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RESUMO

Introdugcdo: MERRF é uma doenga mitocondrial caracterizada por mioclonia, epilepsia e fibras
vermelhas rasgadas (RRF) na bidpsia muscular. Objetivo: Conhecer as caracteristicas de pacientes
com MERRF, acompanhados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, para: (1)
caracterizar suas manifestagbes clinicas, laboratoriais, eletrofisiolégicas e morfolégicas; e (2)
determinar mutacdes do gene do RNA transportador de lisina (tRNALyS) do DNA mitocondrial (DNAmt).
Material e Métodos: Os 6 pacientes com MERRF foram analisados com base nas manifestagbes
clinicas, laboratoriais, neurorradiologicas,  eletrocardiograficas, eletroneuromiogréficas e
eletroencefalograficas. A biépsia muscular foi avaliada principalmente pelas coloragées 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™® analisado por
reacdo em cadeia de polimerase com polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo
(PCR/RLFP) e sequenciamento direito. Resultados: O tempo de progressdo da doenga variou de 2 até
15 anos. Mioclonia e epilepsia estavam presentes em todos os pacientes e os outros sintomas
relatados foram ataxia cerebelar, fraqueza muscular, neuropatia periférica, lipomas multiplos, cefaléia,
vomitos, deméncia, ptose palpebral, oftalmoparesia e intolerancia ao exercicio. As crises epilépticas
foram controladas em todos os pacientes com o uso de medicagédo antiepiléptica. O nivel de acido
latico sérico foi aumentado em 5 pacientes. O eletroencefalograma mostra atividade epileptiforme
generalizada em 5 pacientes e resposta foto sensitiva generalizada durante a fotoestimulagéo
intermitente em 2 pacientes. O estudo das imagens do cranio revelou atrofia cortical de cérebro e
cerebelo em 4 pacientes. As RRF ocorreram em todos os pacientes na coloragdo pelo MGT e reacao
pela SDH; sendo a frequéncia acima de 2% de RRF encontrada em 66,6% dos pacientes tanto na
coloragao pelo MGT quanto pela SDH. A analise pela reagdo da COX mostrou atividade deficiente em
5 pacientes. Vasos com forte reacdo para SDH (SDH+) ndo foram encontrados. O estudo molecular
do gene tRNAWS por PCR/RLFP e sequenciamento direto mostrou a mutagdo A8344G no DNAmt em
5 pacientes. Conclusbées: Os pacientes com MERRF tém variagdo na apresentagdo de suas
manifestagdes clinicas, sendo que alteragdes tipicas de MERRF, como mioclonia, epilepsia
generalizada, ataxia cerebelar, fraqueza muscular e acidose latica podem ser encontradas na maioria
dos pacientes. A deficiéncia de COX ocorre na maioria dos pacientes com MERRF. A reacao
histoquimica para SDH é semelhante a coloragédo pelo TGM na identificacdo de RRF. A falta de vasos
SDH+ na bidpsia muscular ndo exclui o diagnéstico da doengca. A mutagdo de ponto A8344G do

DNAmt é a mais frequente relacionada com MERRF.
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ABSTRACT

Background: Myoclonic epilepsy with ragged red fibers (MERRF) is a mitochondrial disease that is
characterized by myoclonic epilepsy with ragged red fibers (RRF) in muscle biopsies. Objective: The
aim of this study was to analyze Brazilian patients with MERRF at Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana: (1) clinical, laboratorial, electrophysiologycal and histological findings; (2)
mitochondrial DNA (mtDNA) mutations in tRNAY® gene; and (3) to compare muscle biopsy and
molecular analysis of tRNA"Y® gene as diagnostic method to MERRF. Method: Study of 6 patients with
MERRF with correlation of 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. DNAmt was obtained from muscle

biopsy specimen which was analysed of tRNA™®

gene by PCR/RLFP and direct sequencing. Results:
The time of disease progression ranged from 2 to 15 years. All patients had myoclonus and seizures.
Other symptoms reported were cerebellar ataxia, weakness, peripheral neuropathy, multiple lipomas,
headache, vomiting, dementia, ocular ptosis, ophthalmoparesis and exercise intolerance. Seizures were
controlled with antiepileptic drugs in all patients. Blood lactate levels was increased in 5 patients.
Electroencephalogram studies revealed generalized epileptiform discharges in five patients and
generalized photoparoxysmal responses during intermittent photic stimulation in two patients. Brain
image study reveals brain and cerebellar atrophy in 4 patients. RRF by MGT and SDH stains occurred
in the frequency above 2% in 66.6% of patients on both stain. COX stain analysis showed deficient
activity in 5 patients. Strongly succinate dehydrogenase-reactive blood vessels (SSV) did not occur in
these cases. The molecular analysis showed the A8344G mutation on mtDNA in 5 patients. Conclusion:
MERRF patients have variations in their clinical manifestation, but the main dysfunctions, as myoclonus,
epilepsy, cerebellar ataxia, weakness and increased lactate levels can be found in MERRF phenotype.
COX deficiency frequently occurs in MERRF patients. RRF presence was similarly increased in MGT
and SDH stain. Absent SSV in muscle biopsy specimens should not be used as exclusion criteria for
MERRF. A8344G point mutation is the most related with the MERRF phenotypic in tRNADS gene.



1 INTRODUGAO

A mitocdndria € a principal organela responsavel pelo fornecimento de
energia para manutencdo e funcionamento das células. Dessa forma,
qualquer disturbio no seu sistema de fosforilagdo oxidativa pode provocar
alteragdes sistémicas em diferentes 6rgdos, causando as denominadas
doencas mitocondriais [DIDONATO, 2000]. Assim, as doengas mitocondriais
formam um grupo heterogéneo de sindromes que sao 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 MERRF, denominacéo que recebe
pela associacdo encontrada entre mioclonia, epilepsia e fibras vermelhas
rasgadas na bidpsia muscular [DIMAURO et al, 2002; FUKUHARA et al, 1980]. A
suspeita de pacientes com MERRF pode ser feita com base nas suas
alteragdes clinicas, laboratoriais, eletrofisiologicas e neurorradioldgicas,
sendo o diagndstico confirmado pela biopsia muscular [DIMAURO et al, 2002;
FUKUHARA et al, 1980]. Apds a descoberta da mutagdo de ponto A8344G do
DNA mitocondrial (DNAmt) afetando o gene RNA transportador de lisina
(tRNA™®) no musculo de pacientes com MERRF, o estudo molecular do
DNAmt tem sido utilizado para confirmar o diagndstico da doenga, permitir o
aconselhamento genético dos familiares e melhorar nossa compreensao

sobre os mecanismos moleculares que causam essa doenga [LARSSON et al,

1995; SANTORELLI et al, 1996; SHOFFNER & WALLACE, 1992; ZEVIANI & DI DONATO,

2004].



A partir da observacdo de casos de doenca mitocondrial, no Hospital
de Clinicas da Universidade Federal do Parana, que apresentavam em
comum mioclonia e epilepsia, pesquisamos as muta¢gdes 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 diagnostico.

O presente estudo se propde a investigar pacientes com MERRF
caracterizando suas principais manifestacbes clinicas, laboratoriais e
eletrofisiologicas, bem como, analisando a utilizagdo da biopsia muscular e
do estudo molecular, especialmente do DNAmt, como métodos de
diagnodstico das doengas mitocondriais.

Realizamos a revisdo da literatura sobre os principais elementos do
grupo heterogéneo que compde as doengas mitocondriais, do seu
diagndstico e dos aspectos fisiolégicos e patologicos envolvidos com
MERRF, bem como se submete a analise morfolégica de bidpsia muscular e
ao estudo molecular.

Nesse sentido, torna-se imprescindivel a viabilizacdo de metodologia
do estudo molecular do DNAmMt em busca de novos resultados que possam
auxiliar no diagnostico de pacientes, fornecer subsidios para a compreenséao
dos mecanismos moleculares das doengas mitocondriais e para vir a

representar um primeiro passo para futuros tratamentos.



2 REVISAO DA LITERATURA

21  DOENCAS MITOCONDRIAIS

As doengas mitocondriais, citopatias mitocondriais ou
mitocondriopatias formam um grupo heterogéneo de doengas caracterizadas
por defeitos na funcdo mitocondrial. Estas doengas sido consideradas
disturbios da fosforilagdo oxidativa, tendo sido descritas pela primeira vez em
1962, quando se identificou anormalidades estruturais nas mitocéndrias pela
biépsia 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 descricao deste relato, outras
doengas mitocondriais foram descritas, a maioria delas individualizadas,
através da presenca de alteracbes ultraestruturais da mitocdndria pela
microscopia eletrénica, caracterizadas por: aumento no numero e no
tamanho das mitocdndrias, presenca de cristas diminuidas ou aumentadas
em numero, associadas com alteragdo na sua disposicado e inclusdes
intramitocondriais de formato retangular semelhantes a cristais (inclusdes
paracristalinas) [SHY & GONATAS, 1964; SHY et al, 1966].

A identificacdo das doengas mitocondriais foi facilitada quando ENGEL
& CUNNINGHAM, em 1963, introduziram uma modificacdo na coloragao pelo
tricromo de Gomori fazendo com que a mitocdndria anormalmente proliferada
em regides intermiofibrilar e subsarcolemal figque com a cor vermelha,
facilitando o diagnostico e tornando-o mais pratico que a microscopia

eletrbnica. 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 doengas mitocondriais [OLSON et al, 1972]. As
técnicas histoquimicas de coloragdo do material proveniente de bidpsia
muscular permitiram uma melhor compreensao dessas doencgas [DUBOWITZ &
PEARSE, 1960]. A partir destas técnicas o diagndstico dessas doengas foi
possivel pela localizacdo 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 (SNC) ou
o musculo esquelético foram descritas manifestando-se com: retardo
psicomotor, crises epilépticas, hemiparesia, deméncia, ataxia, disturbios do
movimento, retinite pigmentosa e surdez, em varias combinagdes, sob o
nome de encefalomiopatia mitocondrial, definida como “doengas
neuromusculares com alteragdes mitocondriais estruturais e/ou funcionais no
cérebro e/ou musculo” [SHAPIRA et al, 1977]. Assim, apesar das doencas
mitocondriais serem  multissistémicas, o termo “encefalomiopatia

mitocondrial” comegou a ser usado naquelas condi¢gdes em que a doencga



mitocondrial afeta preferencialmente o sistema nervoso e musculo
esquelético, sendo varias as sindromes descritas onde esses tecidos s&o os
principais envolvidos, das quais se destacam sindromes como (Tabela 1):
oftalmoplegia externa progressiva cronica (PEO); sindrome de Kearns-Sayre;
sindrome de Pearson; miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidose latica e
episodios semelhantes a acidente vascular cerebral (MELAS); mioclonia,
epilepsia e 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; DIMAURO, 2004; ZEVIANI & DIiDONATO, 2004]. Outras manifestagdes
sistémicas e a sobreposicdo dos achados clinicos entre essas sindromes
também s&o descritos mostrando a grande variagdo fenotipica entre estas
entidades [BETTS et al, 2004; DIMAURO, 2004; ZEVIANI & DIDONATO, 2004].

Devido a essa grande heterogeneidade fenotipica, foi proposta uma
classificagdo bioquimica das doengas mitocondriais, com base na
demonstracdo de deficiéncia enzimatica em mitocéndrias isoladas do
musculo esquelético. Varios autores tentaram uma classificagdo, 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 oxidagdo de acidos graxos); defeitos na
cadeia respiratéria (deficiéncia do complexo |, Il, 1, IV); defeitos no ciclo do
acido citrico e no acoplamento do sistema de oxidagao-fosforilacdo
(deficiéncia do complexo V e doenga de Luft) [DIMAURO et al, 1985; MORGAN-

HUGHES et al, 1988].



A tentativa de classificar essas doencas pelo sitio primario do defeito
enzimatico, pela bioquimica muscular, perdeu for¢ca pela sua dificuldade
técnica associado ao inicio dos estudos genéticos que comegaram a revelar
diferentes padroes de mutagcdo do DNAmt causando defeitos da fosforilacdo
oxidativa. Apesar do DNAmt ter sido descoberto cerca de 40 anos atras e seu
sequenciamento completado em 1981, as mutagdes do DNAmMt comegaram a
ganhar destaque em doengas humanas somente apos 1988, quando foram
descritas mutagdbes do DNAmt causando doengas com alteracdo da
fosforilagdo oxidativa em pacientes com neuropatia Optica hereditaria de
Leber, PEO e sindrome de Kearns-Sayre [HOLT et al, 1988; WALLACE et al, 1988a;
WALLACE et al, 1988b; ZEVIANI et al, 1988]. A partir desse momento teve inicio a
busca pela classificacdo das doengas mitocondriais através do seu defeito
geneético (Tabela 1). Os primeiros dois tipos de mutagao patogénica descritos
foram amplas delecbes do DNAmt e mutagcdes de ponto do tipo “missense”
ou “de sentido trocado” (substituicdo de um nucleotideo acarretando
mudanga de aminoacido) em subunidades das enzimas da fosforilagdo
oxidativa, mas com a evolugdo das técnicas moleculares um numero
crescente de mutagées do DNAmt foram identificadas [HOLT et al, 1988;

WALLACE et al, 1988a; WALLACE et al, 1988b; ZEVIANI et al, 1988].



Tabela 1. Manifestagbes clinicas e classificagdo genética das principais

encefalomiopatias mitocondriais.

Fendtipo

Rearranjos do DNAmt

OEPC

Kearns-Sayre

Ptose palpebral, oftalmoparesia, fraqueza
muscular

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

Mutagao ponto do DNAmt

MELAS

MERRF

NARP

Leber

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

Neuropatia periférica, ataxia, retinopatia
pigmentar

Perda da visdo 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”.



2.2 DIAGNOSTICO DAS DOENGAS MITOCONDRIAIS

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

A elevacao desproporcional do acido latico durante os exercicios e
durante a piora dos sintomas € uma das caracteristicas das doengas que
envolvem o metabolismo das mitocdndrias, porém néo é especifico e pode
inclusive faltar, mesmo assim ainda serve para levantar a suspeita
diagnodstica de disfungdo mitocondrial em alguns pacientes. O acido latico
esta aumentado em diversas doengas das mitocdndrias, ndo existindo padrao
clinico tipico para cada uma das sindromes [DIMAURO et al, 1985].

Como as mitocéndrias participam do metabolismo dos aminoacidos,
dos lipidios e do ciclo do acido citrico, a investigagdo bioquimica, em musculo
esquelético obtido por bidpsia dos casos suspeitos, permite detectar diversas
deficiéncias enzimaticas [DIMAURO et al, 1985; PEDROSO, 1995; PEDROSO et al,
1997]. A determinac&o da atividade enzimatica da mitocondria, pela dosagem
de enzimas como NADH-desidrogenase, NADH-citocromo c¢ redutase,
succinato desidrogenase, succinato-citocromo c¢ redutase e citocromo ¢
oxidase, permite caracterizar os complexos enzimaticos deficientes na cadeia
respiratoria 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
doengas mitocondriais. A atividade enzimatica da cadeia respiratoria abaixo
de 30% em relagdo 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 néo
tem permitido um consenso para esse valor [BERNIER et al, 2002; WALKER et al,
1996].

A cadeia respiratéria da fosforilagcdo oxidativa também pode ser
avaliada por técnicas de imunohistoquimica em bidpsia de musculo, mas a
atividade da citocromo ¢ oxidase (COX) por reagao histoquimica é o método
que mais tem sido empregado na rotina da avaliagdo 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 respiratéria
[BERNIER et al, 2002; WALKER et al, 1996].

Contudo, a presenca de RRF ainda é o selo diagndstico das doengas
mitocondriais na biopsia muscular. As RRF refletem a proliferacdo de
mitocéndria defeituosa visualizada pela coloragdo do tricromo de Gomori
modificado (TGM) ou pela reagdo histoquimica para desidrogenase
succinica (SDH). A identificacdo de qualquer RRF em um paciente jovem,
com menos de 30 anos, é sugestiva de doenga mitocondrial e niveis acima
de 2% podem ser considerados diagnosticos em qualquer idade [WALKER et
al, 1996]. A presenca de acumulo subsarcolemal de mitocondrias nas fibras

musculares também deve ser considerada no diagndstico das doengas
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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 I, ha significativa porcentagem em
pacientes com PEO, menor porcentagem em pacientes com MELAS e
MERREF, e estdo ausentes em pacientes com sindrome de Leigh ou NARP
[BOURGEOIS & TARNOPOLSKY, 2004; COLLINS et al, 1995]. A presenga de RRF
em pequena porcentagem pode ser encontrada em pacientes com idade
avancada e naqueles com doencas nao mitocondriais como isquemia
muscular, distrofia muscular de Duchenne, distrofia mioténica, paralisia
periddica ou polimiosite, e também, secundaria ao uso de medicagoes,
como a terapira anti-retroviral com os inibidores da transcriptase reversa
[BOURGEOIS & TARNOPOLSKY, 2004; SCOLA et al, 2007; WALKER et al, 1996].

As mutag¢des do DNAmt causadoras de doencas podem variar desde a
alteracdo de um unico par de bases até a delecdo de milhares de pares de
bases. Atualmente as doengas mitocondriais podem ser classificadas
segundo o tipo de mutacdo do DNAmt em: (1) rearranjos (delecdo ou
insercao de um segmento do DNA); e (2) mutagédo de ponto (substituicdo de
um unico nucleotideo do DNA).

As mutagdes por rearranjos do DNAmt s&o geralmente casos
esporadicos [ZEVIANE & DIiDONATO, 2004]. Os trés principais fendtipos de
doenca mitocondrial associados com esse tipo de mutagdo sdo: PEO,
sindrome de Kearns-Sayre e sindrome de Pearson [DiIMAURO, 2004; ZEVIANE &
DIDONATO, 2004]. A presenca de mutagdes de ponto pode ocorrer nessas

sindromes, porém os estudos mostram menor incidéncia desse tipo de
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mutacdo nesse grupo de pacientes. As mutagbes de ponto estédo
principalmente associadas com padrdo de heranga materno, sendo os
principais fendtipos associados com esse tipo de mutacdo: MELAS, MERRF,
NARP e neuropatia optica hereditaria de Leber [DIMAURO, 2004; ZEVIANE &
DIDONATO, 2004].

Como nas doengas mitocondriais ocorre a segregagao replicativa, o
DNAmt mutante € mais encontrado em tecidos com baixa capacidade de
replicacdo. Dessa forma, a pesquisa das mutagdes 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 [FINSTERER, 2007; McDONNELL et al, 2004; SUE et al, 1998b].
Assim, a auséncia de mutacbes do DNAmt quando a pesquisa foi realizada
em tecidos de alta capacidade replicativa, como em leucdcitos do sangue
periférico, ndo afasta a possibilidade do paciente ter a mutagcédo [FINSTERER,

2007; McDONNELL et al, 2004; SUE et al, 1998b].

23 MERRF

2.3.1 Historico

Os primeiros pacientes cuja manifestagédo clinica sugeria a sindrome
de MERRF comecaram a ser descritos a partir de 1973, onde os pacientes
apresentavam doenga mitocondrial cujo ponto comum era a presenca de
miopatia mitocondrial associada a epilepsia mioclénica familiar [TSAIRIS et al,

1973]. Nos anos seguintes outros casos com achados semelhantes foram
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somados a literatura, e a partir deles em 1980, FUKUHARA et al,
caracterizaram melhor os pacientes que possuiam mioclonia, epilepsia e
disfungdo mitocondrial na bidépsia muscular (RRF), criando a denominagéo
MERREF, do inglés Myoclonus Epilepsy associated with Ragged-Red Fibers,
isto &, epilepsia mioclénica associada com fibras vermelhas rasgadas (RRF).

No Brasil, o primeiro relato de MERREF foi feito por ARRUDA et al, em
1990, ao descrever uma familia em que trés irmaos apresentavam epilepsia
miocldnica associada com deméncia, ataxia cerebelar, fraqueza muscular e
neuropatia sensitiva; na qual a investigagdo mostrou elevagao do acido latico,
eletroencefalograma (EEG) com resposta fotomioclénica, biépsia muscular
com RRF e mitocdndrias anormais ao estudo por microscopia eletronica, e
dosagem da atividade das enzimas da cadeia respiratéria compativel com
deficiéncia de COX.

Outros dois importantes marcos histéricos para medicina estéao
relacionados com MERRF, pois foi a primeira doenga humana na qual o
padrdao de heranga materno foi claramente demonstrado, sugerindo um
defeito do DNAmMt como responsavel [ROSING et al, 1985]; e foi a primeira
doenga na qual um defeito molecular foi associado com uma forma especifica

de epilepsia [SHOFFNER et al, 1990; YONEDA et al, 1990].

2.3.2 Critérios diagnésticos

Na descricdo de FUKUHARA et al., em 1980, os critérios diagnosticos

de MERREF incluiam como manifestacbes da doencga: mioclonia, epilepsia

generalizada, ataxia cerebelar e RRF na biépsia muscular.
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Os casos previamente publicados na literatura internacional, com
diagnostico sugestivo de MERRF, foram revisados por HIRANO & DiIMAURO,
em 1996, que confirmaram essas manifestagdes como as mais frequentes
nesse grupo de pacientes com miopatia mitocondrial, reforcando a presenca
dessas alteragdes como critérios diagnosticos obrigatorios para a doencga.
Ainda, embora a principal manifestacdo desse grupo de pacientes com
doenca mitocondrial é a presenca de mioclonia e epilepsia, outras alteragdes
multissistémicas podem ser encontradas: surdez, intolerdncia ao exercicio,
deméncia, neuropatia periférica, baixa estatura, alteragdo da conducéao
cardiaca, cardiomiopatias, alteracdo da motilidade ocular, retinopatia

pigmentar, lipoma, entre outras [HIRANO & DIMAURO, 1996; DIMAURO et al, 2002].

2.3.3 Correlacao entre as alteragoes clinicas e a fisiopatologicas

Como nas demais doengas mitocondriais, a fisiopatologia esta
relacionada principalmente com a proporcdo de DNAmt mutante
(heteroplasmia), a distribuicdo do DNAmt mutante em cada tecido e o limiar
de vulnerabilidade de cada tecido a disfungdo mitocondrial (falha da
fosforilagdo oxidativa) [DIMAURO & HIRANO, 2009]. O grau de heteroplasmia e a
distribuicdo do DNAmt mutante nos diferentes tecidos tem justificado, em
parte, a variagdo na apresentacido clinica de pacientes com MERRF. No
entanto, a seletiva vulnerabilidade de alguns tecidos em pacientes com
MERRF ainda nao foi elucidada [DIMAURO & HIRANO, 2009]. Como a
fosforilagdo oxidativa esta geneticamente prejudicada, as possiveis causas

de vulnerabilidade desses neurbnios provavelmente esta relacionada com
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desequilibrio i6nico intracelular (sédio/potassio/calcio), utilizagdo menos
eficiente do oxigénio e sintese diminuida de trifosfato de adenosina (ATP)
[JAMES et al, 1999; WU et al, 2010].

A correlagdo entre as alteragbes clinicas e a fisiopatologia em
pacientes com MERRF ndo estd completamente esclarecida, sendo
consideradas duas principais hipéteses para explicar sua patogénese: (1)
perda neuronal, a qual sugere que uma “citopatia mitocondrial” provocaria a
faléncia energética de determinadas areas do tecido cerebral causando a
morte desses neurdnios; e (2) hiperexcitabilidade neuronal, a qual sugere que
um “disturbio eletrolitico” provocaria alteragdo no potencial da membrana do
neurénio causando mudanca no padrdo de excitabilidade neuronal e
transmissao sinaptica em determinadas areas do tecido cerebral.

A hipétese de perda neuronal é baseada principalmente nos estudos
histopatolégicos que mostram perda neuronal e gliose em areas especificas
no cérebro, cerebelo, tronco cerebral e medula espinhal [BERKOVIC et al, 1989;
FUKUHARA, 1995]. A fosforilagdo oxidativa na mitocéndria € a responsavel pela
producdo da maior parte da energia utilizada pelo neurénio na forma de ATP.
A disponibilidade de ATP em situacbes de alta demanda energética esta
geneticamente prejudicada em pacientes com MERRF [JAMES et al, 1999].
Diante disso, um aumento da demanda de energia, necessaria para o
funcionamento de determinada populagdo de neurbnios, cria um balango
negativo entre a necessidade e disponibilidade de ATP, causando perda
neuronal particularmente nos neurénios suscetiveis [JAMES et al, 1999]. Como o
neurénio tem alta demanda energética e baixa capacidade para reparo

celular, ele é suscetivel a morte frente a falta de energia para seu adequado
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funcionamento [COCK & SCHAPIRA, 1999]. Dessa forma uma falha da
fosforilagdo oxidativa na mitocdndria pode causar uma disfungcdo, e em
algumas vezes até morte, do neurénio [COCK & SCHAPIRA, 1999]. Algumas das
mutacdes do DNAmt parecem causar essa falha da sintese de ATP em areas
consideradas potencialmente epileptogénicas do tecido cerebral [COCK &
SCHAPIRA, 1999; KUNZ, 2002]. Como a mitocdndria € a responsavel por fornecer
a maior parte do ATP em neurdnios, também participa na homeostase do
calcio intracelular e na formacao de radicais livres, admite-se que ela pode
estar intimamente envolvida com a perda de neurbnios nessas areas do
tecido cerebral de pacientes com MERRF [COCK & SCHAPIRA, 1999;
FOLBERGROVA & KUNZ, 2012; JAMES et al, 1999; WU et al, 2010]. Nos pacientes com
epilepsia por outras causas, como trauma, isquemia ou neoplasia do SNC,
também foram encontradas mitocéndrias alteradas em areas com atividade
epileptogénica [KUNz, 2002]. No entanto, o significado desse achado
patolégico permanece incerto, pois as alteragcbes estruturais e funcionais,
encontradas nas mitocdndrias dessas areas, podem realmente ser
relacionadas com a epileptogenese ou serem somente secundarias a morte
neuronal. A producdo de radicais livres na cadeia respiratoria da mitocondria
também esta sendo estudada como causa de perda neuronal em certas
regides potencialmente epileptogénicas [COCK & SCHAPIRA, 1999;
FOLBERGROVA & KUNZ, 2012; WU et al, 2010]. Embora exista grande variagéo na
manifestacdo clinica das diversas doencas mitocondriais, a presenca de
alteracdo significativa no SNC, especialmente no cortex cerebral, € um
achado frequente em todas as formas que cursam com epilepsia [COCK &

SCHAPIRA, 1999; KUNZ, 2002]. Os estudos radiolégicos do SNC confirmam que a
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substancia cinzenta esta precocemente alterada em pacientes com MERRF,
enquanto que as alteragdes de substancia branca ocorrem somente na fase
tardia da doenca e acompanhadas por alteragdes da substancia cinzenta
[BARKOVICH et al, 1993; COCK & SCHAPIRA, 1999; DIMAURO et al, 1999]. O
envolvimento de outras partes do SNC, como o cerebelo, tronco cerebral e
medula espinhal, também foi comprovado em pacientes com MERRF. O
cerebelo mostra intensa perda neuronal, porém mais acentuada no nucleo
denteado [BERKOVIC et al, 1989; BLUMENTHAL et al, 1998; FUKUHARA, 1995;
SPARACO et al, 1993]. O nucleo olivar inferior € o mais acometido do tronco
encefalico, seguido pelo nucleo rubro e pela substancia negra [BERKOVIC et al,
1989; BLUMENTHAL et al, 1998; FUKUHARA, 1995; SPARACO et al, 1993]. Na medula
espinhal, perda consideravel ocorre na coluna posterior, mas a coluna
anterior também podem estar acometida de forma menos intensa [BERKOVIC
et al, 1989; BLUMENTHAL et al, 1998; FUKUHARA, 1995; SPARACO et al, 1993]. A
degeneragdo do trato espinocerebelar posterior pode ser comumente
encontrada nos pacientes com MERRF enquanto que o acometimento do
trato corticoespinhal costuma ser menor [SPARACO et al, 1993; FUKUHARA, 1995].
A presenca de desmielinizacdo também pode ocorrer nesses pacientes
afetando preferencialmente o pedunculo cerebelar superior e os fasciculos
posteriores da medula espinhal [BLUMENTHAL et al, 1998; SPARACO et al, 1993].
As mutagdes do DNAmt sdo consideradas relevantes para causar disfungao
na fosforilagdo oxidativa somente quando a propor¢do de DNAmt mutante
atingir um determinado limiar, em relagdo ao DNAmt normal, que costuma ser
diferente para cada tecido [COCK & SCHAPIRA, 1999]. Embora estudos

demonstrem que as mutagdes mais frequentes do DNAmt de pacientes com
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MERRF sdo encontradas em todo o cérebro, cerebelo e tronco cerebral,
alguns estudos encontraram quantidades discretamente maiores de coépias
do DNAmt mutante nos nucleos olivar inferior, nucleo denteado, putamen,
hipocampo e cértex cerebral [BRINCKMANN et al, 2010; SPARACO et al, 1995;
TANNO et al, 1993]. O motivo pelo qual essas mutacdes prefiram essas
estruturas do tecido cerebral ainda permanece sem elucidagdo, mas esses
achados colaboram para relacionar essas estruturas anatdbmicas com o
aparecimento das manifestacbes clinicas em pacientes com MERREF.
Contudo, somente os estudos histolégicos ndo conseguem explicar o
aparecimento das principais manifestagcdes apresentadas pelos pacientes
com MERREF.

Além da mitocéndria estar intimamente envolvida na morte do neurdnio
em areas relacionadas com as vias epileptogénicas, outro importante papel
da mitocOndria esta relacionado com a hiperexcitabilidade neuronal. Os
principais mecanismos pelo qual a disfungdo mitocondrial pode causar
atividade epileptiforme, por aumento da excitabilidade neuronal, sdo a
diminuicdo do nivel intracelular de ATP e as alteragcbes na homeostase do
calcio do neurdnio (Figura 1) [FOLBERGROVA & KUNZ, 2012; KILBRIDE et al, 2008].
A formacdo de ATP na mitocdndria € essencial tanto para a excitabilidade
quanto para a propria sobrevivéncia do neurdnio [FOLBERGROVA & KUNZ, 2012].
Como descrito anteriormente, a fosforilagdo oxidativa produz a maior parte do
ATP em neurdnios e niveis adequados de ATP sao essenciais para manter o
potencial de membrana do neurdnio, através do adequado funcionamento da
bomba sodio/potassio ATPase (Na'/K*-ATPase), que consome até 50% da

energia para manter o potencial de membrana plasmatica em adequada



18

condicado de equilibrio e funcionamento [FOLBERGROVA & KUNZ, 2012; JAMES et
al, 1999]. Dessa forma, podemos admitir que o funcionamento inadequado da
bomba Na'/K’-ATPase, possivelmente causando um desequilibrio i6nico
(sodio/potassio) devido a falta de ATP, poderia interferir no limiar do potencial
da membrana plasmatica dos neurdnios [FOLBERGROVA & KUNZ, 2012; JAMES et
al, 1999]. Essa alteragdo justificaria o aparecimento de algumas das
manifestacdes clinicas mais frequentes encontradas em pacientes com
MERREF: epilepsia e mioclonia. Ainda com relagdo a excitabilidade do
neurdnio, a quantidade e distribuicdo do calcio intracelular do neurénio
também exerce importante papel na manutencdo do potencial de membrana
plasmatica do neurdnio [BRINI et al, 1999; JAMES et al, 1999; KILBRIDE et al, 2008]. A
mitocdndria tem um importante sistema de sequestro de calcio
[FOLBERGROVA & KUNZ, 2012; JAMES et al, 1999; KILBRIDE et al, 2008]. A
homeostase do calcio intracelular também envolve a participacdo da bomba
calcio ATPase (Ca”*-ATPase) retirando o calcio intracelular e de receptores
de glutamato do tipo NMDA (N-metil-D-aspartato) introduzindo o calcio no
neurénio, o que confere capacidade de modular tanto a excitabilidade
neuronal quanto a transmissao sinaptica [FOLBERGROVA & KUNZ, 2012; JAMES et
al, 1999; KILBRIDE et al, 2008]. Diante disso, existe a possibilidade que a
mitocdndria defeituosa seja suficiente para causar disturbio na homeostase
intracelular do calcio, o que pode estar relacionada com o aparecimento de
epilepsia e mioclonia [FOLBERGROVA & KUNZ, 2012; JAMES et al, 1999; KILBRIDE et
al, 2008]. Isso ja foi demonstrado in vitro especialmente para a mutagéo
T8356C de pacientes com MERRF [BRINI et al, 1999]. O aumento do calcio

dentro do neurbnio também pode alterar de forma secundaria a via do
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glutamato, induzindo a maior liberagdo de glutamato na fenda sinaptica, o
que contribui para aumentar a excitabilidade do neurénio e modificar a
transmissao sinaptica [COCK & SCHAPIRA, 1999; FOLBERGROVA & KUNZ, 2012;
JAMES et al, 1999; KILBRIDE et al, 2008]. Essa mesma alteragdo do glutamato,
provocando o aumento do calcio intracelular pelo funcionamento excessivo
dos receptores de glutamato (NMDA), também sdo implicados com o
mecanismo de perda neuronal (excitotoxicidade pelo glutamato), pois altas
concentragcdes de calcio intracelular podem ativar proteases e fosfolipases
dependentes de calcio e produzir radicais livres toxicos para o neurdnio
[COCK & SCHAPIRA, 1999; FOLBERGROVA & KUNZ, 2012; JAMES et al, 1999; KILBRIDE
et al, 2008]. A perda de fungdo da rede de neurdnios inibitérios pelo defeito da
fosforilagdo oxidativa também contribui para a hiperexcitabilidade neuronal

[FOLBERGROVA & KUNZ, 2012].
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Figura 1. Representacdo esquematica dos possiveis mecanismos de perda neuronal e
hiperexcitablidade causados pela disfungdo mitocondrial: Os defeitos da fosforilacdo
oxidativa, causados por mutacdo do DNAmt, diminuem a sintese de ATP (1, 2 e 3). O
neurénio com uma menor capacidade de manter o equilibrio entre sintese e demanda de

energia ([ATP/ADP]), para que a atividade idnica nos canais (bomba Na'/K'-ATPase) da
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membrana plasmatica ndo seja comprometida, causa a diminuicdo do potencial de
membrana plasmatica (4, 5, 6 e 9). A diminuigdo da relacdo [ATP/ADP] também causa
disfungdo na bomba Ca**-ATPase, contribuindo para diminuir o potencial de membrana
plasmatica e levando ao acumulo citoplasmatico de calcio (Ca2+), 0 que pode levar a morte
do neurdnio (6 e 7). Os neurdnios excitatérios quando despolarizados liberam glutamato e
ativam os receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), causando influxo excessivo de ca®
através do canal, podendo levar a morte do neurdnio (“excitotoxicidade por glutamato”) (7, 8
e 10). Ca”": calcio; ADP: difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de adenosina; DNAmt: DNA
mitocondrial; K*: potassio; Na*: sédio; NMDA: N-metil-D-aspartato. [modificado de JAMES

et al, 1999]

No entanto, nenhuma dessas hipoteses isoladamente consegue
explicar de forma completa a ocorréncia das principais manifestacbes da
doenga nos pacientes com MERRF, assim como em outras doencgas
mitocondriais. Dessa forma, os mecanismos que desencadeiam essas
manifestagbes estdo sendo correlacionados com uma combinagdo dessas
hipéteses, onde tanto eventos de perda quanto de hiperexcitabilidade do
neurdnio, talvez ambos iniciados pela falha da fosforilacdo oxidativa em areas
especificas do tecido cerebral, podem ser os responsaveis pela patogénese
das principais manifestagdes clinicas de pacientes com MERRF (Figura 2)

[FOLBERGROVA & KUNZ, 2012].
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Figura 2. Mecanismo fisiopatolégico proposto para explicar as principais manifestacbes
clinicas de pacientes com MERRF. Ca”": calcio; DNAmt: DNA mitocondrial. [modificado de

FOLBERGROVA & KUNZ, 2012]
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Embora as mutagdes do gene do RNA transportador de lisina
(tRNA"®) sejam freqiientemente descritas como causa de epilepsia, outras
mutacdes do tRNA nos genes para fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina,
prolina, serina ou triptofano também estdo associadas com o aparecimento

de epilepsia [BLAKELY et al, 2009; CRIMMINS et al, 1993; HAHN et al, 2011; HERRERO-
MATIN et al, 2010; MANCUSO et al, 2004; MARTIN-JIMENEZ et al, 2012; MELONE et al,

2004; NAINI et al, 2005; NAKAMURA et al, 1995; SILVESTRI et al, 1992]. A presenga de
crises epilepticas do tipo clébnica ou mioclbnica com correlagcédo
eletroencefalografica € maior na fase crénica da doenga do que em sua fase
inicial [CANAFOGLIA et al, 2001]. As crises epilepticas do tipo generalizadas s&o
frequentemente observadas em diversas formas de epilepsia mioclénica,
como MERRF, principalmente associadas com mutagdes nos genes tRNA™S
e tRNAS®" do DNAmt; enquanto que as do tipo parcial sdo mais encontradas
nas encefalopatias mitocondriais, como MELAS, associadas com mutagdes
do gene tRNA"" [BERKOVIC et al, 1989; BERKOVIC et al, 1991; CANAFOGLIA et al,
2001; SHOFFNER et al, 1990; YONEDA et al, 1990]. Essas mutagbes geralmente
afetam a sintese de proteinas nas subunidades de todos os complexos da
cadeia respiratoria que sao codificados pelo DNAmt. Dessa forma, parece
que as mutacdes de ponto do DNAmt estdo mais relacionadas com a
presenca de epilepsia do que mutagdes do tipo rearranjo, justificando porque
epilepsia é mais encontrada em pacientes com MERRF ou MELAS do que
em pacientes com sindrome de Kearns-Sayre [KUNZ, 2002].

Essas evidéncias sugerem que o tipo de mutagcdo do DNAmt poderia
influenciar o local de acometimento do SNC. Na sindrome de Kearns-Sayre a

substancia branca esta afetada principalmente no tronco cerebral, mas a
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substancia branca do cerebelo, cérebro, medula espinhal cervical e ganglios
da base também é acometida [BARKOVICH et al, 1993; DIMAURO et al, 1999;
FUKUHARA, 1995]. Em contraste, MELAS é caracterizado por focos de necrose
localizados predominantemente no coértex cerebral e no hipocampo (uma
regido altamente epileptogénica), enquanto MERRF envolve de forma
preferencial o nucleo olivar inferior, o nucleo denteado cerebelar, o nucleo
rubro e a ponte, estruturas que estédo relacionadas na génese da mioclonia
[BERKOVIC et al, 1989; BARKOVICH et al, 1993; DIMAURO et al, 1999; FUKUHARA, 1995].

As mioclonias apresentadas pelos pacientes com MERRF sao
clinicamente indistinguiveis daquelas apresentadas por pacientes com outras
doengas (ritmo irregular e podendo aumentar com movimento ou estimulo),
porém a sua patogénese ainda nao foi completamente esclarecida. Isso
provavelmente porque, assim como na maioria das doengas que causam
mioclonia, existem multiplas estruturas acometidas no SNC. Quanto ao tipo
de mioclonia em relagdo a sua origem no sistema nervoso central, existem
mais evidéncias que apontam para a ocorréncia de mioclonia do tipo cortical
do que para do tipo subcortical, embora ambas possam ocorrer nos pacientes
com MERRF [BERKOVIC et al, 1989]. A lesdo patoldgica responsavel por causar
mioclonia do tipo cortical ndo foi completamente elucidada, mas a perda de
inibigdo intracortical (hiperexcitabilidade) parece ser o0 mecanismo
responsavel pelo seu aparecimento [SHIBASAKI & THOMPSON, 2011]. O fato da
mioclonia do tipo cortical frequentemente estar associada a crises epilepticas,
situagdo também denominada como epilepsia mioclénica progressiva, reforga
a hipdtese de hiperexcitabilidade cortical (cortex sensitivo, motor, ou ambos)

como mecanismo patoldgico [SHIBASAKI, 2002]. O envolvimento seletivo dos
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nucleos olivar inferior do tronco cerebral e denteado do cerebelo podem estar
relacionados com o mecanismo responsavel pelo aparecimento de mioclonia
do tipo subcortical (reflexo reticular de mioclonia) em alguns desses
pacientes, uma vez que ambos ja foram implicados na formagao desse tipo
de mioclonia [BERKOVIC et al, 1989; CHUNG & VAN WOERT, 1984].

A presenga de manifestagdo cerebelar, como ataxia, também & um
importante achado em pacientes com MERRF; embora possa nao estar
presente na fase inicial da doenga [BERKOVIC et al, 1989; OZAWA et al, 1995]. No
entanto, as alteragdes clinicas e radioldgicas de pacientes com MERRF séo
variadas podendo sugerir degeneragao espinocerebelar, especialmente no
inicio da doenca [ITO et al, 2008]. Da mesma forma, atrofia do pedunculo
cerebelar superior e cerebelo, em adigao as alteragdes do cérebro e ganglios
da base, sugerem MERRF, especialmente em pacientes com dissociagao
entre a manifestagdo clinica com alteragéo cerebelar grave, e a manifestagéo
radiolégica com alteragao leve [ITO et al, 2008].

Em outras doencas que apresentam epilepsia, mioclonia e ataxia, as
estruturas afetadas do SNC sdo em locais semelhantes, embora que por
mecanismos diferentes. Dessa forma, a revisdo de alguns dos casos
previamente diagnosticados como ataxia de Friedreich, atrofia dentato-rubro-
palido-luisiana ou sindrome de Ramsay-Hunt, tem encontrado como novo
diagnostico: MERRF [BERKOVIC et al, 1989; FUKUHARA, 1995; SO et al, 1989].
Casos com ataxia cerebelar, mioclonia e lipomas, inicialmente descritos por
EKBOM, em 1975, também apresentam a mesma mutagcdo do DNAmt que é
encontrada em pacientes com MERRF, sugerindo que o diagndstico desses

pacientes seja MERRF [BERKOVIC et al, 1989; TEIVE et al, 2008]. Isso reforga a
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hipétese de que a perda neuronal tem importante papel na fisiopatologia
dessas doengas. Além disso, essa semelhancga clinica, e algumas vezes
anatomopatologica, também coloca essas doengas no diagndstico diferencial
dos pacientes com MERRF.

Interessante destacar que a presenca de alteragcdo cerebelar também
poderia justificar o aparecimento de mioclonia do tipo cortical em MERRF,
uma vez que outras patologias que também envolvem o cerebelo, como
hipdxia, degeneragao espinocerebelar, atrofia dentato-rubro-palido-luisiana,
doenga de Unverricht-Lundorg e atrofia de multiplos sistemas, estédo
associadas com o aparecimento de mioclonia. A principal hipbtese
relacionada com esse fato seria que a perda de neurdnios cerebelares
(células de Purkinje, entre outras) poderia desencadear como reflexo um
ganho na excitabilidade cortical, justificando o aparecimento de mioclonia e
epilepsia nesses pacientes [BERKOVIC et al, 1989; BLUMENTHAL et al, 1998;
FUKUHARA, 1995]. Além disso, o cérebro de pacientes com MERRF pode
apresentar expressdo diminuida de subunidades da cadeia respiratoria,
especialmente em sua regido cortical [SPARACO et al, 1995]. Como discutido
anteriormente, essa disfuncdo mitocondrial que ocorre no cértex cerebral
poderia justificar uma perda de inibigdo intracortical (hiperexcitabilidade)
suficiente para permitir manifestagdes como mioclonia e crises epilepticas,
bem como as alteragdes cognitivas encontradas nesses pacientes.

As alteragdes cognitivas de pacientes com MERRF geralmente sao de
grau leve e longa evolucdo, diferente de pacientes com outras doencgas
mitocondriais, como MELAS, que apresentam maior alteragdo cognitiva

[BERKOVIC et al, 1989; DIMAURO et al, 2002; ZEVIANI et al, 1991].



27

A proporcdo de DNAmt mutante nos diferentes tecidos acometidos
parece ser semelhante em pacientes com MERREF, variando de 50% até 99%
quando associado a mutacdes do tRNAM® tanto em tecidos clinicamente
afetados quanto nos n&o afetados, sugerindo que as manifestagdes clinicas
nao podem ser explicadas somente pela variagcdo de distribuicdo do DNAmt
mutante em diferentes tecidos, mas também outros fatores devem estar
envolvidos nesse processo [BOULET et al, 1992; HAMMANS et al, 1993; LARSSON et
al, 1995; OZAWA et al, 1997; TANNO et al, 1993; VIRGILIO et al, 2009]. Isso permite que
o DNAmt usado para o estudo molecular de pacientes com MERRF possa
ser extraido de leucécitos do sangue periférico, encontrando resultados
semelhantes aqueles com DNAmt extraido de musculo, tornando mais facil a
identificacdo desses pacientes. Mesmo assim, existem tecidos de pacientes
com MERRF em que o grau de heteroplasmia é diferente, como nos lipomas,
onde a heteroplasmia mutante costuma ser maior do que nos leucdécitos de
sangue periférico, no musculo ou no tecido adiposo subcutdneo [HOME et al,
1993; LARSSON et al, 1995; TRAFF et al, 1995; VILA et al, 2000]. Ainda, embora nao
exista essa diferenga na quantidade de DNAmt mutante entre os diversos
tecidos, em pacientes com MERRF foi encontrada correlagdo entre a
quantidade de DNAmt mutante e a gravidade da doenga, ou seja, pacientes
com DNAmt mutante em grande quantidade (mais de 90%) apresentam
maior acometimento enquanto os com pequena quantidade (menos de 60%)
apresentam menor envolvimento [HAMMANS et al, 1993; VIRGILIO et al, 2009].

Como mencionado anteriormente, MERRF envolve preferencialmente
o nucleo olivar inferior, o nucleo denteado cerebelar, o nucleo rubro e a

ponte, assim como a substancia cinzenta costuma apresentar mais alteracao
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do que a substancia branca [BERKOVIC et al, 1989; DIMAURO et al, 1999;
FUKUHARA, 1995]. Os estudos radioldgicos convencionais de cranio, como
tomografia computadorizada ou imagem por ressonancia magnética (IRM),
tem confirmado que a substéncia cinzenta esta precocemente alterada em
pacientes com MERRF, enquanto que alteragdo na substancia branca
também pode ser vista, porém na fase tardia da doenca e nunca de forma
isolada [BARKOVICH et al, 1993; DIMAURO et al, 1999]. A atrofia cerebral, cerebelar
e de tronco cerebral ocorre como consequéncia da progressiva perda
neuronal [DIMAURO et al, 2002; ITO et al, 2008; ORCESI et al, 2006]. Dessa forma,
espera-se encontrar nos pacientes com MERRF freqlientemente atrofia
cortical, predominando em cérebro e cerebelo, e discretas alteragbes em
nucleo olivar inferior, nucleo denteado cerebelar, nucleo rubro e a ponte.

O envolvimento cardiaco pode ocorrer em pacientes com MERREF,
sendo as principais alteragdes relacionadas com fendbmeno de pré-excitacao,
bloqueio  atrioventricular, arritmias e  miocardiopatia  hipertrofica
(especialmente a hipertrofia ventricular esquerda) que progride ao longo dos
anos para miocardiopatia dilatada [DiIMAURO et al, 2002; OZAWA et al, 1995; WAHBI
et al, 2010]. As alteracbes cardiacas nao sdo as principais manifestagdes
clinicas da doenga, embora a presenca de miocardiopatia, com disfuncao
ventricular esquerda, foi associada com maior mortalidade devido a
insuficiéncia cardiaca [DIMAURO et al, 2002; OZAWA et al, 1995; WAHBI et al, 2010]. A
presenca da mutacdo G8363A foi associada com a presengca de
miocardiopatia em pacientes com MERRF [OZAWA et al, 1997; SANTORELLI et al,

1996; VIRGILIO et al, 2009].
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A perda auditiva, ou surdez, é uma caracteristica bem reconhecida das
doencas que acometem o DNAmt. Assim, pacientes com mutagdo de ponto
como A1555G ou A3243G estdo mais suscetiveis a perda auditiva, sendo
sua gravidade relacionada com a porcentagem do DNAmt mutante no tecido

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

et al, 1998a]. A formacado das células ciliadas e da estria vascular da céclea
também sdo pos-mitdticas, 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 disfungédo causada pela
mutagdo do DNAmt [CHINNERY et al, 2000; KARKOS et al, 2004; SUE et al, 1998a].
Como nas demais doengas mitocondriais, ndo existe um tratamento
especifico para MERRF [DIMAURO et al, 2002; SHAHWAN et al, 2005]. No entanto,
o tratamento sintomatico inclui o uso de medicacdo anti-epiléptica para
controle da mioclonia e da epilepsia [DIMAURO et al, 2002; SHAHWAN et al, 2005].
A mioclonia frequentemente é refrataria ao tratamento convencional, mas
clonazepam e zonisamida podem ser usados nesses pacientes [DIMAURO et al,
2002]. Embora o acido valpréico seja considerado uma das medicagdes de
primeira escolha na epilepsia mioclénica progressiva, o tratamento de
pacientes com MERRF & geralmente empirico [SHAHWAN et al, 2005]. Contudo,

importante lembrar que o acido valproico provoca inibicdo da captacdo de
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carnitina e deve ser utilizado com cuidado ao tratar pacientes com MERREF,
para evitar o agravamento da sua disfungdo mitocondrial, e sempre que
possivel combinado com suplementacdo de L-carnitina [DIMAURO et al, 2002;

SHAHWAN et al, 2005].

2.3.4 Genética mitocondrial

Em 1990, SHOFFNER et al e YONEDA et al, descreveram uma
mutacdo de ponto do DNAmt afetando o gene que codifica o RNA
transportador de lisina (tRNA"®) na posicdo 8344 pela troca do nucleotideo A
por G (A8344G) no musculo de pacientes com MERRF. O gene mitocondrial
tRNA™®, também conhecido como MT-TK ou TRNK, esta localizado entre os
nucleotideos 8295 e 8364 do DNAmt, sendo responsavel pela decodificagcao
dos codons AAR (R = A ou G) [YASUKAWA et al, 2005]. A mutagdo A8344G
pode causar a terminagao prematura da traducdo do cdédon da lisina, de
forma mais acentuada do que outras mutagdes no mesmo gene, causando
uma deficiéncia na capacidade de aminoacilagdo do tRNA"® [ENRIQUEZ et al,
1995]. Embora alguns estudos demonstrem que a capacidade de
aminoacilacdo do tRNA"® de pacientes com MERRF pela mutagdo A8344G
nao esteja tdo alterada quanto a de pacientes com MELAS pela mutacéo
A3243G do tRNAUUUR) [BORNER et al, 2000]. Isso poderia levar a redugdo do
nivel funcional de tRNA™® que participa do processo de sintese de proteina
mitocondrial [ENRIQUEZ et al, 1995]. ApOs essa primeira descricdo outros
estudos demonstraram que a mutagdo A8344G era responsavel pela maioria

dos casos de MERRF [BERKOVIC et al, 1991; HAMMANS et al, 1991].
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Nos anos seguintes a descoberta da mutagdo A8344G, trés outras
mutacdes de ponto também foram encontradas em pacientes com MERRF
no gene do tRNA"™® do DNAmt: a substituicio do nucleotideo T por C na
posicdo 8356 (T8356C), a substituigdo do nucleotideo G por A na posicéo
8361 (G8361A) e a substituicdo do nucleotideo G por A na posi¢cdo 8363
(G8363A) [ROSSMANITH et al, 2003; SANTORELLI et al, 1996; SILVESTRI et al, 1992].
Contudo, outros estudos continuaram demonstrando que a mutagao A8344G

ainda era responsavel pela maioria dos casos de MERRF [BERKOVIC et al,
1991; DIMAURO et al, 2002; HAMMANS et al, 1991; HIRANO & DiIMAURO, 1996; OZAWA et

al, 1997; SEIBEL et al, 1991; SHIH et al, 1991; TANNO et al, 1991; ZEVIANI et al, 1991].

A mutacao de ponto T8356C foi encontrada em pacientes com MERRF
que também apresentavam episédios semelhantes a acidente vascular
cerebral isquémico, sugerindo uma sobreposicdo entre as doencgas
mitocondriais MERRF e MELAS [SILVESTRI et al, 1992; ZEVIANI et al, 1993]. A
mutacado de ponto A8361G foi descrita associada com surdez e deméncia
[ROSSMANITH et al, 2003]. A mutacdo de ponto G8363A parece estar
relacionada com a presenga de miocardiopatia e surdez em pacientes com
MERRF bem como em alguns casos com sobreposicdo com a sindrome de
Leigh [OZAWA et al, 1997; SANTORELLI et al, 1996; SHTILBANS et al, 2000; VIRGILIO et
al, 2009].

Mutagdes em outros genes do DNAmt foram raramente associadas
com MERRF [BLAKELY et al, 2009; CRIMMINS et al, 1993; HAHN et al, 2011;
HERRERO-MATIN et al, 2010; MANCUSO et al, 2004; MARTIN-JIMENEZ et al, 2012;
MELONE et al, 2004; NAINI et al, 2005; NAKAMURA et al, 1995; SILVESTRI et al, 1992].

Em raros casos, a mutacdo de ponto pela substituicdo do nucleotideo A por

G na posicdo 3243 (A3243G) no gene MT-TL1 que codifica o RNA
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transportador de leucina (UUR) (tRNA"'UUR) ' que é a mutacdo mais
frequente em pacientes com MELAS, foi descrita causando manifestagao
clinica tipica de MERRF, bem como em pacientes com MERRF que também
apresentavam episédios semelhantes a acidente vascular cerebral isquémico
[BRACKMANN et al, 2012; CRIMMIMS et al, 1993; FABRIZI et al, 1996; FOLGERO et al,
1995]. Outras mutagdes de ponto também foram descritas causando MERRF
associado a MELAS, sugerindo mais uma vez uma sobreposi¢cdo entre as
doengas mitocondriais MERRF e MELAS [HERRERO-MARTINS et al, 2010;
MELONE et al, 2004; NAINI et al, 2005; NAKAMURA et al, 1995; SILVESTRI et al, 1992].
No decorrer dos anos, poucas mutacdes de ponto no DNAmt foram
encontradas em pacientes com MERRF sendo geralmente no gene do
tRNA™® do DNAmt ou associadas com sobreposi¢do com outras doengas
mitocondriais (Tabela 2). Dessa forma, estima-se que a mutagcdo A8344G
permanece responsavel por mais de 80% dos pacientes com MERRF, as
mutacdes T8356C, G8361A e G8363A por aproximadamente 10% e as
demais mutacdes por menos de 5% dos casos, porém até 10% dos pacientes

com MERRF ainda persistem sem identificagdo de mutagcdo no DNAmt
[BRACKMANN et al, 2012; DIMAURO & HIRANO, 2009; FUKUHARA, 1995; HAMMANS et

al, 1991; SHOFFNER & WALLACE, 1992].

A presenca de mutagao por rearranjo do tipo delegdo no DNAmt foi
raramente descrita associada com fenétipo de MERRF [BLUMENTHAL et al,
1998]. Da mesma forma, a presenca de mutacdo missense recessiva do DNA
nuclear (DNAn) no gene da polimerase gama (POLG), a polimerase
envolvida na replicagdo do DNAmt, foi descrita em homozigose somente em

um paciente com fenétipo de MERRF associado a neuropatia sensitiva [VAN

GOETHEM et al, 2003].
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A avaliagao clinica e laboratorial tem encontrado familiares acometidos
de forma incompleta para MERRF, geralmente com padrdo de heranga
materna, e o estudo genético tem mostrado que mesmo familiares maternos
clinicamente assintomaticos, mas com mutacao A8344G, também podem ter
disfungcdo mitocondrial com presenca de RRF na bidépsia muscular [BORNER et
al, 2000; KAZACOS et al, 2012; ZEVIANI et al, 1991]. Dessa forma, a mutacao
A8344G parece ser especifica para os pacientes com MERRF, uma vez que
foi raramente descrita em outras doencas mitocondriais sem a presenca de
epilepsia ou mioclonia [KAZACOS et al, 2012; ZEVIANI et al, 1991]. Ainda, pacientes
com MERRF concomitante com outras doengas mitocondriais como MELAS,
sindrome de Leigh, sindrome de Kearns-Sayre, NARP, neuropatia, surdez e
retinopatia pigmentar tem sido relatados associados a outras mutagdes do

DNAmt diferentes da A8344G [BLAKELY et al, 2009; CRIMMINS et al, 1993;

EMMANUELE et al, 2011; HERRERO-MARTINS et al, 2010; MARTIN-JIMENEZ et al, 2012;
MELONE et al, 2004; NAINI et al, 2005; NAKAMURA et al, 1995; NISHIGAKI et al, 2003;

ROSSMANITH et al, 2003; SANTORELLI et al, 1996; SILVESTRI et al, 1992; VAN

GOETHEM et al, 2003]. Esses dados contribuem para afirmar que embora as
doencas mitocondriais causadas por mutagcao de ponto do DNAmt possuem
fendtipo heterogéneo, no caso das causadas pela mutagdo de ponto A8344G

o fendtipo geralmente resulta em MERRF.
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Tabela 2. Mutagbes associadas com fenétipo de MERRF.

Mutacao Gene Referéncia

do DNAmt tipo ponto:

nt-611 (G>A) tRNA-Phe Mancuso et al. (2004)
nt-3243 (A>G) tRNA-Leu(UUR) Crimmins et al. (1993)°
nt-3255 (G>A) tRNA-Leu(UUR) Nishigaki et al. (2003)’
nt-3291 (T>C) tRNA-Leu(UUR) Emmanuele et al. (2011)’
nt-4284 (G>A) tRNA-Ile Hahn et al. (2011)
nt-5521 (G>A) tRNA-Trp Herrero-Martin et al. (2010)°
nt-7512 (T>C) tRNA-Ser(UCN) Nakamura et al. (1995)°
nt-8344 (A>G) tRNA-Lys Shoffner et al. (1990)
Yoneda et al. (1990)
nt-8356 (T>C) tRNA-Lys Silvestri et al. (1992)°
nt-8361 (G>A) tRNA-Lys Rossmanith et al. (2003)°
nt-8363 (G>A) tRNA-Lys Santorelli et al. (1996)*
nt-12147 (G>A) tRNA-His Melone et al. (2004)°
nt-12300 (G>A tRNA-Leu(CUN) Martin-Jiménez et al, (2012)?
nt-13042 (A>T) ND5 Naini et al. (2005)°
nt-15967 (G>A) tRNA-Pro Blakely et al. (2009)°

do DNAmt tipo rearranjo:

delegcdo multipla - Blumenthal et al. (1998)’
do DNAnN tipo missense:

delecdo multipla POLG Van Goethem et al. (2003)’

Fenétipo de MERRF concomitante com: ': neuropatia sensitiva; >: NARP; *:

5

MELAS; * sindrome de Leigh, miocardiopatia e surdez; ° surdez e

retinopatia; °: surdez e deméncia; ’: sindrome de Kearns-Sayre.

2.3.5 Alteragoes laboratoriais e bioquimicas

O nivel do acido latico no sangue e no liquido cefalorraquiano (LCR)
esta elevado ao repouso e pode aumentar moderadamente apos os esforgos
fisicos em pacientes com MERFF [DiIMAURO et al, 2002; OZAWA et al, 1995]. O
nivel sérico elevado de acido latico pode ser encontrado em familiares
assintomaticos de pacientes com MERRF [ZEVIANI et al, 1991]. O nivel do acido

latico cerebral, medido pela espectroscopia, costuma estar aumentado na
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maioria dos pacientes com MERRF, e em seus familiares, porém em niveis
menores do que encontrado em pacientes com MELAS [DIMAURO et al, 2002].
Outros exames podem ser usados na investigacdo, como dosagens de
creatina quinase (CK), porém seus resultados s&o inespecificos para
MERREF, auxiliando principalmente no seu diagnéstico 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 auxiliando a demonstrar o acometimento
muscular nesses pacientes [GOTO et al, 1992; FINSTERER, 2009]. O nivel de
proteina no LCR pode estar elevado, mas geralmente n&o ultrapassa 100
mg/dl [DIMAURO et al, 2002].

Os estudos bioquimicos mostram que diversos complexos podem
estar deficientes de forma isolada ou combinada, mas os complexos | e IV
parecem ser 0os mais envolvidos da cadeia respiratoria em pacientes com
MERRF, geralmente associado com alteragbes de outros complexos da

cadeia respiratéria, enquanto que o complexo Il parece ser o menos afetado.
[BERKOVIC et al, 1989; BINDOFF et al, 1991; BOULET et al, 1992; COQUET et al, 1993;

OZAWA et al, 1995; SHOFFNER et al, 1990; WALLACE et al, 1988b]. A quantidade de
fibras musculares com atividade deficiente da COX na bidpsia muscular de
pacientes com MERRF também sugerem que o complexo IV da cadeia
respiratoria pode ser um dos mais envolvidos nesses pacientes [BOURGEOIS &
TARNOPOLSKY, 2004; MANCUSO et al, 2007; PAEPE et al, 2009]. Isso pode ser
observado também pelo fato de pacientes com MERRF, que possuem a
mutacdo de ponto A8344G apresentarem frequéncia elevada de fibras

musculares, RRF e ndo RRF, com deficiéncia de atividade da COX na
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biépsia muscular, em contraste aos pacientes com MELAS, com a mutacao
de ponto A3243G, que apresentam grande incidéncia de fibras RRF com
reacao histoquimica normal para COX [BOULET et al, 1992; BOURGEOIS &
TARNOPOLSKY, 2004; LORENZONI et al, 2009]. O complexo |l parece ser o0 menos
acometido em pacientes com MERREF, possivelmente por ser codificado pelo
DNAnN. A dosagem bioquimica dos complexos da cadeia respiratéria pode

estar normal em alguns casos [BERKOVIC et al, 1989; OZAWA et al, 1995].

2.3.6 Alteragoes eletrofisiolégicas

O EEG de pacientes com MERRF usualmente apresenta variagdo no
grau de alentecimento da atividade de fundo e atividade epileptiforme

generalizada que pode aumentar com o estimulo fético intermitente
[CANAFOGLIA et al, 2001; OZAWA et al, 1995; SHAHWAN et al, 2005; SINHA et al, 2007;

SO et al, 1989]. Epilepsia pode ser observada em outras doengas mitocondriais,
e consequentemente, pacientes com outras doengas mitocondriais podem
apresentar alteracbées no EEG semelhantes ao dos pacientes com MERRF
[CANAFOGLIA et al, 2001]. Contudo, pacientes com MERRF tem menos sinais
focais ao EEG do que ocorre em MELAS ou na sindrome de Leigh
[CANAFOGLIA et al, 2001; SO et al, 1989]. Por outro lado, o EEG revela
anormalidades nos pacientes com MERRF muito semelhantes aquelas
encontradas em outras epilepsias mioclénicas progressivas [SHAHWAN et al,
2005; SINHA et al, 2007; SO et al, 1989]. Também, resposta foto sensitiva ao EEG
pode ser observada tanto em pacientes com MERRF quanto em pacientes

com outras miopatias mitocondriais, como MELAS ou sindrome de Leigh, e



37

com as sobreposicao dessas doengas [CANAFOGLIA et al, 2001; SINHA et al, 2007].
A resposta foto sensitiva foi ocasionalmente descrita desencadeando crise
epiléptica em pacientes com MERRF [SO et al, 1989]. MERRF deve ser
considerada no diagnodstico diferencial das epilepsias mioclonicas
progressivas, incluindo a doenga de Lafora, neurolipofuscinose, atrofia
dentato-rubro-palido-luisiana e doenca de Unverricht-Lundborg [SHAHWAN et
al, 2005; SINHA et al, 2007; SO et al, 1989].

A eletromiografia de agulha nos pacientes com MERRF é consistente
com processo miopatico e o estudo da conducido nervosa pode demonstrar
alteracbes compativeis com neuropatia, podendo coexistir miopatia e
neuropatia em alguns dos pacientes. A presenga de alteragbes na fibra
muscular na eletromiografia de agulha pode ocorrer em cerca de 50% dos
pacientes com MERRF [0ZAWA et al, 1995]. O tipo de alteracdo na
eletromiografia de agulha pode variar dependendo do momento em que o
exame € realizado e da gravidade da doenga, sendo possivel encontrar
nesses pacientes um musculo miopatico, desenervado ou misto (miopatico e
desenervado) [OZAWA et al, 1995]. Nos casos com neuropatia, o padréao
encontrado na maioria dos pacientes € de neuropatia axonal sensitiva e

motora [DIMAURO et al, 2002; SINHA et al, 2007; SO et al, 1989].

2.3.7 Alteragoes morfoldgicas

Inicialmente a bidpsia muscular pode demonstrar apenas fibras

musculares com acumulo de mitocOndrias subsarcolemais sem formar as

tipicas RRF, porém praticamente todos os pacientes com MERRF
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apresentam RRF no decorrer da evolugdo, sendo que sua frequéncia
costuma ser maior na reagao histoquimica para SDH do que na coloracao
pelo TGM, semelhante ao que ocorre em outras doencas mitocondriais
[BOURGEOIS & TARNOPOLSKY, 2004; GOTO, 1995; GOTO et al, 1992]. A auséncia de
RRF pode raramente ser observada na bidpsia muscular de pacientes com
MERRF [BERKOVIC et al, 1989; FUKUHARA, 1995; MANCUSO et al, 2007; OZAWA et al,
1997]. O grau de heteroplasmia (proporcdo de DNAmt normal e mutante em
cada tecido) também & um fator importante influenciando a variabilidade dos
achados da bidpsia muscular [DZAWA et al, 1995; OZAWA et al, 1997].

Entretanto, as duas alteragbes morfolégicas na bidpsia muscular que
ajudam a distinguir MERRF das demais doengas mitocondriais sdo: (1) a
grande propor¢ao de fibras musculares (RRF e ndo RRF) que tem atividade
deficiente da COX; e (2) a presenga de vasos com reagdo aumentada para
SDH e deficiéncia da COX [BOURGEOIS & TARNOPOLSKY, 2004; MANCUSO et al,
2007; PAEPE et al, 2009]. A analise quantitativa mostra que 80 a 90% das fibras
musculares tém maior quantidade de DNAmt (normal e mutante), sendo que
a propor¢cao de DNAmt mutante € extremamente elevada em RRF quando
comparadas com as demais fibras que ndo formam RRF [MITA et al, 1998;
NISHIGAKI et al, 2003; OZAWA et al, 1995; OZAWA et al, 1997]. 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 MERRF, semelhante ao que ocorre
em outras doengas mitocondriais, como a MELAS e PEO [MATSUOKA et al,
1991]. Dessa forma, podem ocorrer numa mesma fibra muscular por¢gées COX

positivas e COX negativas sem limites bem demarcados entre essas
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diferentes por¢cdes [MATSUOKA et al, 1991; MORAES et al, 1992; PETRUZZELLA et al,
1994]. Os estudos dessas fibras musculares mostraram que possivelmente a
propor¢cdo de DNAmt normal e mutante nessas regides influenciaria a
deficiéncia funcional do complexo IV, mesmo em pacientes com mutagdes
sem envolvimento dos genes codificadores das subunidades COX, como por
exemplo, os com a mutacdo A8344G ou G8363A [OZAWA et al, 1997]. Como
mencionado anteriormente, a presenca de fibras COX- nos pacientes com
MERRF é maior do que a encontrada em outras doengas mitocondriais, como
MELAS, demonstrando que as diferentes mutacbes do DNAmt podem

influenciar nos achados histolégicos das diferentes doengas mitocondriais
[BOURGEOIS & TARNOPOLSKY, 2004; GOTO, 1995; GOTO et al, 1992; LORENZONI et al,

2009; MANCUSO et al, 2007; PAEPE et al, 2009].

Os estudos por microscopia eletrdbnica mostram que a presenca de
alteracbes na mitocéndria em outros tecidos, principalmente no cérebro e
cerebelo, também podem ocorrer em pacientes com MERRF [FUKUHARA,
1995].

A presencga de vasos na biopsia muscular, usualmente arteriolas, com
reacdo aumentada para SDH (SDH+) € um achado frequente em pacientes
com MELAS ou MERRF, mas raramente encontrado em pacientes com PEO
[GOTO, 1995; GOTO et al, 1992; HASEGAWA et al, 1991; HASEGAWA et al, 1993]. Na
microscopia eletrénica foi observado que esses vasos contém mitocéndrias
aumentadas em numero e tamanho, sendo compativel com doencga
mitocondrial [COQUET et al, 1993]. Os vasos SDH+ encontrados em pacientes
com MERRF também apresentam deficiéncia de COX, diferente do que

ocorre em MELAS, sugerindo que nesses pacientes a deficiéncia de COX
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tem maior relevancia na fisiopatologia da doenga [COQUET et al, 1993;
HASEGAWA et al, 1993]. A presenca de vasos com rea¢cao aumentada para SDH
também foi descrita em pacientes com manifestacdo tipica de MERRF
associada com a mutagao mais frequente de MELAS, A3243G, indicando que
a presenca dessa alteragdo histoldégica pode sugerir sobreposicdo dessas
doencas [FABRIZI et al, 1996].

Esse tipo de envolvimento vascular em pacientes com MERRF ainda
nao tem seu significado patogénico totalmente conhecido, contudo, alguns
investigadores ainda acreditam que essa alteracdo nos vasos sanguineos
pode indicar que MERRF também tem uma angiopatia sistémica envolvida
em sua fisiopatologia [COQUET et al, 1993]. Outra importancia dessa alteragao,
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 reagcdo aumentada desses vasos na SDH
[GOTO, 1995; GOTO et al, 1992]. Embora essa mesma importancia ainda nao
tenha sido estabelecida em pacientes com MERREF, ja existe descrigao de
paciente com MERRF, pela mutagcdo G8363A, com bidpsia muscular
apresentando vasos com reagdo aumentada para SDH na auséncia de RRF
[OZAWA et al, 1997].

Dessa forma, a biopsia muscular de pacientes com MERRF,
especialmente aqueles com a mutacdo A8344G, costuma ter vasos com
reacdo aumentada para SDH e deficiéncia da COX, bem como fibras
musculares RRF e ndo RRF com atividade deficiente da COX [BOURGEOIS &

TARNOPOLSKY, 2004; HASEGAWA et al, 1993].
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo € conhecer as caracteristicas apresentadas
por pacientes com MERRF, acompanhados pelo Hospital de Clinicas da

Universidade Federal do Parana, para:

3.1 Caracterizar as manifestagdes clinicas, laboratoriais, eletrofisiologicas

e morfoldgicas; e

3.2 Determinar a frequéncia das mutagdes do gene tRNA™® do DNAmt.
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4 MATERIAL E METODOS

No periodo de janeiro de 2001 até janeiro de 2011, foram realizadas
1282 bidpsias musculares para investigagao diagndstica de diversas doengas
no Servico de Doengcas Neuromusculares do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana.

A analise retrospectiva do banco de dados encontrou os pacientes
com diagnostico de MERRF, de acordo com os seguintes critérios
diagndsticos obrigatorios para inclusdo dos pacientes no estudo [FUKUHARA et
al, 1980; FUKUHARA, 1995; HIRANO & DIMAURO, 1996]: (1) mioclonia; (2) epilepsia
generalizada; e (3) evidéncia de disfungdo mitocondrial caracterizada pela
presengca de qualquer quantidade de fibras vermelhas rasgadas (RRF) na
biépsia muscular.

Do total dos pacientes analisados, a suspeita diagnostica de MERRF
foi feita em 10 pacientes por estes critérios, mas 4 pacientes foram excluidos
deste estudo por apresentarem falta de evidéncia morfoldgica de disfungéo
mitocondrial na bidpsia muscular.

Nos seis pacientes que possuiam todos os critérios de inclusao foram
pesquisados os dados relacionados com: avaliagdo clinica, exame
laboratorial, exame de eletroneuromiografia, eletrocardiograma,
eletroencefalograma, estudo neurorradioldgico, bidopsia muscular e estudo

molecular do DNAmt.
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41 AVALIAGAO CLINICA

Os dados clinicos como idade, sexo, manifestagcdes clinicas,
tratamento antiepiléptico e historia familiar foram coletados com base no
prontuario médico de cada paciente durante seu internamento para realizar
bidpsia muscular. O tempo de progressdo da doenga foi considerado como o
intervalo entre o inicio da mioclonia ou epilepsia e o diagnostico pela
alteracdo histoquimica da bidépsia muscular, sendo obtido pelo prontuario
meédico de cada paciente durante seu acompanhamento ambulatorial ou
internamento para investigacdo diagnodstica. A resposta ao tratamento
antiepiléptico foi classificada como presente, ausente ou parcial baseada na

melhora objetiva da mioclonia e epilepsia durante o tratamento.

4.2 EXAME LABORATORIAL

O nivel sérico da enzima muscular CK foi considerado normal quando
o resultado variou entre 29 e 129 U/L, sendo elevado quando o valor estava
acima ou igual a 130 U/L.

O nivel sérico do acido latico foi considerado normal com resultados de
até 22 mg/dl|, sendo considerado aumentado quando o valor estava acima ou
igual a 22,1 mg/dl.

O nivel de proteina no LCR foi classificado como normal quando

encontrado até 45 mg/dl ou elevado quando acima de 45,1 mg/dl.
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43 ELETROCARDIOGRAMA

As alteragbes eletrocardiograficas foram analisadas e descritas
conforme procedimento de rotina utilizado pelo Servico de Cardiologia do

Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana [MARQUETTI, 2013].

44 ELETRONEUROMIOGRAFIA

Os estudos de conducdo nervosa foram analisados conforme
procedimentos de rotina do Servigco de Eletroneuromiografia do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana [DUMITRO et al, 2002a; WERNECK,
1991; WERNECK & LIMA, 1988].

O exame de eletromiografia de agulha foi realizado com agulha
concéntrica utilizando as técnicas previamente descritas na literatura
[DUMITRO et al, 2002b], de uso rotineiro no Servigo de Eletroneuromiografia do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana [WERNECK, 1991;
WERNECK & LIMA, 1988], sendo classificado como: normal, miopatico,

desenervado ou misto (miopatico e desenervado).

4.5 ELETROENCEFALOGRAMA

O exame de EEG foi realizado no sistema de montagem 10-20,
conforme as técnicas de rotina utilizadas pelo Servigo de Eletroencefalografia
do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, sendo descritas

a presenca de alteragdes no EEG interictal relacionadas com: atividade de
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fundo (normal ou lenta), descargas epileptiformes (ausente, parcial ou
generalizada) e resposta a fotoestimulagao intermitente (fotossensivel ou ndo

fotossensivel).

4.6 ESTUDO NEURORRADIOLOGICO

A presenca de alteracbes foi observada a partir dos exames de
tomografia computadorizada ou imagem por ressonancia magnética (IRM) de

cranio realizadas pelos pacientes durante sua investigagédo diagndstica.

4.7 BIOPSIA MUSCULAR

Os fragmentos musculares provenientes de bidpsia do musculo biceps
braquial ou vasto lateral foram congelados em nitrogénio liquido e
submetidos a cortes seriados de oito a dez micra de espessura realizados no
criostato a -25 °C. As técnicas rotineiras de coloracdo e histoquimica
descritas na literatura [DUBOWITZ, 1985] utilizadas no Laboratorio de
Histoquimica do Servigo de Doencas Neuromusculares do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana [WERNECK, 1981] foram: (1)
coloragbes: hematoxilina e eosina (HE), tricromo de Gomori modificado
(TGM), oil red O, acido periddico de Shiff (PAS), cresil violeta e sirius red; e
(2) reagdes histoquimicas: adenosinatrifosfatase (ATPase) pré-incubada em
diferentes pHs (9,4; 4,6 e 4,3), desidrogenase tetrazolium redutase (NADH),
esterase, miofosforilase, fosfatase acida, fosfatase alcalina, desidrogenase

succinica (SDH), citocromo c oxidase (COX) e adenilato deaminase.
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A analise morfolégica e histoquimica do material foi feita em
microscopio optico marca Olympus (modelo BH2). As alteragdes relacionadas
com disfungao mitocondrial foram analisadas qualitativamente buscando pela
presenca de: (1) “ragged red fibers” na coloragao pelo TGM, denominadas de
fibras vermelhas rasgadas (RRF); (2) fibras fortemente coradas na reagao
para SDH, denominadas de fibras granulares (SDH+); e (3) fibras n&o
coradas pela reagdo da COX, denominadas de fibras COX negativas (COX-).
A fibra muscular alterada em uma dessas trés coloragdes foi analisada nas
outras duas, para se estabelecer a correspondéncia entre a alteracéo
morfolégica e histoquimica, bem como, as fibras ndo coradas pela COX
foram comparadas com a reagdo para ATPases para diferenciar sua
deficiéncia com a dificuldade de coloragcdo das fibras do tipo 2B por esta
reacdo. Também, na anadlise qualitativa da biopsia muscular foram
pesquisadas alteragdes relacionadas com proliferacdo mitocondrial em vasos
(arteriolas intramusculares) sendo classificadas conforme reagdo para SDH
em: (1) coloragao normal; e (2) coloragao forte (SDH+).

A analise morfolégica quantitativa foi realizada pela contagem de
aproximadamente 500 a 1000 fibras musculares de cada espécime, em
campos diferentes, com objetiva de pequeno aumento (10X), a fim de
determinar a frequéncia de fibras com acumulo de mitocéndrias formando
RRF nas coloragdes pelo TGM e SDH, e com deficiéncia de COX (COX-). Da
mesma forma, a analise morfolégica quantitativa dos vasos foi realizada pela
contagem de todos os vasos presentes em cada espécime, comparando as
coloragdes pelo HE, TGM e SDH com objetiva de pequeno aumento (10X), a

fim de determinar a frequéncia de vasos normais e SDH+.
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A descricao detalhada das solugdes utilizadas no preparo da coloragao
pelo TGM; das reacdes histoquimicas pela SDH e pela COX pode ser
encontrada na lista das técnicas rotineiras de coloragdo e histoquimica do
Servico de Doencas Neuromusculares do Hospital de Clinicas da

Universidade Federal do Parana (Apéndice).

48 ESTUDO MOLECULAR DO DNA MITOCONDRIAL

A analise molecular do DNAmt foi realizada a partir de musculo por
uma combinacgédo de técnicas (PCR/RFLP e sequenciamento direto) para a
pesquisa das mutacdes descritas na literatura como freqlentes, bem como,
para novas mutagdes no gene tRNA"® do DNAmt em pacientes com MERRF.

A descrigao detalhada das férmulas e do preparo do material utilizado
nas reacgdes foi listada conforme a rotina do Laboratorio de Biologia Molecular
do Servico de Doencas Neuromusculares do Hospital de Clinicas da

Universidade Federal do Parana (Apéndice).

4.8.1 Extracao do DNAmt de amostras de musculo

A extracdo de DNA de musculo foi realizada com base na técnica por
Fenol — Cloroférmio [SAMBROOK et al, 1989], com modificagdes em algumas
etapas conforme descrito a seguir: O fragmento de musculo congelado foi
adicionado com 0,5 ml de solugdo lise de eritrocitos 10X (SLE 10X),
amassando o fragmento do musculo com pestel para homogeneizagéao,

sendo centrifugado a 10000 rpm durante 5 minutos com posterior descarte do
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sobrenadante. Esta etapa foi repetida por mais duas vezes. Ao precipitado
adicionou-se 0,1 ml de proteinase K (5mg/ml), 0,15 ml de agua miliq e 0,1 ml
de sddio dodecil sulfato 10% (SDS). Apos misturar por inversdo, os tubos
foram incubados em banho-maria de 55 °C por 16 horas no minimo.
Decorrido o tempo, a fase aquosa (superior) foi retirada sendo adicionada
com 0,2 ml de fenol saturado (pH 7,6), 0,2 ml de cloroférmio e 0,1 ml de
alcool isoamilico. Novamente as amostras foram homogeneizadas e
centrifugadas (10000 rpm por 10 minutos). A fase aquosa foi retirada para ser
adicionada com 0,5 ml de SEVAG. Apés homogeneizagédo as amostras foram
centrifugadas (10000 rpm por 10 minutos). O sobrenadante foi despejado
sobre 0,5 ml de etanol absoluto gelado e 0,05 ml de acetato de sodio 3M
sendo os tubos invertidos por varias vezes até precipitar o DNA. Os tubos
foram armazenados em baixa temperatura (-20 °C). Apés 60 minutos, os
tubos foram centrifugados (10000 rpm por 15 minutos) e desprezou-se o
sobrenadante. Ao precipitado adicionou-se 0,3 ml de etanol 70% gelado,
seguidos por homogeneizagédo e centrifugagdo (10000 rpm por 5 minutos),
sendo o sobrenadante desprezado. Apds secar o DNA, adicionou-se de 0,05
de Solucdo de Tris-EDTA (TE) permanecendo em estufa de 37 °C por 12
horas no minimo. No final, foram adicionados 0,05 ml de TE no precipitado de
DNA para estocagem a -20 °C.

A técnica de extragcdo de DNAmt de musculo por Fenol — Cloroférmio
[SAMBROOK, 1989] modificada, mostrou-se adequada para essa amostra,

com as quantidades de DNA total obtidas descritas na tabela 11 (Apéndice).
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4.8.2 ldentificagdo das mutagées no DNAmt

A pesquisa das mutagdes de ponto A8344G e A3243G do DNAmt
foram realizadas por PCR/RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism
— polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricdo), enquanto, na
auséncia da mutagado A8344G foi realizado o sequenciamento para pesquisa

de outras mutacdes no gene tRNA"® do DNAmt.

4.8.2.1 Estudo molecular da mutagao na posi¢cao 8344 do DNAmt

Na pesquisa da mutagdo A8344G (troca da base adenina pela guanina

no nucleotideo 8344 no gene tRNA™S do DNAmt), a amplificagdo do

fragmento foi realizada para uma solugdo final de 25 ul com: 50pmol do

oligonucleotideos 8344-S (nt 8273-8305: 5 -
CCCCTCTACCCCCTCTAGAGCCCACTGTAAAGC - 3), 50pmol do
oligonucleotideo 8344-AS (nt 8372-8345): 5 -

GGGGCATTTCACTGTAAAGAGGTGTGGG - 3’), 200 uM de cada dNTP
(A, T,C,G), 2,5 uL de solugao tampéao 1X (500 mM KCI + 200 mM Tris-HCI pH
8,4), 2,0 mM de MgCI2 e 2,5 ui de Tag DNA Polimerase (Invitrogen). O
oligonucleotideo 8344-AS apresenta uma troca de base no nt 8347 (T por G)
que, juntamente com a troca da base no nt 8344 (A por G) do DNAmt
mutante, cria um sitio adicional de clivagem da enzima Banll nos fragmentos
amplificados provenientes do DNAmMt mutante, mas ndo do DNAmt normal. A
amplificacdo foi realizada em 30 ciclos de desnaturacdo (94 °C por um

minuto), anelamento (55 °C por um minuto) e extensdo (72 °C por um
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minuto), no termociclador MJ research PTC model (MJ research, inc.
Watertown, MA, USA). O fragmento amplificado de 99 pb sera digerido com a
enzima de restrigdo Banll (Invitrogen): 20 pl do produto do PCR sera digerido
com 1,5 pl da enzima em um volume final de 35 pl a 37 °C por 16 horas. O
produto do PCR/RFLP foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida
nao denaturado a 12% (200V por 02 horas) e as bandas foram coradas com
prata conforme técnica de rotina do laboratorio [CUNHA et al, 2006]. Existe um
unico sitio de clivagem da enzima no DNAmt normal, mas a mutagdo cria um
segundo sitio de clivagem no DNAmMt com a mutagado pela troca de A pela G
na posigcao 8344. Dessa forma, a digestdo do produto de PCR com essa
enzima de restricdo forneceu dois fragmentos (78 e 21 pb) no DNAmt normal,
enquanto que no paciente com mutagcdo, um dos fragmentos (78 pb) é
dividido em dois (52 e 26 pb), resultando em quatro fragmentos (78, 52, 26 e

21 pb).

4.8.2.2 Estudo molecular da mutagao na posi¢ao 3243 do DNAmt

Na pesquisa da mutagdo A3243G (troca da base adenina pela guanina
no nucleotideo 3243 no gene tRNA"®" (VR do DNAmt), a amplificacdo por
PCR do fragmento que contém a mutagao utilizou para uma solugéo final de
25 ul: 50pmol do oligonucleotideo 3243-S (nt 3116-3134: & -
CCTCCCTGTACGAAAGGAC - 3'), 50pmol do oligonucleotideo 3243-AS (nt
3353-3333: 5 - GCGATTAGAATGGGTACAATG - 3’), 200 uM de cada dNTP
(A, T,C,G), 2,5 uL de solugao tampéao 1X (500 mM KCI + 200 mM Tris-HCI pH

8,4), 2,0 mM de MgCI2 e 2,5 ui de Taq DNA Polimerase (Invitrogen). A
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amplificacdo foi realizada em 30 ciclos de desnaturacdo (94 °C por um
minuto), anelamento (55 °C por um minuto) e extensao (72 °C por um minuto)
no termociclador MJ research PTC model (MJ research, inc. Watertown, MA,
USA). O fragmento amplificado de 238 pares de bases foi digerido com a
enzima de restricdo Haelll (Jena Bioscience): 20 yl do produto do PCR foram
digeridos com 1,5 pl da enzima em um volume final de 35 yl a 37 °C por 6
horas. O produto do PCR/RFLP foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida ndo denaturado a 12% (200V por 02 horas) e as bandas foram
coradas com prata conforme técnica de rotina do laboratério [CUNHA et al,
2006]. Aléem dos dois sitios de clivagem da enzima presentes em normais, a
mutacgéo cria um terceiro sitio de clivagem pela troca de A por G na posi¢céo
3243. Dessa forma, a digestdo do produto de PCR com essa enzima de
restricdo forneceu trés fragmentos (169, 37 e 32 pb) no DNAmt normal,
enquanto que no paciente com mutagdo, um dos fragmentos (169 pb) é
dividido em dois (97 e 72 pb), resultando em cinco fragmentos (169, 97, 72,

37 e 32 pb) [LORENZONI et al, 2009].

4.8.2.3 Sequenciamento do gene tRNA"Y* do DNAmt

Na pesquisa de mutagdes através do sequenciamento, foi realizado
PCR com a amplificacdo do fragmento localizado entre os nucleotideos 8295
e 8364, que contém um fragmento do gene tRNA™® do DNAmt, utilizando
para uma solugao final de 25 ul: 50pmol do oligonucleotideo 8344-S (nt 8273-
8305: 5 — CCCCTCTACCCCCTCTAGAGCCCACTGTAAAGC - 3’), 50pmol

do oligonucleotideo 8993-AS (nt 9950-9931: 5 -
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AACCACATCTACAAAATGCC - 3’), 200 uM de cada dNTP (A,T,C,G), 2,5 uL
de solugéo tampéao 1X (500 mM KCI + 200 mM Tris-HCI pH 8,4), 2,0 mM de
MgCI2 e 2,5 ui de Taqg DNA Polimerase (Invitrogen). A amplificacdo foi
realizada em 30 ciclos de desnaturagéo (94 °C por um minuto), anelamento
(55 °C por um minuto) e extensdo (72 °C por um minuto), no termociclador
MJ research PTC model (MJ research, inc. Watertown, MA, USA). O produto
dessa amplificacdo (10ul) foi purificado pela adigdo de 2ul da enzima
ExoSAP-IT (Atria Genetics) e um ciclo de 37 °C por 15 minutos e 80 °C por
15 minutos. A solucdo de sequenciamento para volume final de 10ul foi
realizado com: 2ul da solugdo Big Dye Mix (Applied Biosystems), 1ul da
solugédo tampéao 1X, 06pmol/ul do oligonucleotideo 8344-S, e 2ul do produto
da PCR. A solugao foi submetida a 35 ciclos de desnaturagéo (96 °C por 15
segundos), anelamento (50 °C por 15 segundos) e extensdo (60 °C por
quatro minutos). Esse produto foi purificado com 40ul de solugdo de
isopropanol 65%, com posterior centrifugagdo (2000g por 30 minutos)
seguida de centrifugacao invertida (200g por 15 segundos) para remover o
isopropanol, e adicionado 200ul de etanol 60%, com posterior centrifugacéo
(2000g por 5 minutos) seguida de centrifugacédo invertida (200g por 15
segundos) para remover o etanol. O material foi secado em “banho seco”,
seguido por suspensdo com 15ul de formamida Hi-Di (Applied Biosystems),
sendo submetido a desnaturagédo (95 °C por 3 minutos). O produto dessa
reacao foi submetido a uma corrida eletroforética, com capilar de 36 cm e
polimero POP 06 (Applied Biosystems), no sequenciador ABI PRISM 3100

Avant Genetic Analyser (Hitachi High Technologies Corporation -
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Tokio/Japao), sendo usado protocolo de corrida adequado para as solugdes
utilizadas.

As sequéncias obtidas foram comparadas a sequéncia do DNAmt
normal na pesquisa das mutacdes previamente descritas como associadas
ao fendtipo de MERRF, bem como, para pesquisa de possiveis mutagdes

novas desse gene [ANDERSON et al, 1981].
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIAGAO CLINICA

A amostra consiste de 6 pacientes, sendo 2 do sexo feminino e 4 do
masculino, com idade entre 27 e 54 anos. O desenvolvimento motor foi
normal em todos os pacientes. O tempo de progressao da doenga variou de 2
até 15 anos (tempo médio de 92 meses). Todos os pacientes apresentam
historia de familiar com a mesma manifestacao clinica e trés dos pacientes
(casos 2, 4 e 6) pertencem a mesma familia (Figura 3).

Todos os pacientes apresentavam mioclonia e crise epiléptica com
idade de inicio variando de 15 a 40 anos (tempo médio de 28,8 anos). A crise
epiléptica do tipo mioclonica foi a mais frequente, ocorrendo em todos os
pacientes, enquanto que do tipo ténico-clénica generalizada nos casos 3 e 5.

Outras manifestagdes clinicas apresentadas pelos pacientes foram:
ataxia cerebelar (5/6), fraqueza muscular (5/6), neuropatia periférica (3/6),
lipomas multiplos (2/6), cefaléia (2/6), vdmitos (2/6), deméncia (2/6), ptose
palpebral (2/6), oftalmoparesia (2/6) e intolerancia ao exercicio (1/6).

A tabela 3 descreve os dados epidemiolégicos e achados clinicos de
todos os pacientes com MERRF.

As crises epilépticas foram controladas em todos os pacientes, sendo

a resposta ao uso de medicacao antiepiléptica descrita na tabela 4.
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Tabela 3. Descri¢éo clinica dos pacientes com MERRF.

Manifestagao Clinica Caso

1 2 3 4 5 6
ldade * 27 34 54 51 50 43
Sexo M M F M M F
Tempo de evolugao ** 15 11 3 2 15 5

Manifestac&o Clinica

Mioclonia + + + + + +
Epilepsia + + + + + +
Ataxia cerebelar - + + + + +
Fraqueza - + + + + +
Neuropatia periférica - - + + + -
Multiplos lipomas - - + + - -
Cefaléia + - - - - +
Vémitos + - + - - -
Deméncia - - - + + -
Ptose palpebral + - + - - -
Oftalmoparesia + - + - - -
Intolerancia ao exercicio - - - - - +

*: anos; **: anos inicio da mioclonia ou epilepsia e o diagnéstico de MERRF,;
***: mesma familia nos casos 2, 4 e 6; F: feminino; M: masculino; +: presente;

-: ausente.
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Figura 3. Heredograma nos casos 2, 4 € 6.
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Tabela 4. Resposta ao tratamento dos pacientes com MERRF.

Medicamento Caso

1 2 3 4 5 6
Clonazepan N N + - + +
Carbamazepina - - - - - N
Fenobarbital - + - N + N
Fenitoina - - - N - +
Lamotrigina N N N N - N
Acido valproéico + + + + + +

+: controlada; +: controle parcial; -: ndo controlada; N: n&o foi utilizado.
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5.2 EXAME LABORATORIAL

A dosagem sérica da CK foi realizada em todos os pacientes (Tabela
5). O nivel sérico da CK estava elevado em 5 pacientes sendo normal em
apenas um paciente.

A dosagem sérica do acido latico foi realizada em todos os pacientes
(Tabela 5). O nivel de acido latico sérico estava elevado em 5 pacientes
estudados sendo normal em um paciente.

A dosagem de proteina no LCR foi realizada em cinco pacientes
(Tabela 5). O nivel de proteina do LCR estava elevado em um paciente e foi

normal em outros 4 pacientes.

Tabela 5. Alteragdes laboratoriais dos pacientes com MERRF.

Caso CK Acido Latico Proteina do LCR
(U/L)y* (mg/dl)** (mg/dl)***
1 92 25,0 30
2 294 47,0 42
3 414 32,4 NR
4 366 21,2 39
5 342 40,5 63
6 315 34,4 18

CK: creatina quinase; LCR: liquido cefalorraquiano; N: normal; NR: n&o
realizado; *: valor normal entre 29 e 129 U/L; **: valor normal < 22 mg/dl; ***:

valor normal < 45 mg/dI.



58

5.3 ELETROCARDIOGRAMA

As alteragcbes eletrocardiograficas, observadas em 6 pacientes,
mostraram disturbio de conducdo do ramo direito nos casos 3 e 4;
anormalidade n&o especifica da onda T (alteracdo inespecifica da
repolarizagdo ventricular) nos casos 3, 4 e 6; e foi normal nos restantes 3
pacientes (casos 1, 2 e 5).

A tabela 6 descreve os achados eletrocardiograficos dos pacientes

com MERREF.

5.4 ELETRONEUROMIOGRAFIA

O padrao da eletromiografia de agulha, observado em 6 pacientes, foi
miopatico nos casos 2 e 6, misto (miopatico e desenervado) com descargas
mioténicas no caso 3, desenervado nos casos 4 e 5, e normal no caso 1.

O estudo de condugao nervosa mostrou neuropatia axonal sensitiva e
motora em trés pacientes (caso 3, 4 e 5) sendo normal no restante dos
pacientes (casos 1, 2 e 6).

A tabela 6 descreve o0s achados da eletroneuromiografia
(eletromiografia de agulha e estudo da condugé&o nervosa) dos pacientes com

MERREF.
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Tabela 6. Achados eletrofisioldégicos dos pacientes com MERRF.

Caso ECG EMG ECN
1 N N N
2 N M N
3 BRD + ARV M+D NASM
4 BRD + ARV D NASM
5 N D NASM
6 ARV M N

ECG: eletrocardiograma; EMG: eletromiografia de agulha; ECN: estudo da
conducdo nervosa; N: normal; BRD: disturbio de condugdo do ramo direito;
ARV: alteragao da repolarizagao ventricular; D: padrao de desenervacéao; M:
padrao miopatico; NASM: neuropatia axonal sensitivo motora.

5.5 ELETROENCEFALOGRAMA

As alteragdes eletroencefalograficas, observadas no EEG interictal em
6 pacientes, mostraram:

(1) atividade de fundo com ondas delta intermitentes e difusas nos
casos 2 e 3; ondas theta intermitentes e difusas nos casos 4 e 5; ondas delta
e theta intermitentes e difusas no caso 6; e normal no caso 1;

(2) descargas epileptiformes generalizadas do tipo ponta, poliponta e
ponta-onda irregular nos casos 1, 2 e 5; ponta-onda lenta com predominio
posterior no caso 4; ponta-onda lenta no caso 6; e foi normal no caso 3; e

(3) estimulo fético intermitente: fotossensivel nos casos 2 e 3 sendo

normal nos restantes 4 pacientes.
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A tabela 7 descreve os achados eletroencefalograficos dos pacientes

com MERREF.

Tabela 7. Achados do EEG interictal dos pacientes com MERRF.

EEG interictal

Atividade de Fundo

Atividade
Epileptiforme

Resposta

Fotoestimulagcao

Intermitente

Normal

Atividade delta

intermitente e difusa

Atividade delta

intermitente e difusa

Atividade theta

intermitente e difusa

Atividade theta

intermitente e difusa

Atividade delta-theta

intermitente e difusa

Pontas, polipontas e
ponta-onda irregular
generalizadas
Pontas, polipontas e
ponta-onda irregular
generalizadas

Ausente

Ponta-onda lenta
generalizada com
predominio posterior
Pontas, polipontas e
ponta-onda irregular
generalizadas
Ponta-onda lenta

generalizada

Ausente

Fotossensivel

Fotossensivel

Ausente

Ausente

Ausente

EEG: eletroencefalograma.

ESTUDO NEURORRADIOLOGICO

O estudo

radiolégico

encefalico foi

por tomografia

computadorizada em 2 pacientes (casos 1 e 2) e por imagem de ressonancia
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magnética (IRM) em 4 pacientes (casos 3, 4, 5 e 6). A presenca de atrofia
cerebral e cerebelar difusa foi encontrada em 4 pacientes (casos 3, 4, 5, e 6).
Discretas areas multifocais de hiperintensidade em substancia branca foram
encontradas somente no caso 6 (Tabela 8).

A figura 4 ilustra o padréo radiologico de atrofia cerebral e cerebelar

difusa associada a areas de alteragao de substancia branca no caso 6.

Figura 4. Imagem por ressonéncia magnética de cranio mostrando atrofia cortical difusa
(cerebral e cerebelar) e alteragdo da substancia branca (setas) no caso 6. (A: imagens
ponderadas em T1; B: imagens ponderadas em T1 com contraste; e C: imagens ponderadas

em FLAIR).
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Tabela 8. Achados neurorradiolégicos dos pacientes com MERRF.

Caso Tipo Alteracao

1 TC Normal

2 TC Normal

3 IRM Atrofia cerebral e cerebelar difusa
4 IRM Atrofia cerebral e cerebelar difusa
5 IRM Atrofia cerebral e cerebelar difusa
6 IRM Atrofia cerebral e cerebelar difusa, alteragao substancia

branca periventricular

TC: tomografia computadorizada; IRM: imagem por ressonancia magnética.

5.7 BIOPSIA MUSCULAR

A coloragao pelo TGM e a reacéo histoquimica para SDH e COX foram
realizadas em todos os pacientes.

A presenca de fibras musculares com acumulo de mitocdndrias,
formando RRF, esteve presente em todos os pacientes, mas sua frequéncia
variou de 0,5% até 7,9% na coloracdo pelo TGM e de 0,9% até 8,4% na
reacado histoquimica para SDH. Frequéncia de fibras com acumulo de
mitocondrias formando RRF acima de 2% foi encontrada em 66,6% dos
pacientes tanto na coloracdo pelo TGM quanto na reac¢ao histoquimica para
SDH. A reacao histoquimica mostrou que a atividade da COX apresentava
deficiéncia em cinco pacientes, nos quais foram encontradas fibras COX-
variando de 10,4% até 59,3%.

Vaso SDH+ nao foi encontrado em nenhum dos pacientes (Tabela 9).
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A tabela 9 descreve os achados morfologicos da bidpsia muscular na
coloragcdo pelo TGM e na reacdo histoquimica para SDH e COX dos
pacientes com MERRF.

As figuras 5 e 6 mostram a presenca de RRF na coloragéo pelo TGM e
reacao histoquimica para SDH no caso 3.

A figura 7 mostra fibras musculares com atividade deficiente da COX
(COX-) no caso 3.

A figura 8 mostra vasos com reagao normal para SDH no caso 3.

Tabela 9. Caracteristicas das fibras musculares e vasos na biopsia muscular

dos pacientes com MERRF.

Caso RRF (%) COX- (%) Vaso SDH+
TGM SDH+
1 2,4 3,6 59,3 0
2 2,3 3,2 0 0
3 7.9 8,4 12,0 0
4 0,5 0,9 10,4 0
5 3,5 7.1 30,0 0
6 0,8 1,4 18,7 0

RRF: “ragged red fibers” ou fibras vermelhas rasgadas; TGM: coloragéo pelo
tricromio de Gomori modificado; SDH+: coloragao forte na reacdo para SDH
nas fibras musculares ou vasos; COX-: fibras musculares ndo coradas pela

reacao da citocromo c oxidase.



Figura 5. A presencga de RRF na coloragao pelo TGM no caso 3. Barra = 50um.

Figura 6. A presenca de fibras granulares (SDH+) na reagao histoquimica para SDH no

caso 3. Barra = 50um.

Figura 7. A presenca de fibras com atividade deficiente da COX (COX-) no caso 3. Barra =

50um.
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Figura 8. O comportamento dos vasos nas coloragdes pelo HE e TGM (A e C) e atividade

normal do vaso na reagao histoquimica para SDH (B) no caso 3. Barra = 50um.

5.8 ESTUDO MOLECULAR DO DNA MITOCONDRIAL

5.8.1 Identificagcdao das mutagées no DNAmt

A combinagao das técnicas de PCR/RLFP e sequenciamento utilizadas
para identificar mutacdo no gene tRNA“® e por PCR/RLFP no gene
tRNA-UUUR) o DNAmt encontrou mutagdo de ponto em cinco dos pacientes

estudados (casos 2, 3, 4, 5 e 6), como especificado na Tabela 10.

5.8.1.1 Estudo molecular da mutag¢ao na posi¢cao 8344 do DNAmt

A pesquisa da mutagao de ponto A8344G do DNAmt foi realizada em 6
pacientes por PCR/RLFP. A digestdo do produto de PCR com enzima de
restricdo forneceu dois fragmentos (78 e 21 pb) no DNAmt de um paciente

(caso 1) mostrando que esse paciente ndo possue mutagao nesse ponto do
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seu DNAmt, enquanto que 5 pacientes (casos 2, 3, 4, 5 e 6) apresentaram
quatro fragmentos (78, 52, 26 e 21 pb) no DNAmt confirmando neles a

presenca de DNAmt mutante (Figura 9).

5.8.1.2 Sequenciamento do gene tRNA"* do DNAmt

A pesquisa de outras mutagbes no gene tRNA™® do DNAmt foi
realizada somente em um paciente (caso 1) que n&o tinha a mutagao de
ponto A8344G do DNAmt. O sequenciamento ndo mostrou presenca de
mutagdes conhecidas ou novas no gene tRNA"™® do DNAmt nesse paciente

(Figura 9).

5.8.1.3 Estudo molecular da mutagao na posigao 3243 do DNAmt

A pesquisa da mutagdo de ponto A3243G do DNAmt foi realizada
somente no paciente que ndo tinha mutagdes no gene tRNA"® (caso 1). A
digestdo do produto de PCR com enzima de restricdo forneceu trés
fragmentos (169, 37 e 32 pb) no DNAmt mostrando que esse paciente nao

possue mutacao nesse ponto do seu DNAmt.



Tabela 10. Resultado do estudo molecular dos pacientes com MERRF.
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Técnica: Caso

Mutacdo do DNAmt 1 2 3 4 5 6
PCR/RLFP:

A8344G - + + + + +
Sequenciamento:

A8344G - NR NR NR NR NR
T8356C - NR NR NR NR NR
G8361A - NR NR NR NR NR
G8363A - NR NR NR NR NR
Novas mutacdes - NR NR NR NR NR
PCR/RLFP:

A3243G - NR NR NR NR NR

-: ausente; +: presente; NR: n&o realizado; PCR/RFLP: reagdo em cadeia da

polimerase com polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restricao
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PACIENTE
1 4 5
o S
— 52 bp
— 26 bp
g w— 21 bp

Figura 9. Na presenca da mutacdo de ponto A8344G os pacientes apresentaram quatro
fragmentos (78, 52, 26 e 21 pb) confirmando neles a presengca de DNAmt mutante quando
submetidos & PCR/RLFP comparados aos dois fragmentos (78 e 21 pb) de pacientes com

DNAmt sem essa mutacgao.

} ! .

Y do DNAmt do caso 1 mostrando auséncia de

Figura 10. Sequenciamento do gene tRNA
mutag¢des conhecidas por causarem o fenétipo de MERRF (setas) ou novas mutagdes no

DNAmt.



69

6 DISCUSSAO

6.1 AVALIAGAO CLINICA

Embora o inicio das manifestagdes clinicas ocorra frequentemente na
infancia e no adulto jovem, o inicio tardio no adulto ndo & incomum nos
pacientes com MERRF [DIMAURO et al., 2002; FINSTERER, 2004]. Além disso, a
idade de inicio pode ser diferente entre os membros afetados de uma mesma
familia [FUKUHARA, 1995]. O desenvolvimento psicomotor na infancia costuma
ser normal em quase todos os pacientes com MERRF [DIMAURO et al., 2002].
Isso também foi observado na nossa amostra, uma vez que em quatro dos
pacientes o inicio das manifestagdes clinicas foi apds os 40 anos de idade e
o desenvolvimento psicomotor na infancia foi normal em todos os pacientes.

Os sintomas clinicos tém alta variabilidade nos pacientes com doencas
mitocondriais, mas como a presenca de mioclonia, bem como, de epilepsia
sdo critérios diagnésticos de MERRF é esperado que todos os pacientes
tenham essas manifestagdes clinicas [DIMAURO et al., 2002; FUKUHARA, 1995].
As mioclonias podem ocorrer isoladamente ou associada com crises
epilépticas generalizadas, sendo achado semelhante ao encontrado em
nossa amostra [DIMAURO et al., 2002; FINSTERER, 2004]. Alguns dos achados
clinicos podem estar ausentes na fase inicial da doenca, enquanto que na
fase avancada da doenca os pacientes costumam ter manifestacao clinica
mais uniforme [FUKUHARA, 1995; OZAWA et al, 1995; ZEVIANI et al, 1991].

A ataxia cerebelar é uma das manifesta¢des clinicas mais comuns de

MERRF e contribui para formar os critérios diagnosticos de MERRF. A
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presenca de ataxia cerebelar ocorre em até 50% dos casos, sendo
encontrada em 83,3% dos nossos pacientes, confirmando os resultados dos
estudos anteriores que associam sua presenga com MERRF, porém o
pequeno numero de pacientes da nossa amostra pode ter influenciado esse
resultado [CHINNERY et al, 1997; MANCUSO et al, 2013].

Dentre as doengas mitocondriais, a presenca de multiplos lipomas esta
mais relacionadas com MERRF, principalmente na presenga de mutagdes no

gene do tRNALYS, podendo ocorrer de 3% até 32,4% dos casos [CHINNERY et
al, 1997; DIMAURO et al, 2002; KAZACOS et al, 2012; LARSSON et al, 1995; MANCUSO et

al, 2013; TEIVE et al, 2008]. Os nossos pacientes apresentaram multiplos lipomas
em 33,3% dos casos (todos com a mutagdo ponto A8344G), embora o
pequeno numero de pacientes da nossa amostra pode ter influenciado essa
maior incidéncia, isso também contribui para mostrar a existencia de uma
correlacdo entre mutacdo do tRNA™® e mdltiplos lipomas.

As demais manifestacbes clinicas apresentadas pelos pacientes
estudados foram semelhantes a literatura, sendo que alguns dos achados,
como neuropatia periférica, cefaléia, vdmitos, deméncia, ptose palpebral,
oftalmoparesia, intolerancia ao exercicio, quando encontrados isoladamente
sdo inespecificos para MERRF, sugerindo que os episodios de crise
epiléptica e mioclonia aparecem de forma subita em individuos
aparentemente normais.

Os sintomas clinicos podem ter frequéncia diferente nos pacientes
com MERRF dependendo do tipo de mutagédo ponto do DNAmt, como nos
pacientes com a mutagdo T8356C que apresentam sobreposi¢cdo de alguns

dos sintomas de MELAS, como episddios semelhantes a acidente vascular
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cerebral isquémico, bem como, nos pacientes com a mutagcao G8363A que
apresentam miocardiopatia [DIMAURO et al., 2002; GOTO et al, 1991]. Esse fato
nao pode ser avaliado por esse estudo, uma vez que, ndao encontramos
essas mutagdes em nossa amostra.

Outros familiares afetados dos pacientes com MERRF podem ser
encontrados na frequéncia de 50% até 81%, mas outros estudos mostram
que a historia familiar pode ser positiva em até 50% quando a bidpsia
muscular ou estudo genético sdo realizados em familiares assintomaticos ou
oligossintomaticos [DIMAURO et al., 2002; MAROTTA et al., 2004; ZEVIANI et al, 1991].
Os familiares oligossintomaticos s&o dificeis de classificar somente com base
nos achados clinicos, sendo necessario bidpsia muscular ou estudo genético
para sua identificagdo [FUKUHARA et al., 1995; ZEVIANI et al, 1991]. Em nosso
grupo de pacientes, trés pacientes pertenciam a mesma familia, sendo o
padrao de heranga consistente com transmissdo materna em outros
membros dessa mesma familia, mas nenhum desses outros familiares
tivesse a forma completa da doenca, bem como nao foram submetidos a
bidpsia muscular ou estudo genético, dificultando sua identificagao.

Com relacdo a resposta ao tratamento antiepiléptico, ndo foram
encontrados estudos controlados comparando a eficacia das diferentes
medicagdes no tratamento de pacientes com MERRF. As crises epilépticas e
mioclonias foram controladas em todos 0s nossos pacientes, sendo que o
uso de acido valpréico ndo agravou a doenga e ainda foi considerado melhor
do que outras medicacdes antiepilépticas no tratamento sintomatico dos

nossos pacientes.
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6.2 EXAME LABORATORIAL

Os niveis séricos da CK estavam aumentados na maioria dos nossos
pacientes, mas essa alteragdo laboratorial € pesquisada raramente nos
artigos sobre MERRF, provavelmente refletindo a pouca especificidade desse
exame na investigacdo dessa doenga, sendo seu uso maior para o
diagndstico diferencial com outras doengas [MANCUSO et al, 2013].

O nivel sérico do acido latico € importante no diagnostico de MERRF
porque, como em nossos pacientes, mostra indiretamente a presencga de
doenca mitocondrial em quase todos os pacientes [ZEVIANI et al, 1991].
Também, a elevacio do acido latico na espectroscopia por IRM de pacientes
com MERRF, demonstra correlacdo direta entre a gravidade do
comprometimento neurolégico e o nivel de acido latico no LCR e cortex
cerebral [DIMAURO et al, 2002]. Em nossos pacientes, o nivel de acido latico
sérico estava elevado no sangue de 83,5% dos pacientes, semelhante ao
descrito na literatura internacional que mostra elevacdo em até 83% dos
casos [DIMAURO et al, 2002; MAROTTA et al., 2004; MANCUSO et al, 2013]. Dessa
forma, esse estudo conseguiu mostrar que existe relagdo entre o nivel
elevado do acido latico e MERREF. Isso é importante porque valida a pesquisa
da elevagdo do acido latico na suspeita diagndstica de pacientes com
MERREF.

O nivel de proteina no LCR pode estar elevado de 1,6% até 8% dos
pacientes com MERRF, mas raramente em niveis maiores do que 100mg/dl
[DIMAURO et al, 2002; MAROTTA et al., 2004]. Em nossos pacientes, o nivel de

proteina no LCR estava elevado em 20% dos pacientes, dos quais, a
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determinacdo foi realizada. O pequeno numero de pacientes da nossa
amostra, bem como, o fato da dosagem elevada ter sido encontrada em
paciente com longo tempo de doenga pode ter influenciado a incidéncia maior
que as previamente descritas, mesmo assim, nossos resultados confirmam a
que a proteina elevada no LCR pode ser uma das alteragcdes laboratoriais

encontradas em pacientes com MERRF.

6.3 ELETROCARDIOGRAMA

Como mencionado previamente, o envolvimento cardiaco pode ocorrer
em até 44% dos pacientes com MERRF pela mutagcdo A8344G, sendo que
quando presente pode nao ser uma das principais manifestagcboes clinicas
desses pacientes [DIMAURO et al, 2002, MANCUSO et al, 2013; OZAWA et al, 1995;
WAHBI et al, 2010]. Contudo, todos os pacientes com MERRF deveriam realizar
exames cardiologicos de rotina, pois essas alteracbes cardiacas tém
terapéuticas especificas, tendo ainda importante impacto sobre o prognostico
desses pacientes [OZAWA et al, 1995; WAHBI et al, 2010]. Nenhum dos nossos
pacientes apresentou manifestagao clinica sugestiva de cardiopatia, porém a
presenca de alteracbes eletrocardiograficas, como a perturbacdo de
condugdo do ramo direito ou hipertrofia ventricular esquerda com
anormalidade nao especifica da onda T, puderam ser observadas no
eletrocardiograma de alguns dos pacientes que clinicamente estavam
assintomaticos do ponto de vista cardiologico.

Ainda, os sintomas clinicos podem ter frequéncia diferente nos

pacientes com MERRF dependendo do tipo de mutagao de ponto do DNAmt.
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A presenca de miocardiopatia foi frequentemente associada com a mutagcao
G8363A, no entanto, essa mutagdo nao foi encontrada em nossos pacientes

[OZAWA et al, 1997; SANTORELLI et al, 1996; VIRGILIO et al, 2009].

6.4 ELETRONEUROMIOGRAFIA

A perda progressiva das fibras musculares, observada nas miopatias,
ocasiona o registro de potenciais de agdo das unidades motoras de
caracteristicas miopaticas na eletromiografia de agulha [DUMITRO et al, 2002b;
WERNECK, 1991; WERNECK & LIMA, 1988]. Como MERRF é uma doencga
metabdlica, onde uma progressiva disfungdo mitocondrial acarreta em perda
das fibras musculares, acreditamos que os achados da eletromiografia de
agulha s&o variaveis dependendo do momento em que o exame é realizado e
da gravidade da doenga. Em pacientes com pouco tempo de evolugdo a
eletromiografia de agulha pode ser normal, porém pacientes com maior
tempo de evolucdo podem apresentar alteracdes caracteristicas das
miopatias, quando devido a progressdo da miopatia mitocondrial, os
potenciais de acdo de unidade motora apresentam duracdo e amplitude
diminuidas, aumento do numero de potenciais polifasicos curtos e do
recrutamento das unidades motoras caracteristicos das miopatias (padréo
miopatico) [WERNECK & LIMA, 1988]. Esse pode ter sido o provavel motivo pelo
qual nem todos os pacientes do nosso grupo apresentaram padrdo miopatico
tipico na eletromiografia de agulha.

Com mencionado anteriormente, a eletromiografia de agulha e o

estudo de conducio nervosa sao consistentes com processo miopatico nos
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pacientes com MERRF, porém neuropatia pode coexistir em alguns
pacientes. BERKOVIC et al, em 1989, encontraram altera¢des na bidpsia de
nervo compativeis com neuropatia axonal confirmando sua associagcdo com
MERREF. A presenga de polineuropatia axonal ou desmielinizante sensitivo-
motora tem sido relatada de 24% até 63% dos pacientes com MERRF,
podendo ser decorrente de disfuncdo mitocondrial do nervo semelhante ao
que ocorre em pacientes com outras doencas mitocondriais [BERKOVIC et al,
1989; CHINNERY et al, 1997; DIMAURO et al, 2002; KARPPA et al, 2003]. Dessa forma,
a neuropatia axonal encontrada na eletromiografia de agulha e no estudo da
condugcdo nervosa em alguns dos nossos pacientes também pode estar

correlacionada com sua disfungdo mitocondrial.

6.5 ESTUDO NEURORRADIOLOGICO

As alteragbes neurorradioldgicas observadas em nossos casos sao
compativeis com aquelas préviamente descritas, demonstrando a atrofia
cortical (cerebral e cerebelar) como um achado frequente em pacientes com
MERRF [BERKOVIC et al, 1989; DIMAURO et al, 2002; HAAS & DIETRICH, 2004;
MANCUSO et al, 2013; OZAWA et al, 1995, SINHA et al, 2007]. Essas alteracbes
também podem ser encontradas em outras doengas mitocondriais ou seja,

essas alteragdes ndo sdo um achado neurorradiélogico exclusivo de MERRF
[DIMAURO et al, 2002; FUKUHARA, 1995; HAAS & DIETRICH, 2004; OZAWA et al, 1995;

SINHA et al, 2007]. No entanto, a atrofia cortical encontrada em nosso estudo
colabora para demonstrar que existe perda neuronal em pacientes com

MERRF, uma vez que a atrofia cortical ao estudo neurorradiolégico costuma
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ter correlagcdo com a perda neuronal, semelhante ao demonstrado nos
estudos anatomo patoldgicos de pacientes com MERRF [BERKOVIC et al, 1989;
DIMAURO et al, 2002; FUKUHARA, 1995].

Nos pacientes que apresentaram estudo neurorradiolégico normal foi
utiizada somente a tomografia computadorizada como método de
investigacao, e isso pode ter influenciado esse resultado, uma vez que o uso
de IRM pode ser mais sensivel para encontrar alteracbes como a atrofia
cortical. Da mesma forma, nos pacientes que realizaram investigagéo atraves
de IRM n&o encontramos alteragbes em nucleo olivar inferior, nucleo
denteado cerebelar, nucleo rubro ou ponte, embora alteragdes dessas
estruturas sejam descritas em MERRF. Como em nosso estudo nao foram
utilizaram técnicas especificas de IRM para analise dessas estruturas, bem
como outras técnicas neurorradiolégicas, como a espectroscopia,
possivelmente nossos achados nesses pacientes também podem ter sido

influenciados por essas questdes técnicas.

6.6 ELETROENCEFALOGRAMA

Embora epilepsia possa estar presente na manifestacéo clinica inicial
em 53% dos pacientes com doenga mitocondrial, poucos estudos
correlacionam as manifestagdes clinicas e as caracteristicas do EEG nesses
pacientes [CANAFOGLIA et al, 2001, SO et al, 1989]. A apresentagao clinica da
epilepsia em 71% dos casos de pacientes com doenga mitocondrial ocorre
pela presenca de crises epilépticas parciais com predominio dos sintomas

motores e atividade epileptiforme do tipo focal ou multifocal no EEG
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[CANAFOGLIA et al, 2001]. A apresentacao de epilepsia como crises epilépticas
do tipo mioclénicas ocorre em somente 16% dos casos de doenga
mitocondrial, sendo geralmente em pacientes com MERRF acompanhado da
mutacdo A8344G [CANAFOGLIA et al, 2001]. Como descrito anteriormente, a
presenga de variagdo no grau de alentecimento da atividade de fundo e
atividade epileptiforme generalizada, podendo em 23% dos casos piorar com
o estimulo fético intermitente, sdo alteragdes presentes com frequéncia em
pacientes com MERRF, mas essas alteragdes podem ser encontradas
também em pacientes com outras doencas mitocondriais [CANAFOGLIA et al,
2001; OZAWA et al, 1995; SHAHWAN et al, 2005; SINHA et al, 2007; SO et al, 1989]. A
resposta a fotoestimulacéo intermitente pode causar crise epiléptica em cerca
de 15% dos pacientes, mas isso nao foi observado em nossa amostra [SO et
al, 1989]. Nosso estudo mostra que atividade epileptiforme generalizada ocorre
em pacientes com MERRF, contribuindo com o conceito que a menor
presenca de alteragdes focais nesses pacientes poderia auxiliar na
diferenciacdo de MERRF com as demais doengas mitocondriais que
apresentam epilepsia, como MELAS ou doenga de Leigh. No entanto, essas
anormalidades sao muito semelhantes aquelas encontradas em epilepsias
mioclénicas progressivas de etiologia ndo relacionada com as doengas
mitocondriais, ndo conseguindo diferenciar MERRF dessas outras formas de

epilepsia.
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6.7 BIOPSIA MUSCULAR

A biépsia muscular € um importante recurso diagnéstico para MERRF,

pois RRF sao encontradas acima de 92% dos pacientes com essa doenca
[BERKOVIC et al, 1989; DIMAURO et al., 2002; FUKUHARA et al, 1995; MANCUSO et al,

2013; OZAWA et al, 1995]. A frequéncia de RRF variou conforme a coloracéo ou
reacao histoquimica utilizada, sendo encontradas RRF variando de 0,5% até
7,9% na coloracédo pelo TGM e de 0,9% até 8,4% na reagao histoquimica
para SDH, similar a outros estudos com coloragdo pelo TGM e reacao
histoquimica para SDH [DIMAURO et al., 2002; MATSUOKA et al, 1991; OZAWA et al,
1995]. Embora em nosso estudo a coloracdo para TGM foi semelhante a
reacao histoquimica para SDH na deteccdo de RRF, nos pacientes com
MERRF a reacdo histoquimica para SDH costuma ser um método
diagnodstico superior a coloragdo pelo TGM para detecgdo de proliferagédo
mitocondrial, similar ao encontrado em estudos de outras doencas
mitocondriais [CIAFALONI et al, 1992; DIMAURO et al, 2002; LORENZONI et al., 2009].

A maioria dos pacientes com MERRF tem atividade da COX diminuida

ou ausente em algumas das fibras musculares [BOURGEOIS & TARNOPOLSKY,
2004; DIMAURO et al., 2002; MATSUOKA et al, 1991; OZAWA et al, 1995; ZEVIANI & DI

DONATO, 2004]. A reacao histoquimica para COX demonstrou deficiéncia em
cinco dos nossos casos, mas a frequéncia de fibras COX- foi maior que a de
RRF, variando de 10,4% até 59,3%, indicando maior numero de fibras com
possivel deficiéncia funcional do que com alteracdo morfologica,
caracterizada por proliferacdo mitocondrial [MATSUOKA et al, 1991; OZAWA et al,

1995].
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Os estudos histoldgicos de pacientes com MERRF, independente do
tipo de mutagao de ponto, tem mostrado incidéncia de vasos SDH+ abaixo de
8% [DIMAURO et al, 2002; MANCUSO et al, 2013]. No entanto, nos pacientes com a
mutacdo A8344G podem ser encontrados vasos SDH+ em até 50% das
arteriolas intramusculares, mostrando que a incidéncia dessa alteracéo
também pode estar relacionada com o tipo de mutacdo do DNAmMt
apresentada pelo paciente [HASEGAWA et al, 1993; OZAWA et al, 1995]. Ainda, nos
pacientes com MERRF a presenca de vaso SDH+ foi correlacionado com
atividade deficiente da COX, diferente do que ocorre em pacientes com
MELAS [DIMAURO et al, 2002; HASEGAWA et al, 1993; LORENZONI et al, 2009; OZAWA
et al, 1995]. Nosso estudo difere dos autores que encontraram uma maior
frequéncia de vasos SDH+ em pacientes com MERRF, o que pode estar
relacionado com a presenca da mutacdo A8344G ou com a maior incidéncia
de fibras COX- na biépsia muscular desses pacientes. Importante destacar
que esses resultados confirmam que a falta de vasos SDH+ na bidpsia

muscular ndo afasta a possibilidade de MERRF.

6.8 ESTUDO MOLECULAR DO DNA MITOCONDRIAL

Desde os primeiros estudos descrevendo a associacdo de mutacdes
de ponto no DNAmt com o fendétipo tipico de MERRF, por SHOFFNER et al e
YONEDA et al, em 1990, a mutacdo ponto A8344G € a mais frequente em

pacientes com MERRF sendo encontrada em cerca de 80% a 90% dos casos
[HIRANO & DIiMAURO, 1996; DIMAURO & HIRANO, 2009; DIMAURO et al, 2002;

HAMMANS et al, 1991]. Nossa amostra também contribui para afirmar que essa
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mutacdo é a mais frequente associada com o fenétipo tipico de MERRF em
nosso meio, porém poucos casos foram acrescentados a literatura nacional
para confirmar a incidéncia elevada dessa mutagao no Brasil, provavelmente
pela raridade dessa doenca.

A presenca de outras mutacdes no gene tRNA™S, como as conhecidas
mutacdes ponto nas posi¢cdes 8356, 8361 ou 8363, foram descritas em cerca
de 10% dos casos de MERRF, porém nao foram encontradas em nossos
pacientes [DIMAURO & HIRANO, 2009].

Interessante notar que o paciente onde nao foi encontrada mutacéo no
gene tRNA™® do DNAmt ndo apresentava ataxia cerebelar, o que pode
ocorrer na fase inicial da doenga ou nos casos em que uma mutacéo de outro
gene do DNAmt estaria responsavel pela doenga. A mutagdo A3243G do
gene tRNA*'UYR) 4o DNAmt, que ocorre em cerca de 80% dos pacientes
com MELAS, também foi analisado nesse paciente pela frequente
sobreposi¢gao de MERRF com MELAS, mas essa mutagédo de ponto também
nao foi encontrada nesse paciente [BRACKMANN et al, 2012; CRIMMIMS et al, 1993;
FABRIZI et al, 1996; FOLGERO et al, 1995; LORENZONI et al, 2009]. Como o paciente
apresenta ptose palpebral e oftalmoparesia, bem como biépsia muscular com
grande proporgao de fibras musculares com deficiéncia da COX, semelhante
ao que pode ocorrer em pacientes com PEO e sindrome de Kearns-Sayre, a
presenca de mutagbes do DNAmt do tipo rearranjo, embora raramente
descrito associada com MERRF, também poderia ser uma possibilidade
nesse caso [BLUMENTHAL et al, 1998].

Portanto, a possibilidade de outras mutagdes acometendo o DNAmt

nao foi afastada pelo presente estudo, pois no momento existem outras
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mutacgdes associadas a MERRF (Tabela 2), mas que por razdes técnicas n&o
foram estudadas, pois procuramos enfatizar nossa busca nas mais
frequentes do gene tRNAYS.

A suspeita de MERRF pode ser feita com base nas alteracoes
encontradas na avaliagdo clinica, exame laboratorial, eletrocardiograma,
eletroencefalograma, eletroneuromiografia e analise neurorradiolégica, sendo
confirmada pela bidépsia muscular e estudo molecular do DNAmMt. Mesmo
reconhecendo os diversos avangos do estudo molecular nas doencas
mitocondriais, nosso estudo destaca o papel da biopsia muscular como o
principal recurso diagndstico, pois embora a pesquisa de mutagdo no gene
tRNA"® do DNAmt tenha resultados significativos, em nosso caso quando o
DNAmt foi extraido a partir de musculo acometido pela doenca, a pesquisa
de RRF na bidpsia muscular ainda mostra-se semelhante aos resultados do
estudo molecular para o diagnostico de MERRF. Isso pode ser observado
principalmente na pesquisa de RRF, onde todos os nossos pacientes
apresentavam RRF na biopsia muscular, enquanto que mutagdo no gene

tRNA™® do DNAmt foi encontrada em cinco pacientes da nossa amostra.
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7 CONCLUSOES

7.1 Com relacdao as caracteristicas das manifestagées clinicas,
laboratoriais, eletrofisiolégicas e morfolégicas:

7.1.1 A presengca de ataxia cerebelar e fraqueza muscular pode ser
considerada critério de inclusdo para MERRF associada com a mutacao
ponto A8344G do DNAmt;

7.1.2 Nivel sérico elevado de acido latico € encontrado como alteracio tipica
de MERREF,;

7.1.3 A falta de alteragbes no eletrocardiograma e na eletroneuromiografia,
bem como, a normalidade do nivel sérico da CK n&o afasta o diagnostico de
MERREF;

7.1.4 Nos pacientes com MERRF a reacdo histoquimica para SDH é
semelhante a coloragao pelo TGM na identificagcdo de RRF;

7.1.5 A deficiéncia de COX ocorre na maioria dos pacientes com MERRF; e
7.1.6 A falta de vasos SDH+ na bidpsia muscular ndo exclui o diagnostico da

doenga.

7.2 Com relagdo a frequéncia das mutagdes do gene tRNA™® do
DNAmt:

7.21 A mutagcdo de ponto A8344G do DNAmt é a mais frequente
relacionada com MERRF-.

7.2.2 A andlise isolada de mutagdes do gene tRNA"* do DNAmt nao afasta

o diagndstico de MERREF-.
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APENDICE

PREPARO DE SOLUGOES PARA BIOLOGIA MOLECULAR

As solugdes foram descritas abaixo conforme a rotina do Laboratorio de

Biologia Molecular do Servigco de Doengas Neuromusculares do Hospital de

Clinicas da Universidade Federal do Parana.

Acetato de Sédio 3M: Dissolver 24,1 g de acetato de sédio em agua
destilada e deionizada q.s.p. 100 ml.

Etanol 70%: Misturar 70 ml de etanol absoluto em 30 ml de agua
destilada e deionizada.

Fenol Saturado: Liquefazer o fenol a 65 °C. Depois de liquefeito,
adicionar a mesma quantidade de Tris 50mM pH 10,0 e deixar
agitando durante a noite. Deixar em repouso por 30 minutos e retirar a
fase aquosa (superior). Adicionar a mesma quantidade de Tris HCI 50
mM pH 8,0 e deixar agitando por 2 horas. Decorrido o tempo esperar
30 minutos e medir o pH do fenol (fase inferior) que devera ser em
torno de 7,6 ou 8,0 (caso nao esteja repetir as duas etapas acima).
Proteinase K 5mg/ml: Dissolver 10mg de proteinase K em 1 ml de
Tampao TE e adicionar 1 ml de glicerol estéril. Armazenar a -20 °C.
RSB: Tris-HCI pH7,6 1M 0,5ml; KCI 1M 0,25ml; MgCI2 1M 0,5ml; Agua

destilada qsp 50ml.
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* SDS 10%: Dissolver 10g de SDS em agua destilada e deionizada
(q.s.p. 100ml) com auxilio do banho-maria de 55 °C. Armazenar a 4
%C. Aquecer a solugdo no momento do uso.

* SEVAG: 48ml de Cloroformio; 2ml de alcool isoamilico.

* Solucéo de Lise de Eritrocitos (SLE): TRIS pH7,6 10mM; MgCl, 5mM e
NaCl 10mM.

« Tampado TBE 10X: Acido Boérico 11,25g; Tris 27,0g; Solugdo EDTA
0,5M 10ml; Agua destilada qsp 250ml.

* Tampéao TBE 1X: 1 parte de TBE 10X; 9 partes de agua destilada.

* Tampao TE: TRIS pH7,6 10mM e EDTA pH8,0 0,1 mM.

9.2 PREPARO DAS COLORAGOES E REAGOES HISTOQUIMICAS

As técnicas foram realizadas conforme a rotina do Laboratério de
Histoquimica do Servigo de Doencas Neuromusculares do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana sendo as solug¢des descritas a

seqguir:

9.2.1 Hematoxilina e Eosina (HE)

 Solugdo de Eosina: Eosina 1g + Agua destilada 100ml.

e Solugdo de Hematoxilina: Cristais de Hematoxilina 5g + Alcool
Absoluto 50ml + Alumen de Potassio 100g + Agua Destilada 1000ml +
Oxido Vermelho de Mercurio 2,5g.

* Dissolver a hematoxilina no alcool e o alumen na agua sob

aquecimento. Misturar as duas solugcdes e aquecer até quase ebulicao
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0 mais rapido possivel. Retirar do calor e juntar o 6xido de mercurio
lentamente, reaquecer até ficar purpura escuro, esfriar em banho
maria e filtrar para uso. Sempre que for usar a hematoxilina retirar uma
possivel camada superficial, como se fosse uma nata, com auxilio de
um papel filtro. As solugbes devem ser misturadas até a completa

dissolugéo.

Tricromo de Gomori modificado (TGM)

Solugéo do Tricromo: Fast Green FCF 0,3g + Cromatropico RR 0,6g +
Acido Fosfotunstico 0,6g + Acido Acético Glacial 1ml + Agua Destilada
100ml.

Ajustar o pH para 3,4 e misturar bem até que os ingredientes estejam
completamente dissolvidos.

Solugdo de Hematoxilina: Cristais de Hematoxilina 5g + Alcool
Absoluto 50ml + Alumen de Potassio 100g + Agua Destilada 1000ml +

Oxido Vermelho de Mercurio 2,5g.

Desidrogenase succinica (SDH)

Solugdo de Succinato de Sodio 0,2M: Succinato de Sodio 32,49 +
Agua Destilada 1000ml.

Solugdo Tampéao de Fosfato 0,2M: Fosfato de Sodio 22,6g + Fosfato
de Potassio 13g + Agua Destilada 1000ml.

Meio de Incubac&o: NBT (nitro blue tetrazolium) 10mg + 0,2M

Succinato de Sédio 5ml + 0,2M Tampé&o de Fosfato 5ml.
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* Ao proceder as diluicbes colocar por primeiro o succinato de soédio,
para haver a dissolugdo do NBT, e ajustar o pH do meio de incubagéao

para 7,4.

9.2.4 Citocromo c oxidase (COX)

 Solugdo de Catalase: Catalase 4mg + Agua Destilada 100m.

* Solugdo Tampdo de Fosfato 0,1M (pH 7,4): 0,1 M Ortofosfato de
Hidrogénio Sddio 12ml + 0,1 M Ortofosfato de Hidrogénio Dissodico
8ml.

* Meio de Incubagdo: 3,3 Diaminobenzedine Tetrahydrochlorede (DAB)
10mg + Citocromo C (Type Il) 30mg + Sacarose 1,5g + Solugéo de

Catalase 2ml + 0,1 M Tampé&o de Fosfato 10 ml.

9.3 CARACTERISTICAS DO DNAmt

Tabela 11. Caracteristicas do DNA extraido de material proveniente de

biépsia muscular dos pacientes com MERRF.

Caso Quantidade Relagao
(ug/ul) 260/ 280

1 64,5 1,91

2 81,2 1,95

3 50,3 1,82

4 66,5 1,90

5 73,0 1,91

6 90,5 1,77




