade enzimatica da mitocondria, pela dosagem
de enzimas como NADH-desidrogenase, NADH-citocromo ¢ redutase,
succinato desidrogenase, succinato-citocromo c redutase e citocromo c
oxidase, permite caracterizar os complexos enzimaticos deficientes na cadeia
respiratéria auxiliando no diagndstico [PEDROSO et al, 1997]. As demais
enzimas presentes na mitocéndria, como a citrato sintetase do ciclo do acido
citrico, também podem ser dosadas para auxiliar a avaliagdo bioquimica das
doencas mitocondriais. A atividade enzimatica da cadeia respiratoria abaixo
de 30% em relacdo a populacdo normal da mesma faixa etaria pode ser
considerada sugestiva de disfuncdo mitocondrial, porém a diversidade
técnica para realizagdo das dosagens em individuos normais e afetados nao
tem permitido um consenso para esse valor [BERNIER et al, 2002; WALKER et al,
1996].

A cadeia respiratoria da fosforilagdo oxidativa também pode ser
avaliada por técnicas de imunohistoquimica em bidpsia de musculo, mas a
atividade da citocromo c¢ oxidase (COX) por reacao histoquimica é o método
que mais tem sido empregado na rotina da avaliacéo das fibras musculares
[BOURGEOIS & TARNOPOLSKY, 2004; WALKER et al, 1996]. A presenca de fibras
com deficiéncia da COX, chamadas fibras musculares COX negativas (COX-
), quando em frequéncia maior que 2% em individuos jovens ou 5% em
qualquer idade, sugere disfuncdo do complexo IV da cadeia respiratoria
[BERNIER et al, 2002; WALKER et al, 1996].

Contudo, a presenca de RRF ainda é o selo diagndstico das doencas
mitocondriais na bidpsia muscular. As RRF refletem a proliferacdo de

mitocondria defeituosa visualizada pela coloracdo do tricromo de Gomori
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modificado (TGM) ou pela reagcdo histoquimica para desidrogenase
succinica (SDH). A identificacdo de qualquer RRF em um paciente jovem,
com menos de 30 anos, € sugestiva de doenca mitocondrial e niveis acima
de 2% podem ser considerados diagnosticos em qualquer idade [WALKER et
al, 1996]. A presenca de acumulo subsarcolemal de mitocdndrias nas fibras
musculares também deve ser considerada no diagnostico das doencas
mitocondriais na infancia, uma vez que, esse acumulo subsarcolemal pode
ser mais comum do que a presenca das RRF no musculo de criangas
[BERNIER et al, 2002]. As RRF sao distribuidas randomicamente, mas com
discreto predominio em fibras do tipo |, ha significativa porcentagem em
pacientes com OEPC, menor porcentagem em pacientes com MELAS e
MERRF, e pode estar ausentes em pacientes com sindrome de Leigh
[BOURGEOIS & TARNOPOLSKY, 2004; COLLINS et al, 1995]. A presenca de RRF
em pequena porcentagem pode ser encontrada em pacientes com idade
avancada e naqueles com doengas ndao mitocondriais como isquemia
muscular, distrofia muscular de Duchenne, distrofia miotdnica, paralisia
periddica ou polimiosite, e também, secundaria ao uso de medicacgoes,
como a terapira anti-retroviral com os inibidores da transcriptase reversa
[BOURGEOIS & TARNOPOLSKY, 2004; SCOLA et al, 2007; WALKER et al, 1996].

As mutacgdes do DNAmt causadoras de doengas podem variar desde a
alteracdo de um unico par de bases até a delecao de milhares de pares de
bases. Atualmente as doencas mitocondriais podem ser classificadas
segundo o tipo de mutacdo do DNAmt em: (1) rearranjos (delecdo ou
insercédo de um segmento do DNA); e (2) mutagao de ponto (substituicao de

um unico nucleotideo do DNA).
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As mutagbes por rearranjos do DNAmt sdo geralmente casos
esporadicos [ZEVIANE & DiDONATO, 2004]. Os trés principais fendtipos de
doenga mitocondrial associados com esse tipo de mutagdo sdo: OEPC,
sindrome de Kearns-Sayre e sindrome de Pearson [DiIMAURO, 2004; ZEVIANE &
DIDONATO, 2004]. A presenca de mutacdes de ponto pode ocorrer nessas
sindromes, porém os estudos mostram menor incidéncia desse tipo de
mutacdo nesse grupo de pacientes. As mutagdes de ponto estdo
principalmente associadas com padrdo de herangca materno, sendo os
principais fendtipos associados com esse tipo de mutacdo: MELAS, MERRF,
NARP e neuropatia Optica hereditaria de Leber [DIMAURO, 2004; ZEVIANE &
DiIDONATO, 2004].

Como descrito anteriormente, ocorre nas doencas mitocondriais a
segregacao replicativa. Isso faz com que o DNAmt mutante seja mais
encontrado em tecidos com baixa capacidade de replicacdo. Dessa forma, a
pesquisa das mutacdes tem obtido melhores resultados quando as amostras
do DNAmt pesquisadas sao provenientes, por exemplo, de musculo estriado
esquelético, células do epitélio urinario ou foliculos capilares [FINESTERER,
2007; McDONNELL et al, 2004; SUE et al, 1998]. Assim, a auséncia de mutagcdes do
DNAmt quando a pesquisa foi realizada em tecidos de alta capacidade
replicativa, como em leucécitos do sangue periférico, ndo afasta a
possibilidade do paciente ter a mutagao [FINESTERER, 2007; McDONNELL et al,

2004; SUE et al, 1998].
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26 MELAS

2.6.1 Historico

Os primeiros pacientes cujo quadro clinico sugeria a sindrome de
MELAS comecaram a ser descritos a partir de 1975, onde os pacientes
apresentavam doenca mitocondrial cujo ponto comum era a presenca de
miopatia mitocondrial associada a alteracao cerebral, como retardo mental,
convulsbes, mioclonia, oftalmoplegia, retinite pigmentar, cegueira,
calcificagdo nos ganglios da base e hemiplegias subitas sugestivas de
acidentes vasculares cerebrais [KOENIGSBERGER et al, 1976; SHAPIRA et al, 1975].
Nos anos seguintes outros casos com achados semelhantes foram somados
a literatura, e a partir deles em 1984, PAVLAKIS et al, caracterizaram melhor
0s pacientes que possuiam desenvolvimento inicial normal, baixa estatura,
convulsdes, hemiparesia alternante, hemianopsia e cegueira cortical, por
meio do quadro que denominaram MELAS, do inglés Mitochondrial
myopathy, Encephalopathy, Lactic Acidosis, and Stroke-like episodes, isto é,
miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidose latica e episédios semelhantes
a acidente vascular cerebral.

No Brasil, o primeiro relato de MELAS foi feito por WERNECK et al, em
1987, ao descrever um menino que apresentava episodios recorrentes de
crise convulsiva, cefaléia e voémitos associados com sinais neurologicos
focais, do qual a investigacao mostrou tomografia computadorizada de cranio
com lesdes semelhantes a acidente vascular cerebral isquémico e

calcificagdo dos géanglios da base, bidpsia muscular com RRF, elevacdo do
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acido latico e dosagem da atividade das enzimas da cadeia respiratoria

compativel com deficiéncia do complexo IV.

2.6.2 Critérios diagndsticos

Os casos previamente publicados na literatura internacional com
diagnostico sugestivo de MELAS foram revisados por HIRANO et al, em
1992, com a finalidade de obter critérios diagndsticos para esse grupo de
pacientes. ApoOs essa revisdo da literatura, os critérios diagndsticos de
MELAS passaram a incluir obrigatoriamente as seguintes manifestacdes: (1)
sinais de encefalopatia, frequentemente com deméncia e crises convulsivas;
(2) episodios semelhantes a acidente vascular cerebral em idade jovem; e (3)
evidéncia bioquimica de disfungcao mitocondrial, como acidose latica ou RRF
na bidpsia muscular. O diagnostico pode ainda ser considerado mais seguro
se estiver presente pelo menos duas das seguintes alteragoes:
desenvolvimento normal, cefaléia ou vémitos recorrentes [HIRANO et al, 1992].
A principal manifestacéo desse grupo de pacientes com doenca mitocondrial
€ a presenca dos episddios semelhantes a acidente vascular cerebral em
idade jovem, mas outras alteracbes multisistémicas sao encontradas:
alteracdo da motilidade ocular, intolerancia ao exercicio, retinopatia
pigmentar, surdez, baixa estatura, diabetes mellitus, alteragcdo da conducgéao
cardiaca, cardiomiopatias, alteragdes gastrointestinais, entre outras [GOTO et

al, 1992; HIRANO et al, 1992].
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2.6.3 Correlacao entre as alteracoes clinicas e a fisiopatologia

Clinicamente os episodios semelhantes a acidente vascular cerebral
apresentado pelos pacientes com MELAS séao indistinguiveis daqueles
apresentados por pacientes com acidente vascular cerebral isquémico,
porém a patogénese destas lesbes em pacientes com MELAS nao esta
completamente esclarecida, sendo consideradas duas principais hipéteses:
(1) isquémica, a qual sugere a presenca de uma “angiopatia mitocondrial”
causada por disfuncdo mitocondrial nas células musculares lisas dos
pequenos vasos cerebrais levando a oclusdo vascular com perda neuronal
[GOTO, 1995; MIZUKAMI et al, 1992; OHAMA et al, 1987; SAKUTA & NONAKA, 1989]; e
(2) metabdlica, a qual sugere que uma “citopatia mitocondrial” provocaria a
faléncia energética do tecido cerebral causando a lesédo neuronal [GILCHRIST
et al, 1996; lIZUKO et al, 2002; SPARACO et al, 1993].

A hipétese isquémica é baseada principalmente nos estudos por
microscopia eletrbnica que mostraram células musculares lisas e endoteliais
dos pequenos vasos sanguineos cerebrais com mitocdndrias aumentadas em
tamanho e numero nas regides dos episédios semelhante a AVC, diante
disso, acreditou-se inicialmente que as lesdes do sistema nervoso central dos
pacientes com MELAS corresponderiam somente a disfuncdo vascular pela
proliferacdo anormal das mitocondrias na parede dos vasos cerebrais
provocando isquemia tecidual [GOTO, 1995; MIZUKAMI et al, 1992; OHAMA et al,
1987; SAKUTA & NONAKA, 1989; TAHANASHI et al, 2000]. Contudo, as analises
radiologicas e arteriograficas revelaram que as lesées nao obedecem a um

territério vascular especifico mostrando que um possivel mecanismo
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metabdlico poderia estar mais relacionado com as lesdes do que o
mecanismo isquémico. Ainda, estudos mostrando tanto a presenca de areas
de hipoperfusdo como de hiperperfusao cerebral estdo presentes na
literatura, mostrando a dificuldade na compreensdo do mecanismo
fisiopatoldgico dessas lesbes [HAAS & DIETRICH, 2004; lIZUKA et al, 2003;
NISHIOKA et al, 2008]. Assim, a possibilidade de disturbio funcional desses
pequenos vasos cerebrais, por desregulacédo do mecanismo de vasodilatagao
e vasoconstricdo, vem sendo afastada pela normalidade da vasoreatividade
das arteriolas cerebrais dos pacientes com MELAS, também ao estudo
vascular por doppler transcraniano [MOLNAR et al, 2000]. A avaliagao por
ressonancia nuclear magnética com difusdo mostra aumento dos valores do
coeficiente de difusdo nas lesdes semelhante a acidente vascular cerebral
em pacientes com MELAS, em contraste com o coeficiente de difusao
diminuido que ocorre em pacientes com acidentes vascular cerebral de
origem isquémica, sugerindo a presenca de edema vasogénico ao contrario
do edema citotoxico encontrado no AVC de origem isquémica, contribuindo
para a possibilidade de que um mecanismo metabdlico esteja associado com
esses episodios [ABE et al, 2004; KOLB et al, 2003; OPPENHEIM et al, 2000; YONEDA
et al, 1999;].

Atualmente, os mecanismos que desencadeiam esses episodios estao
sendo correlacionados com uma combinacédo dessas duas hipoteses, onde
eventos neurovasculares nao isquémicos iniciados pela hiperexcitabilidade
neuronal, no qual tanto uma disfuncdo neuronal quanto vascular sao
responsaveis pela patogénese dos episodios semelhantes a AVC (Figura 5).

Nesse mecanismo, sao destacados a hiperexcitabilidade neuronal; o
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aumento da permeabilidade capilar causando edema vasogénico e hiperemia
focal; e a vulnerabilidade dos neurdnios nas areas envolvidas [IIZUKO et al,
2002]. A hiperexcitabilidade neuronal, possivelmente causada por um
desequilibrio ibnico (calcio ou potassio) provocando atividade epileptiforme e
cefaléia, potencialmente iniciaria a cascata de eventos que levariam ao
episodio semelhante a AVC [IIZUKO & SAKAI, 2005]. A presenca de crises
convulsivas do tipo clénica ou mioclébnica com  correlagcao
eletroencefalografica € maior durante os episodios semelhantes a AVC em
pacientes com MELAS do que naqueles com AVC isquémico [CANAFOGLIA et
al, 2001; FUJIMOTO et al, 1999]. A hiperexcitabilidade dos neurdnios se
desenvolve em determinadas regides cerebrais, como resultado da presenca
de disfuncdo mitocondrial, podendo também ser responsavel pelo aumento
da permeabilidade capilar provocando o edema vasogénico encontrado nos
pacientes com MELAS [IIZUKO & SAKAI, 2005]. A presenca de crises
convulsivas, focais mais do que generalizadas, também ¢é elevada na fase
subaguda e crénica da doenca [CANAFOGLIA et al, 2001; FUJIMOTO et al, 1999].
Isso pode explicar em parte a incidéncia elevada de crises convulsivas nesse
grupo de pacientes, uma vez que a disfuncdo metabdlica da fosforilagdo
oxidativa na superficie cortical causando desequilibrio idnico (calcio) poderia
deixar o limiar dos neurdnios dessas areas mais suscetiveis para iniciar as
descargas epileptiformes [BETTS et al, 2006; RIBACODA et al, 2006]. A disfuncao
mitocondrial poderia ser responsavel pelo edema vasogénico reversivel
através dos seguintes mecanismos: (1) dilatacdo dos pequenos vasos
cerebrais por anormalidade nas células musculares lisas; e (2) disfuncédo do

endotélio capilar levando ao aumento da sua permeabilidade [FINSTERER,
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2006; 1IZUKO et al, 2002]. Como a oxidagdo fosforilativa esta geneticamente
prejudicada, a producédo de acido latico encontra-se aumentada também no
tecido cerebral diminuindo progressivamente o pH nas células musculares
lisas dos vasos podendo resultar em vasodilatagcdo, e consequentemente,
hiperemia [1IZUKO et al, 2002]. A persisténcia do acido latico elevado de forma
crbnica nesses pacientes também foi estudada para explicar essas duas
hipéteses, pois a acidose lactica pode piorar lesdes isquémicas, mas a
relacdo entre essa acidose e lesdo neuronal permanece controversa em
pacientes com MELAS [lIZUKA & SAKAI, 2005]. As possiveis causas de
vulnerabilidade desses neurdnios esta relacionada com desequilibrio ibnico
intracelular (calcio), utilizacdo menos eficiente do oxigénio e sintese de ATP
diminuida [lIIZUKA & SAKAI, 2005]. A disponibilidade de ATP é limitada em
pacientes com MELAS. Diante disso, um aumento da demanda de energia,
necessaria para o funcionamento de determinada populagcdo de neurdnios,
cria um balango negativo entre a necessidade e disponibilidade de ATP,
causando perda neuronal particularmente nos neurénios suscetiveis [IIZUKO et
al, 2002].

Os estudos radiologicos convencionais de cranio, como tomografia
computadorizada ou ressonancia nuclear magnética, em pacientes com
MELAS revelam alteragcdes de substancia cinzenta maior que a branca,
podendo predominar em lobos occipital, parietal e temporal, que simulam
AVC isquémico [HAAS & DIETRICH, 2004; lIZUKA & SAKAI, 2005]. A maioria das
lesbes ocorre na regido cortical dos hemisférios cerebrais e mais raramente
em cerebelo ou ganglios da base [HIRANO & PAVLAKIS, 1994]. Contudo, essas

areas nao obedecem a um territério vascular cerebral e os estudos
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angiograficos mostram que os vasos nas regides afetadas estdo pérvios e
algumas vezes dilatados [HIRANO et al, 1992; HIRANO & PAVLAKIS, 1994]. A
ressonancia nuclear magnética de cranio revela que na fase aguda a leséo
tem inicio na regiao temporal de forma focal, mas em 2 a 3 semanas pode
progredir para as regides parietais e occipitais, em um terco dos pacientes
[IZUKA et al, 2003]. Isso mostra que mesmo depois do episddio semelhante ao
AVC o processo patologico continua progredindo [IIZUKA et al, 2003]. A
mudan¢a do padrdo da concentracédo do acido latico entre essas regides,
durante a evolucédo clinica dos episodios semelhantes ao AVC, também foi
observada em pacientes com MELAS [KAMADA et al, 2001]. Esses achados
podem significar que a vulnerabilidade dos neurbnios a disfungao
mitocondrial pode ser maior nessas regides. O mecanismo exato de
predilecdo da doencga por certas localizagées no sistema nervoso central ndo
foi elucidado, mas a possibilidade de heteroplasmia do tecido cerebral foi
afastada pelos estudos genéticos comparando tecido de diferentes areas do
cérebro [BETTS et al, 2006; GILCHRIST et al, 1996; IIZUKA & SAKAI, 2005]. Estudos
com uso da espectroscopia mostram aumento de acido latico na fase aguda
das lesbes enquanto que o uso de ressonancia nuclear magnética por
difusdo pode revelar aumento dos valores do coeficiente de difusdo, sendo
ambos os métodos mais sensiveis que os convencionais na fase aguda da
les&o [ABE et al, 2004; HAAS & DIETRICH, 2004; OPPENHEIM et al, 2000]. As imagens
de ressonéncia nuclear magnética sdo compativeis com necrose laminar
subcortical na fase subaguda dos episodios [IIZUKA et al, 2003].

A presenca de multiplas areas focais de necrose cortical associados

com atrofia cortical difusa, tanto nos hemisférios cerebrais como no cerebelo,
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séo os achados patologicos mais frequentes no cérebro de pacientes com
MELAS, enquanto que o tronco cerebral se encontra raramente afetado
[HIRANO & PAVLAKIS, 1994; TANAHASHI et al, 2000]. A presenca de atrofia cortical
e calcificagdes em ganglios da base também s&o encontradas na progressao
de alguns pacientes [TAHANASHI et al, 2000].

A evolugdo clinica dos episodios semelhantes ao AVC é mais benigna,
com melhora dos sintomas em alguns meses, porém o0s sintomas
relacionados com a encefalopatia, como deméncia e crise convulsiva, podem
piorar progressivamente [IIZUKA et al, 2002; IIZUKA & SAKAI, 2005]. A presenca de
deméncia progressiva também tem sido encontrada associada com alteragao
da perfusao cerebral mesmo na auséncia do episodio semelhante ao AVC,
mas com atrofia cortical marcada na fase crénica da doenca caracterizando
perda neuronal, semelhante ao que ocorre na deméncia vascular [NISHIOKA et
al, 2008].

Os astrocitos, durante a ativacdo neuronal fisiologica e a transmisséao
glutamatérgica, podem produzir acido latico que é transformado nos
neurbnios em piruvato para ser utilizado na fosforilagdo oxidativa
[TSACOPOLOS & MAGISTRETTI, 1996]. Isso explica porque a estimulagdo
neuronal de forma transitéria aumenta os niveis de acido latico, enquanto
que, se realizada de forma prolongada e continua diminui seus niveis
[SAPPEY-MARINIER et al, 1993]. A depresséao alastrante cortical de Leao, evento
diretamente relacionado com o inicio das crises de migranea, € o exemplo
mais efetivo de estimulagdo cortical persistente e duradoura, que também
esta diretamente relacionado com a hiperexcitabilidade dos neurénios. Este

evento é capaz de aumentar significativamente os niveis de acido latico,
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traduzindo desta maneira uma importante disfuncdo mitocondrial durante a
fosforilacdo oxidativa dos pacientes com migranea [MOSKOWITZ et al, 1993]. As
técnicas de ressonancia nuclear magnética por espectroscopia encontraram
uma reducédo na fosforilizagcdo oxidativa e aumento do acido latico em
pacientes com migranea com e sem aura [BARBIROLI et al, 1992; KUWABARA et
al, 1994; WATANABE et al, 1996]. A presenca de crises convulsivas e cefaléia
recorrente sdo os achados mais freqlentes durante o episddio semelhante a
AVC em pacientes com MELAS, podendo ter intensidade maior quando
ocorrem concomitantes com esses episédios, sendo que os episddios de
cefaléias nesses pacientes podem ser indistinguiveis da migranea [IIZUKA et al,
2002; lIZUKA & SAKAI, 2005]. A presenca de deficiéncia de COX e DNAmt
mutante em grande quantidade nos vasos da leptomeninge e cértex cerebral
de pacientes com MELAS sugerem que pode existir uma ligagcdo anormal
entre atividade neuronal e a circulagdo vascular cerebral nesses pacientes,
possivelmente por angiopatia mitocondrial capilar causando extravasamento
de plasma, o que estimularia o primeiro ramo do nervo trigémio que inerva os
pequenos vasos proximos da lesdao semelhante a AVC [BETTS et al, 2006;
lIZUKA & SAKAI; 2005]. Essa ligagcdo anormal pode ser importante durante as
crises de cefaléia podendo aumentar o risco de desenvolver pequenas areas
de disfuncdo metabodlica durante a fosforilagdo oxidativa em regides da
superficie cortical, causando maior desequilibrio i6nico principalmente
durante a depressao alastrante cortical de Ledo, explicando a maior
incidéncia e a recorréncia de cefaléia nos pacientes com MELAS [BETTS et al,

2006]. A atividade neuronal anormal demonstrada por registro
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eletroencefalografico na regidao occipital também foi observada durante
episodios de cefaléia em pacientes com MELAS [FUJIMOTO et al, 1999].

Dessa forma, [IZUKO & SAKAI em 2005 propuseram um possivel
mecanismo de formagdo dos episédios semelhantes a AVC em pacientes
com MELAS, com base nos principais achados patoldgicos relacionados com
esses episodios (Figura 5): cefaléia, crises convulsivas, hiperemia focal,
edema vasogénico, progressao da lesdo apds o episodio semelhante a AVC

e perda neuronal.
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Figura 5: Mecanismo fisiopatoldgico proposto por IIZUKA & SAKAI (2005) para explicar os
episédios semelhantes a AVC em pacientes com MELAS.
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O envolvimento cardiaco pode acometer até 50% dos pacientes com
MELAS, sendo as principais altera¢des relacionadas com fenébmeno de pre-
excitacdo, bloqueio atrioventricular, arritmias e miocardiopatia hipertrofica
(especialmente a hipertrofia ventricular esquerda) que progride ao longo dos
anos para miocardiopatia dilatada, porém as alteragdes cardiacas ndao séo as
principais manifestagdes clinicas da doenga [HIRANO & PAVLAKIS, 1994;
OKAJIMA et al, 1998]. Os estudos por cintilografia mostram sinais sugestivos de
hipoperfusdo cardiaca, porém a arteriografia desses pacientes mostra
artérias coronarias dentro dos limites da normalidade, semelhante ao
encontrado na arteriografia cerebral [SATO et al, 1994]. A bidpsia de miocardio
de pacientes com MELAS demonstra RRF no musculo cardiaco na coloragéo
pelo TGM e aumento do numero e tamanho das mitocondrias no endotélio
vascular cardiaco pela microscopia eletrénica, comprovando a presenca de
proliferacdo mitocondrial anormal nesse grupo de pacientes [CONFORTO et al,
2007]. Os estudos bioquimicos da cadeia respiratéria em musculo cardiaco
demonstraram reducdo da atividade do complexo | em alguns pacientes,
porém o numero de casos em que os estudos foram feitos é limitado [SATO et
al, 1994].

A perda auditiva, ou surdez, é uma caracteristica bem reconhecida das
doencas que acometem o DNAmt. Assim, pacientes com mutagao de ponto
como A1555G ou A3243G estdao mais suscetiveis a perda auditiva, sendo
sua gravidade relacionada com a porcentagem do DNAmt mutante no tecido

e a exposicao a agentes ototdxicos, como os aminoglicosideos [CHINNERY et
al, 2000; DESCHAUER et al, 2001; ESTIVILL et al, 1998; FISCHEL-GHODSIAN, 1998; SUE

et al, 1998]. A formacdo das células ciliadas e da estria vascular da coclea
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também sao pds-mitodticas, ou seja, suas células tém baixa capacidade de
replicacdo [KARKOS et al, 2004; LIGHTOWLERS et al, 1997]. Também, a estria
vascular necessita alta demanda de ATP para manter o funcionamento
fisiologico da audicdo [KARKOS et al, 2004; LIGHTOWLERS et al, 1997]. Dessa
forma, a fisiopatologia da perda auditiva parece estar relacionada com a
demanda de ATP que se encontra deficiente nesses pacientes, sendo
insuficiente para manter a fisiologia coclear, devido a disfuncéo causada pela
mutacdo do DNAmt [CHINNERY et al, 2000; KARKOS et al, 2004; SUE et al, 1998]. Na
maior parte dos pacientes com MELAS, uma subita e progressiva perda da
acuidade auditiva bilateral ocorre geralmente em associacdo com o0s
episodios semelhantes a AVC, diferente dos pacientes com outras doencas
mitocondriais, como a OEPC, onde a perda auditiva € progressiva, sendo que
a perda auditiva também pode ser a primeira manifestacdo da doenca em
alguns casos [CHINNERY et al, 2000; HIRANO & PAVLAKIS, 1994; KARKOS et al, 2004;
SUE et al, 1998]. Isso contribui na hipétese de que uma disfuncéo isquémica ou
metabdlica aguda comprometendo a estria vascular possa causar perda
funcional irreversivel das células ciliadas da coclea causando perda auditiva

nesse grupo de pacientes [CHINNERY et al, 2000; SUE et al, 1998].

2.6.4 Genética mitocondrial

Em 1990, GOTO et al e KOBAYASHI et al, descreveram uma mutagao
ponto do DNAmt afetando o gene que codifica o RNA transportador de
leucina (UUR) (tRNA"""YR)) ha posicdo 3243 pela troca do nucleotideo A por

G (A3243G) no musculo de pacientes com MELAS. O gene tRNA-U(VUR)
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também conhecido como MTTL1, esta localizado entre os nucleotideos 3230
e 3304, sendo responsavel pela decodificagdo dos codons UUR (R = A ou G)
[FINESTERER, 2007]. A mutacdo A3243G afeta a estabilidade da estrutura,
metilacdo, aminoacilacdo e reconhecimento do cédon do tRNA-UUYUR) de
forma mais acentuada do que outras mutagées no mesmo gene [FINSTERER,
2007; HAO et al, 2004; lIZUKA & SAKAI, 2005]. Isso poderia levar a reducéo do nivel
funcional de tRNA-“YUR) que participa do processo de sintese de proteina
mitocondrial [IIZUKA & SAKAI, 2005]. ApOs essa primeira descricao outros
estudos demonstraram que a mutacédo A3243G era responsavel pela maioria
dos casos de MELAS [CIAFALONI et al, 1992; GOTO et al, 1992; HAMMANS et al,
1991].

No ano seguinte a descoberta da mutacdo A3243G, uma segunda
mutacao ponto pela substituicdo do nucleotideo T por C na posicao 3271
(T3271C) do gene do tRNA-“YR do DNAmt também foi encontrada em
pacientes com MELAS [GOTO et al, 1991]. No decorrer dos anos, outras
mutag¢des de ponto no DNAmt foram encontradas em pacientes com MELAS
(Tabela 2), revelando sua heterogeneidade genética. No entanto, a mutagao
A3243G permanecia responsavel por cerca de 80% dos pacientes com
MELAS e a T3271C por aproximadamente 7,5%, porém até 10% dos
pacientes com MELAS podem persistir sem identificacdo de mutacdo do

DNAmMt [ABU-AMERO et al, 2006; BATAILLARD et al, 2001; BLAKELY et al, 2005;

CAMPOS et al, 1997; CAMPOS et al, 2000; CRIMI et al, 2003; CORONA et al, 2001; DE
COO et al, 1999; GOTO, 1995; GOTO et al, 1994; HANNA et al, 1998; KIRBY et al, 2004;
KOBAYASHI et al, 1990; LIOLITSIA et al, 2003; MANFREDI et al, 1995; MANFREDI et al,
1996; MENOTTI et al, 2004; MORTEN et al, 1993; NAINI et al, 2005; NAKAMURA et al,

1995; NISHINO et al, 1996; RAVN et al, 2001; SAKUTA et al, 2002; SANTORELLI, et al,
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1997; SATO et al, 1994; TAY et al, 2005; TAYLOR et al, 1996; TZEN et al, 2003; ZEVIANI et

al, 1993]. A presenca de mutacao por rearranjo do tipo delecdo, pequena ou

grande, do DNAmt raramente foi descrita associada com fenétipo de MELAS
[CAMPOS et al, 1995; DE COO et al, 1999; ROSSMANITH et al, 2008].

Apesar da maioria dos pacientes com MELAS ter a mutagdo ponto
A3243G, essa mutagdo nao é especifica para esse grupo de pacientes, pois
também foi encontrada em pacientes com OEPC, cardiomiopatias, surdez
neurossensorial e diabetes mellitus com heranga materna [ZEVIANI &
DIDONATO, 2004]. Além disso, a avaliagao clinica e laboratorial tem encontrado
familiares acometidos de forma incompleta para MELAS, geralmente com
padrao de heranga materna. No entanto, o estudo genético tem mostrado que
familiares maternos clinicamente assintomaticos, com a mutacdo A3243G,
também podem ter disfungao mitocondrial com presenca de RRF na bidpsia
muscular [CIAFALONI et al, 1992; HIRANO et al, 1992]. Ainda, pacientes com
MELAS concomitante com outras doencas mitocondriais como MERRF,
sindrome de Leigh ou neuropatia Optica hereditaria de Leber, tem sido
relatados associados a mutagdo do DNAmt [BLAKELY et al, 2005; CAMPOS et al,

1997; CRIMI et al, 2003; LIOLITSIA et al, 2003; MELONE et al, 2004; NAINI et al, 2005;

NAKAMURA et al, 1995; ZEVIANI et al, 1993]. Esses dados contribuem para afirmar
que as doencas mitocondriais causadas por mutacao ponto do DNAmt

possuem fendtipo heterogéneo [GOTO, 1995].
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Tabela 2. Mutagdes associadas com fenotipo de MELAS.

Mutacao Gene Referéncia
do tipo ponto:
nt-583  (G>A) tRNA-Phe Hanna et al. (1998)
nt-1642 (G>A) tRNA-Val Taylor et al. (1996)
nt-1644 (G>A) tRNA-Val Menotti et al. (2004)
nt-3243 (A>QG) tRNA-Leu(UUR) Goto et al. (1990)
Kobayashi et al (1990)
nt-3252 (A>QG) tRNA-Leu(UUR) Morten et al. (1993)
nt-3256 (C>T) tRNA-Leu(UUR) Sato et al. (1994)
nt-3260 (A>G) tRNA-Leu(UUR) Nishino et al. (1996)
nt-3271 (T>C) tRNA-Leu(UUR) Goto et al. (1991)
nt-3291 (T>C) tRNA-Leu(UUR) Goto et al. (1994)
nt-3308 (T>C) ND1 Campos et al. (1997)"
nt-3376 (G>A) ND1 Blakely et al. (2005) 2
nt-3697 (G>A) ND1 Kirby et al. (2004)
nt-3946 (G>A) ND1 Kirby et al. (2004)
nt-3949 (T>C) ND1 Kirby et al. (2004)
nt-4332 (G>A) tRNA-GiIn Bataillard et al. (2001)
nt-5814 (A>QG) tRNA-Cys Manfredi et al. (1996)
nt-7512 (T>C) tRNA-Ser(UCN) Nakamura et al. (1995)°
nt-8296 (A>G) tRNA-Lys Sakuta et al. (2002)
nt-8316 (T>C) tRNA-Lys Campos et al. (2000)
nt-8356 (T>C) tRNA-Lys Zeviani et al. (1993) 3
nt-9957 (T>C) COXilil Manfredi et al. (19952
nt-12147 (G>A) tRNA-His Melone et al. (2004)
nt-12299 (A>C) tRNA-Leu(CUN) Abu-Amero et al. (2006)
nt-12770 (A>G) ND5 Liolitsa et al. (2003)
nt-13042 (A>T) ND5 Naini et al. (2005)°
nt-13045 (A>C) ND5 Liolitsa et al. (2003) *®
nt-13084 (A>T) ND5 Crimi et al. (2003) *
nt-13513 (G>A) ND5 Santorelli et al. (1997)
nt-13514 (G>A) ND5 Corona et al. (2001)
nt-14453 (G>A) ND6 Ravn et al. (2001)
nt-14693 (A>G) tRNA-Glu Tzen et al. (2003)
do tipo rearranjo:
delecao simples (1pb) COXill Rossmanith et al. (2008)
delecao simples (4pb) Cytb De Coo et al. (1999)°

delecao simples (6000pb)

COXI, COXIl, COXIll, Campos et al. (1995)°

ND3, ND4, NDA4L,

ATPs6¢e 8

Fendtipo de MELAS concomitante com:

. necrose estriatal bilateral;

2,

neuropatia 6ptica hereditaria de Leber; *: MERRF; *: sindrome de Leigh; °:

parkinsonismo; 6. anemia de Fanconi.



38

2.6.5 Alteracoes laboratoriais e bioquimicas

O nivel do acido latico no sangue e no liquido cefalorraquiano (LCR)
esta elevado durante ou logo apos os episddios semelhantes a AVC em
praticamente todos os pacientes com MELAS [GOTO et al, 1992]. O nivel do
acido latico ventricular, medido pela espectroscopia, costuma estar
aumentado na maioria dos pacientes com MELAS, e em seus familiares, e
esse aumento esta associado com maior gravidade do quadro neuroldgico
[KAUFMANN et al, 2004]. Outros exames podem ser usados na investigacao,
como dosagens de creatina quinase (CK) ou a eletroneuromiografia, porém
seus resultados sao inespecificos para MELAS, auxiliando principalmente no
seu diagnostico diferencial com outras doencas. Assim, apesar de ser
inespecifica para demonstrar miopatia mitocondrial, a dosagem sérica da CK
pode encontrar-se levemente aumentada em alguns pacientes usualmente
durante ou apds os episodios semelhantes a acidente vascular cerebral,
auxiliando a demonstrar o acometimento muscular nesses pacientes [GOTO et
al, 1992].

Os estudos bioquimicos mostram que diversos complexos podem
estar deficientes de forma isolada ou combinada, mas o complexo | parece
ser 0 mais envolvido da cadeia respiratéria em pacientes com MELAS,
geralmente associado com alteragdes de outros complexos da cadeia

respiratoria, enquanto que o complexo Il parece ser o menos afetado.
[CIAFALONI et al, 1992; GOTO et al, 1992; HIRANO et al, 1992; HIRANO & PAVLAKIS,

1994; KOBAYASHI et al, 1986]. Isso pode ser observado também pelo fato de

pacientes com MELAS que possuem a mutacao ponto A3243G apresentarem
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RRF com reacao histoquimica normal para COX na bidpsia muscular, em
contraste aos pacientes com OEPC, com a mutacdo ponto A3243G, que
apresentam grande incidéncia de fibras RRF com deficiéncia de atividade da
COX [GOTO, 1995]. A relacdo entre os defeitos do complexo | da cadeia
respiratéria e o fendtipo de MELAS é sugerido também pela identificacdo de
mutagcdes dos genes ND do DNAmt, codificadores de subunidades do

complexo I, em pacientes com MELAS [BLAKELY et al, 2005; CAMPOS et al, 1997;
CORONA et al, 2001; CRIMI et al, 2003; KIRBY et al, 2004; LIOLITSA et al, 2003; NAINI et

al, 2005; RAVN et al, 2001; SANTORELLI et al, 1997]. O complexo Il parece ser o
menos acometido em pacientes com MELAS, possivelmente por ser
codificado pelo DNAnN [CIAFALONI et al, 1992; HIRANO et al, 1992]. A dosagem
bioquimica dos complexos da cadeia respiratoria pode estar normal em

alguns casos.

2.6.6 Alteracoes morfologicas

Inicialmente a bidpsia muscular pode demonstrar apenas fibras
musculares com acumulo de mitocdndrias subsarcolemais sem formar as
tipicas RRF, porém praticamente todos os pacientes com MELAS
apresentam RRF no decorrer da evolugcdo, sendo que sua freqiéncia
costuma ser maior na reac¢ao histoquimica para SDH do que na coloragao
pelo TGM, semelhante ao que ocorre em outras doencas mitocondriais
[GOTO, 1995; GOTO et al, 1992]. O grau de heteroplasmia (propor¢dao de DNAmt

normal e mutante em cada tecido) também é um fator importante
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influenciando a variabilidade dos achado da bidpsia muscular [TOKUNAGA,
1993; TOKUNAGA, 1994].

Entretanto, as duas alteragdes morfoldgicas na biopsia muscular que
ajudam a distinguir MELAS das demais doengas mitocondriais sdo: a grande
proporcado de RRF que tem atividade normal da COX e a presencga de vasos
com reagdo aumentada para SDH [HIRANO & PAVLAKIS, 1994; TANJI et al, 2008;
ROSSMANITH et al, 2008]. A analise quantitativa mostra que 80 a 90% das fibras
musculares tém maior quantidade de DNAmt (normal e mutante), sendo que
a proporcao de DNAmt mutante é extremamente elevada em RRF quando
comparadas com as demais fibras que ndo formam RRF [TOKUNAGA et al,
1993; TOKUNAGA et al, 1994]. Contudo, como mencionado anteriormente, a
presenca de fibras COX- nos pacientes com MELAS é menor do que a
encontrada por outras doengas mitocondriais, como MERRF ou OEPC [GOTO,
1995; GOTO et al, 1992]. Alguns autores referem que a atividade da COX nas
fibras musculares é variavel, ou seja, a presenca de areas COX- ocorre de
forma segmentar ao longo de uma mesma fibra muscular em pacientes com
MELAS, semelhante ao que ocorre em outras doengas mitocondriais, como a
OEPC, sugerindo que a alteragao do complexo IV n&o ¢é a principal alteragao
nesse grupo de pacientes [GOTO, 1995; MATSUOKA et al, 1992; PETRUZZELLA et al,
1994, TANJI et al, 2008]. Dessa forma, podem ocorrer numa mesma fibra
muscular porcdes COX positivas e COX negativas com limites bem
demarcados [MATSUOKA et al, 1992; MORAES et al, 1992; PETRUZZELLA et al, 1994].
Os estudos dessas fibras musculares mostraram que possivelmente a
proporcdo de DNAmt normal e mutante nessas regides influenciaria a

deficiéncia funcional do complexo IV, mesmo em pacientes com mutacoes
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sem envolvimento dos genes codificadores das subunidades COX, como por
exemplo, os com a mutacdo A3243G [MORAES et al, 1992; PETRUZZELLA et al,
1994; SCIACCO et al, 1994].

A presenca de vasos na bidpsia muscular, usualmente arteriolas, com
reacdo aumentada para SDH (SDH+) € um achado frequente em pacientes
com MELAS ou MERRF, mas raramente encontrado em pacientes com
OEPC [GOTO, 1995; GOTO et al, 1992; HASEGAWA et al, 1991]. Esses vasos podem
ocorrer também em outros tecidos como cérebro e trato gastrointenstinal
[GOTO, 1995; GOTO et al, 1992; HASEGAWA et al, 1991]. Na microscopia eletrénica
foi observado que esses vasos contem mitocdndrias aumentadas em numero
e tamanho, semelhante ao que ocorre no sistema nervoso central, sendo
compativel com doengca mitocondrial [GILCHRIST et al, 1996; HASEGAWA et al,
1991]. Da mesma forma com que ocorre nas RRF, o estudo desses vasos
com reacdo aumentada para SDH mostra que a proporcao de DNAmt
mutante é extremamente elevada nesses vasos quando comparadas com 0S
vasos com reacao normal para SDH [TOKUNAGA, 1993; TOKUNAGA, 1994]. Esse
tipo de envolvimento vascular em pacientes com MELAS ainda n&o tem seu
significado patogénico totalmente conhecido, contudo, alguns investigadores
ainda acreditam que essa alteracao dos vasos sanguineos indica que MELAS
€ uma angiopatia sistémica [HIRANO & PAVLAKIS, 1994; TOKUNAGA, 1993;
TOKUNAGA, 1994].

A principal importancia dessa alteracao, para alguns autores, esta no
fato de que na auséncia de RRF na bidpsia muscular de pacientes com
suspeita de MELAS o diagndstico histologico pode ser realizado com base na

reacao aumentada desses vasos na SDH [GOTO, 1995; GOTO et al, 1992].
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Dessa forma, a bidpsia muscular de pacientes com MELAS,
especialmente aqueles com a mutagcao A3243G, costuma ter vasos com
reacdo aumentada para SDH e RRF com atividade normal para COX

[PETRUZZELLA et al, 1994; TOKUNAGA, 1993; TOKUNAGA, 1994].
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo é conhecer as caracteristicas da sindrome de
MELAS, apresentadas por pacientes acompanhados pelo Hospital de

Clinicas da Universidade Federal do Parana, para:

3.1 Caracterizar as manifestagbes clinicas, laboratoriais, bioquimicas,
eletrofisiolégicas e morfologicas;

3.2 Determinar as mutagdes do gene tRNA™" (YR do DNAmt; e

3.3  Verificar a utilidade da biopsia muscular como método diagndstico da
sindrome de MELAS quando comparada ao estudo molecular do gene

tRNAY (YUR) 4o DNAmL.
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4  MATERIAL E METODOS

No periodo de janeiro de 1978 até janeiro de 2008, foram realizadas
4400 biopsias musculares para investigacéo diagnostica de diversas doencas
no Servico de Doencas Neuromusculares do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana.

A analise retrospectiva do banco de dados encontrou os pacientes
com diagnostico de MELAS, de acordo com os seguintes critérios
diagndsticos obrigatorios para inclusédo dos pacientes no estudo [CIAFALONI et
al, 1992; HIRANO et al, 1992; HIRANO & PAVLAKIS, 1994; PAVLAKIS et al, 1984]: (1)
encefalopatia caracterizada por pelo menos uma das seguintes
manifestacdes clinicas: crises convulsivas, deméncia ou déficit cognitivo,
cefaléia ou vOmitos recorrentes; (2) episoddios semelhantes a acidente
vascular cerebral (com tomografia computadorizada ou ressonancia nuclear
magnética evidenciando alteracao cerebral focal); e (3) evidéncia bioquimica
de disfungdo mitocondrial, como acidose lactica ou fibras vermelhas rasgadas
na biépsia muscular, ou ainda por ambas.

Do total dos pacientes analizados, a suspeita diagndstica de MELAS
foi feita em 14 pacientes por estes critérios, mas trés pacientes foram
excluidos deste estudo por apresentarem falta de evidéncia bioquimica ou
morfolégica de disfuncdo mitocondrial e dois pela idade avangada quando
apresentaram o episédio semelhante a acidente vascular cerebral.

Nos nove pacientes que possuiam todos os critérios de inclusao foram
pesquisados os dados relacionados com: avaliagdo clinica, exame

laboratorial, exame de eletroneuromiografia, eletrocardiograma, estudo
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neuroradiolégico, bioquimica muscular, bidpsia muscular e estudo molecular

do DNAmt.

41 AVALIACAO CLINICA

Os dados clinicos como idade, sexo, manifestagcdes clinicas e histéria
familiar foram coletados com base no prontuario médico de cada paciente
durante seu internamento para realizar bidpsia muscular. O tempo de
progressdo da doenca foi considerado como o intervalo entre o episddio
sugestivo de AVC e o diagndstico pela alteragcado histoquimica da biopsia
muscular sendo obtido pelo prontuario médico de cada paciente durante seu
acompanhamento ambulatorial ou internamento para investigacao

diagndstica.

4.2 EXAME LABORATORIAL

Os niveis séricos das enzimas musculares CK e aldolase (AL) foram
descritos refletindo o numero de vezes em que a enzima esta elevada acima
do normal' [WERNECK, 1991]. Da mesma forma, os niveis de acido latico sérico
e do LCR mostram a propor¢ao do seu aumento quando comparadas com

niveis normais.

' O nivel sérico foi dividido pelo valor superior da normalidade apés subtragcdo do valor
normal
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4.3 ELETROCARDIOGRAMA

As alteragbes eletrocardiograficas foram descritas conforme
procedimento de rotina do Servigo de Cardiologia do Hospital de Clinicas da

Universidade Federal do Parana.

4.4 ELETRONEUROMIOGRAFIA

Os estudos de condugdo nervosa foram analisados conforme
proc