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Resumo



Shibao S. Analise comparativa entre a dosagem do lactato no liquor e sua deteccéo
através da espectroscopia de protons por ressonancia magnética [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010. 91 p.

INTRODUCAO: A dosagem bioquimica do lactato no liquor (LCR) é um
procedimento rotineiro e necessario na investigacdo diagndstica e no
acompanhamento evolutivo de varias doencas neuroldgicas, como, por exemplo, as
doencas mitocondriais (DM). Pacientes com DM e comprometimento do sistema
nervoso central frequentemente apresentam aumento do lactato no LCR. O lactato
no LCR também pode ser detectado através da espectroscopia de prétons através da
ressonancia magnética (ERM), uma técnica ndo invasiva que pode ser empregada
juntamente com as imagens estruturais obtidas através da ressonancia magnética
(RM). Nosso objetivo neste estudo € avaliar a existéncia ou ndo de correlacéo entre a
dosagem bioquimica do lactato no LCR e no sangue e a sua quantificacdo atraves da
ERM em pacientes em investigacéo de encefalopatia mitocondrial. N&o € de nosso
conhecimento a existéncia de estudos semelhantes in vivo na literatura médica
METODOS: 22 pacientes (idades entre 9 meses e 20 anos) em investigagdo
diagnostica por suspeita clinica de encefalopatia relacionada a DM participara deste
estudo prospectivo realizado entre novembro de 2005 a novembro de 2006. Foram
comparados os valores do lactato nas dosagens séricas e liquéricas. Todos 0s
pacientes realizaram RM e ERM e, quando presente, analisou-se o pico do lactato
(PL). Os dados da quantificagdo do lactato obtidos nestas trés modalidades foram
comparados. RESULTADOS: A andlise de correlacdo demonstrou evidéncias de
associacdo entre as variaveis PL a ERM e lactato liquorico (p=0,001); n&o foi
evidenciada correlacdo entre os valores do PL a ERM e as medidas sanguineas dessa
substéncia (p=0,736) e entre as dosagens bioquimicas liqudrica e sanguinea
(p=0,937). CONCLUSOES: Este estudo demonstrou a existéncia de correlagio entre
a dosagem bioquimica do lactato no LCR e o PL obtido através de ERM. A ERM do
LCR é uma técnica factivel e recomendamos que a mesma sgja empregada
rotineiramente em pacientes com suspeita ou em seguimento de DM com
comprometimento do sistema nervoso central .

Descritores:  1.Acido lé&ctico 2.Espectroscopia de ressonancia magnética
3.Ressondncia magnética 4.Encefalopatias 5.Mitocondrias 6.Liquido
cefalorraquidiano 7.Sistema nervoso central
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Shibao S. Comparative analysis between lactate biochemical dosage in
cerebrospinal fluid and its detection by proton magnetic resonance spectroscopy
[thesis]. SGo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2010.
91 p.

INTRODUCTION: The cerebrospina fluid (CSF) lactate biochemical dosage
is aroutine and a requisite procedure to evaluate and to monitor many neurological
diseases, such as mitochondrial disease (MD). Patients with MD and central nervous
system (CNS) involvement, usually show an increase of CSF lactate. Another choice
to study the lactate instead of CSF biochemical dosage is the CSF magnetic
resonance proton spectroscopy (SRM), a noninvasive technique, which can be
employed as an adjunct tool with structural magnetic resonance imaging (MRI). Our
objective is to study the correlation between the CSF and blood lactate dosages and
the SRM lactate quantification in patients under investigation for the MD
encephalopathy. To our knowledge there is no report of similar studies in vivo in the
literature. METHODS. 22 patients (aging 9 months to 20 years old) under
investigation for MD encephal opathy were elected for this prospective study between
November 2005 and December 2006. The lactate levels were analyzed by
biochemical dosages in the CSF and blood serum. Brain MRI was performed for all
patients and the lactate peak (L P) obtained from SRM was analyzed. All lactate level
data obtained from the three different sources were compared. RESULTS: The
statistical analysis demonstrated a correlation between the LP at SRM and the CSF
lactate dosage (p=0.0001); no correlation was observed between the LP and the
blood lactate (p=0.736) as well the blood lactate and CSF lactate (p=0.937).
CONCLUSION: Our study showed correlation between the lactate level in the CSF
biochemical dosage and the LP found on SRM. The CSF SRM s tangible technique
and we recommend it to be applied in the daily clinical practice to evaluate
suspicious and diagnosed CNS compromised ME patients.

Descriptors.  1.Lactic acid 2.Magnetic resonance spectroscopy 3.Magnetic
resonance 4. Brain diseases 5.Mitochondria6.Cerebrospinal fluid 7.Central
nervous system
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O lactato no liquor (LCR) ¢ um parametro fundamental na investigacao
diagnéstica e no acompanhamento evolutivo de varias doengas neuroldgicas. Sua
quantificagdo ¢ realizada através da dosagem bioquimica, sendo obtida uma amostra
através da pun¢do, usualmente lombar, um procedimento invasivo e rotineiro. Muitas
dessas doengas também requerem uma avaliagdo por imagem dos pacientes e a
ressonancia magnética (RM) ¢ o exame de escolha para a caracterizagdo de lesdes

estruturais e alteragdes metabolicas do encéfalo.

Dentre as doengas que cursam com aumento de lactato no LCR, destacam-se
as doengas mitocondriais (DM), um grupo grande e heterogéneo de doencas e um
dos maiores grupos de doencas metabolicas hereditarias. Apresentam em comum o
comprometimento da fosforilagdo oxidativa (FO), que ¢ a via fundamental do
metabolismo celular. Assim, qualquer 6rgdo pode ser comprometido; entretanto, o
sistema nervoso central (SNC) e os musculos sdo os tecidos mais freqiientemente
afetados devido a dependéncia entre a sua produgdo energética e a fosforilagdo
oxidativa mitocondrial. Como consequéncia da interrup¢ao desse processo, a geragao
de energia ocorre através do metabolismo anaerdbio, originando a producgdo e o
acimulo de lactato que, apesar de ndo ser um marcador exclusivo dessas

enfermidades, ¢ uma substancia importante na avaliagdo das mesmas.

O diagnostico das DM ¢ complexo e envolve muitos testes, incluindo a
dosagem biogimica do lactato no LCR e os exames de imagem, destacando-se a RM,
pois € o que permite a avaliagdo de alteracdes morfoldgicas e metabolicas do

encéfalo. Em relagcdo a analise metabolica através da espectroscopia de protons por
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ressonancia magnética (ERM), ressalta-se a caracterizagao da presenca ou nao do
pico de lactato (PL), substancia essa que ¢ marcadora da interrup¢do do ciclo de

respiragdo aerdbica celular.

A caracterizagao através da ERM do PL no LCR e no parénquima cerebral
também aparenta ser um instrumento Util no diagnostico e monitorizacao de
pacientes com DM na pratica clinica (Mathews, Andermann et al., 1993; Pavlakis,
Kingsley et al., 1998). Lin e cols. observaram, em uma sériec de vinte € nove
pacientes com DM, que a caracterizagao do PL ¢ um achado frequente, tanto no LCR
quanto no parénquima; os autores também evidenciaram uma alta correlagdo entre a
presenca de lactato no SNC com outros marcadores clinicos desse grupo de doencas

(Lin, Crawford et al., 2003).

Quanto a caracterizacdo do PL no LCR, seja em individuos sdos, seja em
pacientes com aumento do lactato liquérico, hd certa controvérsia na literatura.
Alguns estudos com voluntarios sdos e outros com andlises comparativas entre
pacientes e grupos-controle demonstram a auséncia do PL no LCR e no parénquima
encefalico (Duyn, Gillen et al., 1993; Soher, Hurd et al., 1996). Contudo, Braun e
cols. (Braun, Gooskens et al., 2003) demonstraram que, mesmo com valores normais
de lactato no LCR, o PL pode ser caracterizado a ERM do LCR; destaca-se,
outrossim, uma ressalva em relacdo a esse trabalho, tanto pelo nimero limitado de
pacientes com amostra do LCR (oito de vinte e quatro), como também pelo tempo

transcorrido entre os exames e as coletas, que variou de um dia a quatro semanas.
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Diversos artigos na literatura médica referem a presenca do aumento do pico
de lactato no LCR através da ERM, porém, ndo existe referéncia a correlagdo in vivo

entre a sua dosagem bioquimica e a sua quantificagdo pela ERM.

Por suas caracteristicas, as doengas mitocondriais constituem o modelo de
eleicdo para a investigagdo in vivo da existéncia ou ndo da correlagdo entre a

dosagem do lactato no liquor e a sua caracterizacao através de ERM.

Assim sendo, esta pesquisa vem perscrutar as seguintes questdes: se ha
caracteriza¢cdo do PL no LCR, mesmo quando a dosagem bioquimica esta dentro dos
valores considerados normais e se existe correlagdo da analise quantitativa aferida a
partir do PL & ERM nos ventriculos laterais e a quantificacdo dessa substancia

através de método bioquimico nos pacientes com DM.



2 - Objetivos



Objetivos 6

Verificar a existéncia de correlagcdo entre os valores do lactato nas dosagens

séricas e liquoricas;

Comparar a presenca do pico do lactato na espectroscopia de protons dos
pacientes em quatro localizacdes (ventriculos laterais, nucleos da base,

substancia branca e cortex parietoccipital);

Verificar a existéncia de correlacdo entre a presenga do pico do lactato nos
ventriculos laterais na espectroscopia de protons dos pacientes com DM e as

dosagens séricas e liquoricas do mesmo.
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3.1- Conceito de doenca mitocondrial

As DM, também conhecidas como mitocondriopatias, sdo doencas
metabolicas caracterizadas por disfungdo da cadeia respiratoria, ou seja, da
fosforilagdo oxidativa (FO) e constituem um grupo vasto de desordens clinicas
decorrentes de mutagdes em genes mitocondriais ou genes nucleares; atualmente, sdo
denominadas de doencas da cadeia respiratéria (Hanna, Nelson, 1999; Leonard,
Schapira, 2000; von Kleist-Retzow, Schauseil-Zipf et al., 2003; Zeviani, Di Donato,

2004; DiMauro, Schon, 2008).

Qualquer sistema pode ser afetado; o encéfalo e os musculos, porém, sdo os
tecidos mais freqiientemente comprometidos devido ao fato de a sua produgdo
energética depender da fosforilagdo oxidativa mitocondrial (Luft, 1994; Hanna,
Nelson, 1999; Finsterer, 2006). Denomina-se encefalopatia mitocondrial (EM) o

envolvimento encefalico pela doenga (Filosto, Mancuso, 2007).

Dentre as doengas mitocondriais, as principais sindromes clinicas que,
predominantemente, cursam com EM, se destacam as seguintes: a sindrome de
Leigh; a sindrome de Kearns-Sayre; a encefalopatia com mioclonia, epilepsia e fibras
vermelhas rajadas (da sigla em inglés: MERRF) e a encefalopatia mitocondrial com
acidose latica e episodios stroke-like (da sigla em inglés: MELAS) (Zeviani, Di
Donato, 2004; Finsterer, 2006). Outras sindromes clinicas cursam com manifestagdes
que ndo envolvem o SNC e assim estdo além do escopo deste trabalho; desta

maneira, estas sindromes, tais como a neuropatia Optica hereditaria de Leber, a
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sindrome de Pearson, a oftalmoplegia externa progressiva ¢ a miopatia infantil com
acidose latica, nao serdo abordadas. Salienta-se, também, que existe uma grande
variedade na apresentagdo clinica, assim, muitos pacientes manifestam sinais e

sintomas que nao se encaixam em uma destas sindromes clinicas.

3.2- Histdrico das doengas mitocondriais

Em 1960, estudos em mitocondrias de figado de rato j4 demonstravam que
essa organela ¢ o sitio da respirag@o celular e da fosforilagdo regulada pela respiragdo

(Luft 1994).

Dois anos depois, Rolf Luft publicou o primeiro relato de doenca
mitocondrial, quando descreveu uma paciente de trinta anos, cujos sintomas
iniciaram-se aos 7 anos de vida, que apresentava polidipsia sem poliuria, acentuada
sudorese, ingesta calorica elevada apesar de reduzido indice de massa corporea e
fraqueza muscular. A fungao tireoidiana era normal; a taxa de metabolismo basal, no
entanto, era muito elevada, fato que o fez pressupor que mecanismos reguladores do
consumo de oxigénio em nivel celular estivessem implicados, direcionando assim a

investigacdo para a mitocondria da musculatura esquelética (Luft, Ikkos et al., 1962).

No inicio da década de 1970, ja era conhecido o fato de que alteragdes da
cadeia respiratoria, sem ou com alteragdes estruturais da mitocondria, ocorriam em
algumas miopatias, mesmo sem o alto consumo de oxigénio, e foram relatadas,
relatadas algumas doengas com envolvimento do sistema nervoso central (SNC) e da

musculatura esquelética (Spiro, Prineas et al., 1970; Morgan-Hughes, 1982).
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A presenga de DNA mitocondrial foi demonstrada em 1963 por Nass ¢ Nass
em embrides de galinhas (Nass, Nass, 1963), e por Schatz, em leveduras (Schatz,

1963).

A sequéncia do genoma mitocondrial foi elucidada em 1981 por Anderson e
cols. (Anderson, Bankier et al., 1981) e nos vinte anos seguintes mais de duzentos
pontos de mutacdes, delecdes, inser¢des e rearranjos foram descritos (Hanna e

Nelson, 1999; Jacobs, de Wert et al., 2006; Moslemi e Darin, 2007).

Em 1988, Scholte, baseado na bioquimica mitocondrial, revisou e classificou

mais de 120 alteragdes que causavam disfuncdo mitocondrial (Scholte, 1988).

Desde entdo, ha crescente identificagdo de defeitos da FO, os quais tém sido
continuamente estudados e descritos; atualmente, constituem eles a doenga
metabolica hereditaria mais frequente, com incidéncia estimada em 1:8000

(Chinnery, 2004).

Algumas das principais sindromes e doengas sdo referidas a seguir com

relacdo ao ano de suas descricdes.

A sindrome de Leigh foi descrita em 1951 por Denis Leigh (Leigh, 1951).
Em seu relato de caso, o autor descreveu um paciente de sete meses e trés semanas
de vida com um desenvolvimento aparentemente normal até seis semanas antes da
consulta, quando o paciente parou de chorar, comecou a dormir por periodos muito
longos, s6 despertando com estimulos, pois permanecia imovel. Ao exame fisico, o
paciente aparentava ser surdo, sendo observadas atrofia Optica bilateral e moderada
espasticidade nos quatro membros, ndo sendo obtidos os reflexos. Nos dias

seguintes, houve piora do quadro com evolugdo do paciente para coma, hiperpirexia
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e Obito. A suspeita clinica de encefalite foi confirmada pelo estudo
anatomopatolégico do SNC, que evidenciou uma encefalomiopatia subaguda

necrotizante.

A sindrome de Kearns-Sayre (SKS) foi descrita em 1958 por Kearns e Sayre
como ptose, oftalmoplegia e pigmentagao atipica da retina (retinite pigmentosa), com

aspecto de “sal e pimenta” (Kearns e Sayre, 1958).

O primeiro relato de pacientes com MERRF foi descrito por Fukura e cols.
em 1980. Os autores descreveram a associagdo em dois pacientes de mioclonia
cerebelar dissinérgica, ataxia de Friedreich e miopatia mitocondrial (Fukuhara,
Tokiguchi et al., 1980). Rosing e cols. descreveram uma familia em que varios
integrantes apresentavam esse quadro clinico e designou o termo MERRF syndrome.
Considerando a variabilidade das caracteristicas de hereditariedade, foi sugerida
como causa uma mutacdo do DNA mitocondrial (Rosing, Hopkins et al., 1985). A
primeira mutacdo especifica foi demonstrada por Shoffner e col (Shoffner, Lott et al.,

1990).

A MELAS foi descrita em 1984 por Pavlakis et cols. em dois pacientes com
miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidose lactica e lesdes cerebrais recorrentes
semelhantes a insultos vasculares (stroke like). Esses pacientes, assim como outros
descritos anteriormente, apresentavam, em comum, desenvolvimento inicial normal,
baixa estatura, hemiparesia, hemianopsia ou cegueira cortical e fibras vermelhas
rajadas na bidpsia muscular, o que levou os autores a sugerirem que se tratava de

uma nova doencga distinta da sindrome de Kearns-Sayre e da sindrome mioclénica
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epiléptica com fibras vermelhas rajadas. Os autores também aventaram que a

transmissao seria materna (Pavlakis, Phillips et al., 1984).

3.3- Fisiopatologia das doencas mitocondriais

As mitocondrias t€ém como principal fun¢do a producdo de energia na forma
de adenosina trifosfato (ATP). A funcdo mitocondrial, através da comunicagdo
intergénomica, ¢ regulada pelos dois sistemas genéticos celulares: o nuclear e o

mitocondrial.

A produgdo de ATP ocorre na cadeia respiratdria através de mecanismo de

fosforilagdao oxidativa (OXPHOS).

A cadeia respiratoria ocorre na membrana interna da mitocondria e ¢
constituida pela série de complexos enzimaticos I, II, III, IV e V, que contém
aproximadamente 70 polipeptidios, e por duas moléculas que atuam como fatores de

unido: a coenzima Q ¢ o citocromo C.

Como conseqiiéncia do disturbio da fosforilagdo oxidativa mitocondrial,
ocorre a producdo e o acumulo de lactato, substancia que, apesar de constituir
aparentemente um achado universal neste grupo de doengas, ndo constitui um
marcador especifico, pois sua presenca estd relacionada a qualquer evento que

determine interrup¢do da cadeia respiratoria.
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3.4- Genetica das doengas mitocondriais

As mitocOndrias apresentam um sistema genético proprio; no entanto,
também dependem de proteinas codificadas no nucleo e sintetizadas nos ribossomos
citoplasmaticos que, num segundo momento, sdo importadas. Assim, a funcdo
mitocondrial, através da comunicagdo intergénomica, ¢ regulada pelos dois sistemas

genéticos celulares: o nuclear e o mitocondrial.

O DNA mitocondrial (DNAmt) origina-se exclusivamente do 6vulo e contém
37 genes, 13 destes codificam polipeptidios para a cadeia respiratdria mitocondrial.
O complexo II e os demais polipeptidios dos outros complexos sdo determinados por
genes nucleares. Os outros 24 genes mitocondriais sdo necessarios para a tradugado de
proteinas dos ribossomos mitocondriais, 22 codificam o RNA de transferéncia
(RNAt) e 2 0 RNA ribossomal (RNAr). Cada mitocondria apresenta de duas a dez
copias de DNAmt. As mutacdes do DNAmt podem comprometer todos os genes ou
parte deles. Podem coexistir, numa mesma cé¢lula, um DNAmt normal e um com
mutacdo, o que ¢ denominado de heteroplasmia. A expressdo fenotipica de uma
mutagdo do DNAmt ¢ variavel, ndo segue as regras da heranca mendeliana e depende
da propor¢do deste que apresenta mutagdo e que, assim, quantitativamente determina
a alteracdo do metabolismo oxidativo e da demanda energética de cada tecido

(Ricoy-Campo e Cabello, 2003).

As alteracdbes do DNAmt incluem as dele¢des unicas, habitualmente
esporadicas, as duplicagdes ou delecdes simples e as mutacdes pontuais, as duas

ultimas de heranca materna. As alteracdes dependentes do DNA nuclear (DNAn) tém
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heranga mendeliana e incluem alteragdes dos genes nucleares que codificam
proteinas mitocondriais, alteracdes na importagdo de proteinas mitocondriais e
alteragdes na comunicagao intergendmica (delegdes multiplas do DNAmt e deplegao

do DNAmt) (Ricoy-Campo e Cabello, 2003).

Mais de 200 pontos de mutacdo nos genes do DNA mitocondrial ja foram
descritos (DiMauro, 2003; Jacobs, de Wert et al., 2006) e algumas dessas mutacdes

sdo explicitadas a seguir.

A sindrome de Leigh ocorre em pacientes com deficiéncias enzimdticas que
incluem o complexo piruvato-desidrogenase e os complexos I, II e IV (citocromo C
oxidadase), condi¢cdes essas com hereditariedade varidvel, podendo ser de heranca
mendeliana, determinada por mutacdo materna, ligada ao cromossomo X, ou mesmo
esporddica (Mannan, Sharma et al., 2004; Yang, Sun et al., 2006). Mutagdes pontuais
e especificas do DNA mitocondrial foram descritas mais recentemente como
T8993G, T8993C, T9176C, A8344G e A3243G (Yang, Sun et al., 2006; Zhang,
Yang et al.,, 2007). H4 também estudos demonstrando muta¢des no gene SURF1
(9934) e no gene LRPPRC, responsavel pela variedade franco-canadense da SL,
ambas associadas a deficiéncia da enzima citocromo C oxidase (COX) (Zhu, Yao et
al., 1998; Leonard e Schapira, 2000; Zhang, Yang et al., 2007). Deficiéncia da co-
enzima Q 10 e a fraqueza neurogénica com ataxia e retinite pigmentosa, relacionada
ao gene MT-ATP6, também podem manifestar-se como a sindrome de Leigh (Van

Maldergem, Trijbels et al., 2002).

A sindrome de Kearns-Sayre (SKS) e a sindrome de Pearson apresentam

freqlientemente delecdo do DNAmt (Park, Ma et al.,, 2004). Em 70 a 80% dos
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pacientes com SKS, a delecao ¢ tnica e em larga escala (Carod-Artal, Lopez

Gallardo et al., 2006).

A MERREF ¢ associada a mutagdes no gene tRNALys; a mutacdo A83444G ¢
encontrada em 80 a 90% dos pacientes, sendo também descritas outras duas

mutagdes, T8356C e G8363A, que responderiam pela maior parte dos demais casos

(Shoftner, Lott et al., 1990; DiMauro S, 2002; Mancuso, Ferraris et al., 2005).

A MELAS apresenta como mutacdo do DNA mitocondrial mais freqiliente a
substituigdo da guanina pela adenina no nucleotideo (NT) 3242 no gene
(mtDNA)tRNALeu(UUR), sendo esta responsdvel por cerca de 80% dos casos

(Nakamura, Yoshinari et al., 2000).

3.5- Neuropatologia das doengas mitocondriais

O SNC ¢ comprometido pela DM em padrdes diversos de distribui¢do e
severidade. As lesdOes mais caracteristicas na substincia cinzenta, embora nao
especificas, sdo: a lesdo neuronal, quer por atrofia, quer por perda celular; as lesdes
vasculares e a necrose, representadas por cavitacdes, astrogliose e edema (Filosto,
Tomelleri et al., 2007); na substancia branca, observam-se desmielinizacdo e
degeneracdo espongiforme (Filosto, Tomelleri et al., 2007); a gliose também pode

ocorrer (Betts, Lightowlers et al., 2004; Filosto, Tomelleri et al., 2007).

Observa-se, nessas doencas, assimetria de comprometimento das substincias

branca e cinzenta, MERRF, MELAS, e sindrome de Leigh apresentam,
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predominantemente, lesdes da substancia cinzenta enquanto, na sindrome de Kearns-

Sayre, a substancia branca ¢ a mais comprometida.

A seguir s3o descritos alguns aspectos mais especificos de algumas das EM.

A sindrome de Leigh apresenta lesdo neuronal geralmente bilateral e
simétrica, preferencialmente localizada nos nucleos da base, tdlamos e tronco

cerebral (Filosto, Tomelleri et al., 2007).

A sindrome de Kearn-Sayre caracteriza-se por degeneragcdo espongiforme da

substancia branca e do tronco cerebral (Betts, Lightowlers et al., 2004).

A MERRF cursa com degeneragdo neuronal predominantemente em
estruturas subcorticais, como o0s nucleos denteados, o tronco cerebral € o cortex

cerebelar (Betts, Lightowlers et al., 2004).

A MELAS apresenta multiplas lesdes semelhantes a infartos, porém sem
respeitar os territorios vasculares; as regides mais comprometidas sdo os cortices
occipital, parietal and temporal. A substancia cinzenta profunda, o cerebelo e o
tronco cerebral também apresentam perda neuronal (Betts, Lightowlers et al., 2004).
No cortex cerebral, podem ser observadas alteracdes espongiformes, proliferacao

astrocitica e capilar; os neurdnio sdo relativamente poupados (Sue, Crimmins et al.,

1998).
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3.6- Quadro clinico das doencas mitocondriais

As primeiras manifestacoes clinicas deste grupo de doengas, que ocorre
durante a infancia ou em adultos jovens, sdo amplas e varidveis, porém o encéfalo e
os musculos sd3o os tecidos mais freqlientemente afetados, devido ao fato de sua
producdo energética depender da fosforilagdo oxidativa mitocondrial (Hanna and
Nelson 1999). Assim, o quadro clinico mais freqiiente ¢ de fraqueza muscular
associada a alteracdes neuroldgicas como convulsdes, episodios “‘stroke-like”,
retardo do desenvolvimento na infancia, deméncia na vida adulta, ataxia, neuropatia
optica, retinopatia, deficiéncia auditiva neurossensorial e neuropatia periférica (Lin,

Crawford et al., 2003). Nota-se também fraca correlagdo entre gendtipo e fenotipo.

A seguir sdo descritas algumas das principais doencas e sindromes com
referéncia aos sinais e sintomas mais relacionados e frequentes, apesar de, como

descrito anteriormente, o quadro clinico ser bastante diversificado.

A sindrome de Leigh tem apresentacdo clinica varidvel e cursa com crises
convulsivas, retardo psicomotor, atrofia Optica, hipotonia, letargia, vomitos, ataxia,
tremor, sinais piramidais, irritabilidade, nistagmo, oftalmoplegia e alteracdes
respiratdrias. Pincus apresentou uma série de 78 pacientes e descreveu dois grupos:
um com inicio da doenca antes dos 12 meses de vida e outro, com inicio apds 18
meses de vida; esse autor observou, também, que a apresentagdo clinica ¢
inconstante. No primeiro grupo, predominavam retardo psicomotor, vomitos e perda
de peso; no segundo, eram mais frequentes distirbios de movimento, coma e

nistagmo (Pincus 1972). A fraqueza neurogénica com ataxia e retinite pigmentosa
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(da sigla em inglés: NARP) também pode se manifestar clinicamente como a
sindrome de Leigh; outros sintomas incluem retardo no desenvolvimento, neuropatia
sensorial, ataxia e fraqueza muscular neurogénica proximal além de sintomas visuais

decorrentes da retinite pigmentar (Keranen e Kuusisto, 2006).

A sindrome de Kearns-Sayre (SKS) cursa com ptose, oftalmoplegia e
pigmentacao atipica da retina (retinite pigmentosa), com aspecto de “sal e pimenta”.
A sindrome de Pearson ¢ caracterizada por anemia hipocelular e deficiéncia exocrina
do pancreas, podendo evoluir para a SKS. Os pacientes podem apresentar também
alteracdes neuroldgicas como ataxia e deméncia, bem como alteragdes enddcrinas -
diabetes mellitus, hiperaldosteronismo e hipoparatircoidismo. Geralmente,
desenvolvem defeitos de conducdo cardiaca com conseqiientes sincopes e morte

subita (Park, Ma et al., 2004).

O inicio do quadro clinico na MERRF se da na vida adulta (Barkovich et al.,
2005). Apresenta-se como epilepsia caracterizada por convulsdes mioclonicas que
podem ou ndo se generalizar. Outros sintomas sdao deméncia, lipomatose multipla
simétrica, déficits do trato cortico-espinal, surdez, neuropatia periférica,
cardiomiopatia e disfungdo tubular renal (von Kleist-Retzow, Schauseil-Zipf et al.

2003).

O inicio da MELAS pode ser em qualquer idade, mas, geralmente, ¢ por volta
da segunda década da vida. Cursa com encefalopatia - frequentemente associada a
convulsdes parciais de dificil controle medicamentoso (Valanne, Ketonen et al.,

1998) - deméncia progressiva, episddios “stroke-like” recorrentes, cefaléia pulsatil e
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perda auditiva neurossensorial. Baixa estatura e diabetes mellitus também sao

freqiientes (von Kleist-Retzow, Schauseil-Zipf et al., 2003).

3.7- Diagnostico das doencas mitocondriais

O diagndstico das DM ¢ feito através de um conjunto de estudos que incluem
inicialmente uma avaliagdo clinica minuciosa seguida de exames subsidiarios como a
analise bioquimica do sangue, do LCR, da urina, o estudo por RM, a biopsia

muscular e a analise genética.

A analise bioquimica do plasma caracterizando um nivel de lactato acima de
2,1 mmol/L ou 19 mg/dL ¢ considerada suspeita (Zschocke e Hoffmann, 2004) assim
como uma relacdo lactato/piruvato acima de 25:1 (Filosto, Tomelleri et al., 2007);
entretanto, um valor normal ndo exclui uma doenca mitocondrial (Zschocke e
Hoffmann, 2004). O nivel de creatina quinase pode ser normal ou moderadamente
alto, exceto em pacientes com miopatias relacionadas a deplecio do DNA
mitocondrial, quando essa mensuracdo geralmente ¢ superior a 1000 UI (DiMauro,
Bonilla et al., 1999). Outra alteracdo sanguinea que pode ser observada em alguns

pacientes ¢ o aumento da alanina (Morava, Hogeveen et al., 2006).

A andlise bioquimica do LCR pode evidenciar um nivel normal ou elevado de
lactato (considerando-se, para pacientes pediatricos, aumentado um valor superior a
1,8 mmol/L ou 16 mg/dL) (Benoist, Alberti et al., 2003; Zschocke e Hoffmann,

2004), piruvato, proteinas e células (Finsterer, 2006). Bandas oligoclonais podem ser



Revisdo da literatura 20

detectadas e estdo, provavelmente, relacionadas a resposta imune frente a deteccdo

de proteinas alteradas pelas mutacdes genéticas (Finsterer, 2006).

A analise bioquimica da urina pode evidenciar um nivel elevado de lactato e

de intermediarios do ciclo de Krebs (Barshop 2004; Zschocke e Hoffmann, 2004).

Diversas outras alteragdes liqudricas e urindrias relacionadas especificamente
a uma das doencas ou a uma das sindromes pertencentes as DM podem ser
caracterizadas; a descricdo detalhada e especifica estd, no entanto, além do escopo

deste trabalho.

A bidpsia muscular pode demonstrar, na coloragdo tricromica de Gomori
modificada, as fibras vermelhas rajadas com proliferacao patologica de mitocondrias
estruturalmente alteradas; reacdes de succinato desidrogenase evidenciam actimulo
difuso ou subsarcolemal; coloragdo para citocromo ¢ oxidase (COX) demonstram

fibras COX negativas (Filosto, Tomelleri et al., 2007).

As alteragdes genéticas, quando conhecidas, sdo realizadas por testes cujos
genes relacionados foram referidos no item 3.3 (Genética das doengas
mitocondriais). Os exames realizados sdo varios e incluem “Southern blot” para
pesquisa de rearranjos, reacdo de cadeia de polimerase (PCR) e sequenciamento
genético direto ou cromatografia liquida de alta performance desnaturante (DHPLC)

(Filosto, Tomelleri et al., 2007).

Os aspectos observados através do estudo por RM do SNC serdo detalhados

no item especifico, 3.8 (RM nas doencas mitocondriais).
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A espectroscopia por RM de fosforo também pode ser utilizada para avaliar a
relagdo fosfocreatina/fosfato inorganico na musculatura esquelética durante o
repouso, o exercicio e a fase de recuperagao (Gillis e Kaye, 2002). Os pacientes com
DM apresentam um valor dessa relagdo; entre metabdlitos, baixa em repouso, muito

reduzido ao esforco e com recuperagao lenta (Filosto, Tomelleri et al., 2007).

3.8- Ressonancia magnética nas doencas mitocondriais

A RM ¢ um método altamente sensivel para a caracterizagdo das alteracdes
do encéfalo e constitui o método de imagem de escolha para o estudo deste grupo de

doengas.

As EM tém expressado variavel pela RM. Muito pacientes apresentam achados
inespecificos como focos de hipersinal em T2 na substancia branca ou apenas retardo
da mielinizacdo. Um aspecto de imagem bastante sugestivo deste grupo de doengas ¢é
o comprometimento da substincia cinzenta profunda (nucleos da base), associado a

alteracoes da substancia branca.

A seguir sdao descritas algumas das principais doengas e sindromes com

aspectos mais tipicos na RM.

A sindrome de Leigh é causada por diferentes defeitos genéticos ainda nao
totalmente estabelecidos. Assim, o aspecto de imagens também apresenta variagdes.
Classicamente, apresenta, como achados de RM, lesdes com hipossinal em T1 e

hipersinal em T2 no corpo estriado e retardo da mielinizagdo. A ERM demonstra
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redu¢do do N-acetil aspartato (Naa) e presenga do pico de lactato. Outro padrao de
imagem nesta doenca ¢ o de comprometimento dos nucleos subtalamicos, bulbo,
ponte, pedinculos cerebelares inferiores, olivas e substancia cinzenta periaquedutal

(Barkovich 2005).

A Sindrome de Kearns-Sayre pode, inicialmente, apresentar aspecto normal a
RM. Com o decorrer da doenga, surgem focos de hipersinal nas seqii€ncias
ponderadas em T2 na substdncia branca subcortical, caracteristicamente com
envolvimento das fibras em “U”, mas poupando a regido periventricular.
Posteriormente, ha comprometimento dos nucleos da base, tdlamos e mesencéfalo. A
ERM demonstra redu¢do do Naa e presenca do pico de lactato (Barkovich, Good et

al., 1993).

A MERRF demonstra atrofia cerebral e cerebelar, focos de hipersinal em T2
e FLAIR na substancia branca, atrofia e calcificacdes palidais, lesdes em tronco e
medula espinhal e acentuada tortuosidade dos vasos cerebrais (Lexa, 1996; Ito, Shirai

et al., 2008).

A MELAS apresenta classicamente comprometimento das substancias
cinzenta e branca inicialmente dos lobos parietal e occipital, cujo aspecto a RM ¢
semelhante ao de eventos vasculares isquémicos, diferenciando-se desses por nao
respeitar um territorio vascular especifico; a substincia cinzenta profunda também
pode ser acometida (Oppenheim, Galanaud et al., 2000; AJ 2005; Barkovich et al.,
2005). Na fase aguda, essas lesoes apresentam-se edematosas e com sinal alto em T2
e FLAIR nos estudos de RM (Abe, Inui et al., 1990; Matthews, Tampieri et al., 1991;

Barkovich, Good et al., 1993; Ohshita, Oka et al., 2000). A sequéncia de difusdo
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pode mostrar hipersinal nas areas comprometidas, porém com valores normais ou
com aumento dos coeficientes de difusdo aparente (CDA), aspecto esse que pode
auxiliar na diferenciacdo das lesdes decorrentes da MELAS daquelas relacionadas a
eventos vasculares isquémicos (Oppenheim, Galanaud et al., 2000; Yonemura,
Hasegawa et al., 2001). A evolugdo pode mostrar a resolucdo das mesmas ou o
aspecto seqiielar caracterizado por atrofia cortical. Como a doenga evolui em surtos,
estas lesoes sao descritas como migratdrias, ja que o local comprometido ¢ variavel
(Rosen, Phillips et al., 1990; Kim, Kim et al., 1996). A ERM pode evidenciar
presenca do pico de lactato tanto nas areas com alteragcdo nas seqiiéncias ponderadas
em T2 como nas que apresentam sinal habitual (Barkovich, Good et al., 1993; AJ,

2005).

Em resumo, considerando este grupo de doencas, pode-se dizer que os
padrdes de imagem por RM nas EM tém apresentacdo bastante variavel, incluindo
desde exames com aspecto normal a exames com padrdes alterados com aspecto
degenerativo, similar a leucomalédcia periventricular, a esclerose multipla e a
leucodistrofia ou alteragdes em nticleos da base, tronco cerebral e cerebelo. Outras
alteragdes também observadas s3o lesdes stroke-like, alteragdes similares a
encefalomielite aguda disseminada, alteracdes de sinal no trato Optico e hipdfise de

dimensdes reduzidas (Palasis, 2001).
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3.9- Espectroscopia de protons por ressonancia magnetica

A espectroscopia de protons por ressonancia magnética (ERM) ¢ uma
ferramenta de diagnodstico ndo invasiva que permite o estudo in vivo de metabdlitos.
Surgiu no inicio da década de 70, concomitantemente com as imagens estruturais por
RM; seu desenvolvimento ¢ atribuido a Lautenbun e Damadian que desenvolveram
seus trabalhos simultanemente, mas de modo independente. Em 1971, Damadian,
fisico do Downstate Medical Center no Brooklyn, New York, Estados Unidos,
interessado na dinamica celular, estudou as propriedades de relaxamento de tecidos
sdaos de ratos e neoplasias benignas e malignas humanas (Damadian, 1971; Hendee
1989; Macchia, Termine et al., 2007). Lautenbun, quimico da Universidade de Nova
York, Estados Unidos, produziu a primeira imagem reconstruida a partir do sinal de
RM de dois tubos capilares preenchidos por dgua, o que denominou zegmatografia

em 1973 (Hendee, 1989; Lauterbur, 1989).

A partir de entdo, houve o desenvovimento de equipamentos de RM para uso
clinico. Muitos desses equipamentos, além de fornecer as imagens morfologicas,
eram aptos a realizar a ERM; sua analise, contudo, era dificultada em funcdo da

necessidade de processamento dos dados apds sua obtengao.

O passo seguinte foi o desenvolvimento de uma sequéncia de ERM
automatizada ¢ rapida, a qual foi aprovada em 1995 pelo FDA (Food and Drug
Administration) para uso nos Estados Unidos. Houve, assim, um grande interesse na

sua utiliza¢do, que cresceu exponencialmente na pratica clinica, sendo incorporada
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aos protocolos de rotina de exames de diagndstico por imagem do encéfalo

utilizando a RM (Ross e Bluml, 2001).

O hidrogénio ¢ o atomo mais estudado na pratica clinica pela ERM por ser
abundante no organismo, por sua alta sensibilidade a RM em relacdo a outros
nucleos e pelo fato de utilizar a mesma bobina empregada na obtengdo das imagens
estruturais rotineiras (Castillo, Kwock et al., 1996). Outros 4tomos que podem ser
estudados pela ERM e com interesse bioldgico sdo o litio, o carbono, o nitrogénio, o
fltor, o sodio, o aluminio, o fésforo, o cloro, o potassio, o0 manganés ¢ o cobalto

(McClure, Kanfer et al., 1995).

Na ERM, sdo analisadas amostras tridimensionais denominadas de volume de
interesse (VOI). Assim, o VOI deve ser posicionado de forma a conter a maior

amostra do tecido a ser estudado.

O mecanismo de formagao de imagem através da RM consiste em aplicar, por
alguns microssegundos, um pulso de radiofrequéncia (PRF) especifico para o
elemento quimico escolhido. Esse evento ocorre dentro de um ambiente no qual o
material estudado, seja um paciente, seja uma amostra, estd submetido a um forte
campo magnético que determina o alinhamento de todos os seus atomos, incluindo os
do elemento quimico escolhido, paralelo ao proprio campo. Durante o PRF, ha o
desalinhamento do vetor total de magnetizacdo, que consiste na somatoria de todos
os vetores determinados por todos os atomos do elemento quimico escolhido.
Desligado o PRF, ¢ gerado um pequeno sinal elétrico, denominado na lingua inglesa
de free induction decay (FID), decorrente do realinhamento ao campo magnético.

Esse sinal elétrico ¢ detectado pela bobina e ap6s varias repeticdes desse mecanismo,



Revisdo da literatura 26

através da transformada de Fourier, obtém-se um grafico, que ¢ a apresentagcao da

espectroscopia.

O ecixo horizontal do grafico demonstra a variagdo da frequéncia de
ressonancia de cada metabolito, denominada de desvio quimico, a qual é especifica
para cada substancia e expressa em partes por milhdo (ppm); essa unidade ¢
independente da magnitude do campo magnético utilizado (Jacobs, Ibrahim et al.,

2007). O eixo vertical avalia a amplitude de cada metabdlito.

A 4gua ¢ a molécula mais abundante nos tecidos humanos, assim, ¢
necessaria a supressdo de seu sinal, pois, caso contrdrio, seu pico no espectro seria
tdo preponderante que os demais picos seriam pouco distinguiveis da linha de base
do grafico. Para tanto, utilizam-se pulsos seletivos de radiofrequéncia, denominados
de CHESS (chemical shift selective), antes da realizagdo da seqiiéncia de
espectroscopia propriamente dita. Esses PRF tém largura estreita e sdo centralizados
sobre a freqiiéncia de ressonancia dos préotons da agua, saturando-os e anulando o seu

sinal (Kwock, 1998).

A homogeneizagao do campo magnético no interior do VOI ¢ outro passo
para a obten¢do de uma boa ERM. Para isso, sdo realizados ajustes, denominados em
inglés de shimming, procedimentos geralmente automatizados. A heterogeneidade do
campo magnético no interior do VOI ou proxima a este € indesejavel, pois determina
reducdo da relagdo sinal/ruido e diferentes desvios quimicos para um mesmo
metabolito no interior do VOI, cujo efeito final é o alargamento dos picos. Dessa
forma, com os picos alargados, hd sobreposicao entre picos diferentes e dificuldades

maiores para a quantificacdo dos metabdlitos a serem analisados.
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A ERM pode utilizar um VOI tnico, denominado em inglés de single voxel,
ou multiplos volumes de interesse adquiridos simultaneamente, em inglés,
multivoxel. Enquanto o VOI unico estuda uma s6 amostra, que ¢ colocada na regido
de interesse, a aquisicdo simultanea de multiplos VOIs realiza varias amostragens

simultaneamente, numa mesma regido previamente selecionada.

As duas técnicas mais utilizadas para a aquisicdo de ERM sdo o modo de
aquisi¢ao baseado em ecos estimulados e a espectroscopia com resolu¢do pontual,
ambas mais conhecidas pelas siglas em inglés STEAM (stimulated echo acquisition
mode) e PRESS (point resolved spectroscopy), respectivamente. Ha vantagens e
desvantagens em ambas (Castillo, Kwock et al., 1996; Kwock, 1998; Danielsen e

Ross, 1999; Ross e Bluml, 2001).

Atualmente tanto a técnica STEAM quanto a PRESS permitem detectar

metabolitos com tempo de eco (TE) curto e longo.

A técnica STEAM apresenta como vantagem uma supressao de agua mais
efetiva e sem necessidade de aumento do tempo total de aquisi¢cao da seqiiéncia, pois,
durante o tempo de mistura (TM), que consiste em um intervalo durante a seqiiéncia,
¢ possivel realizar pulsos adicionais de saturagdo dos protons da agua, além daqueles
aplicados antes do inicio da seqiiéncia. Entretanto, a técnica STEAM ¢ mais sensivel

a movimentacao do paciente.

A técnica PRESS, baseada numa variagdo da seqiiéncia classica de eco de
spins da RM convencional, apresenta maior relagdo sinal/ruido e ¢ menos sensivel a

movimentagdo do paciente (Kwock, 1998).
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Os estudos com VOI tnico podem utilizar qualquer uma das técnicas, mas a
aquisicdo simultanea de multiplos VOIs geralmente utiliza TE longo na maioria dos

aparelhos em uso comercial.

Os principais metabolitos analisaveis pela ERM s3o N-acetil aspartato,
creatina, colina, mio-inositol, lactato (Lac), lipidios e glutamina/glutamato (Kwock,

1998).

O N-acetil aspartato ¢ um metabdlito exclusivo de neurénios e
oligodendrocitos imaturos, ndo sendo caracterizado em outros tecidos que ndo o
encefalico (Simmons, Frondoza et al., 1991; Urenjak, Williams et al., 1992). Existe
no cérebro numa concentragdo maxima de até 12 mmol/L (Miyake e Kakimoto,
1981; Miyake, Kakimoto et al., 1981; Urenjak, Williams et al., 1992; Bluml, 1999;
Pan e Takahashi, 2005), o que o torna uma das moléculas em maior concentragdo no
encéfalo, sendo considerado um marcador da satide neuronal bem como de sua
viabilidade e de sua populagdo (Moffett, Ross et al., 2007). Entretanto, a
compreensdo de sua fungdes neuroquimica e metabdlica continuam a ser investigadas
e permanecem controvertidas, apesar de ser estudado ha cerca de cinco décadas
(Moffett, Ross et al., 2007). O Naa ¢ sintetizado na mitocondria a partir do aspartato
e da acetiyl-coenzima A pela enzima L- aspartato N-acetiltransferase (Patel e Clark,
1979; Truckenmiller, Namboodiri et al., 1985); ¢ transportado do neurdénio para o
oligodendrocito onde, no citoplasma, ¢ degradado pela enzima aspartoacilase para a
sintese de 4acidos graxos e esteroides, os quais serdo utilizados na confec¢do da
bainha de mielina (Baslow e Guilfoyle, 2006). Ap6s o processo de mielinizacdo, o
Naa permanece envolvido na manutencdo da mielina e possivelmente também

cumpre papel bioenergético na mitocondria neuronal (Tallan, 1957; Patel e Clark,
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1979; Madhavarao, Chinopoulos et al., 2003). A hipotese aventada ¢ de que a
acetilacdo do aspartato pode facilitar sua remog¢do da mitocondria e, assim,
favoreceria a conversdo de glutamato para alfa cetoglutarato, o qual integra a
producdo de energia através de sua entrada no ciclo do 4cido tricarboxilico
(Madhavarao, Moffett et al., 2004). H& evidéncias de que o Naa seja um precursor
direto na sintese enzimatica do N-acetilaspartilglutamato, o qual constitui o peptideo
em maior concentagdo no neurénio e especifico desta célula (Moffett, Ross et al.,
2007). Outras possiveis fungdes do Naa seriam a osmorregulagdo celular e a
sinalizagdo entre axdénio e glia (Taylor, Davies et al., 1994; Baslow e Guilfoyle,
2006). Moffett e cols. (Moffett, Ross et al., 2007) também sugerem que o Naa esteja
envolvido no balango do nitrogénio cerebral. Sua concentracdo diminui de maneira
inespecifica nas doengas em que ha perda neuronal e/ou axonal ja que, no neurénio, o
Naa esté presente no corpo celular, no axénio e nos dendritos (Simmons, Frondoza et
al., 1991); também pode ser observada a reducdo de seu pico em disfungdes
reversiveis do neurdénio ou da mitocondria (De Stefano, Matthews et al. 1995;
Gasparovic, Arfai et al. 2001; Demougeot, Marie et al., 2004; Moffett, Ross et al.,
2007). A concentragdo de Naa se apresenta aumentada quase que exclusivamente na
doenga de Canavan, uma condi¢do genética hereditaria e rara em que o excesso desta
substancia determina efeitos deletérios as células. Relatos esporadicos referem o
aumento do Naa nos nucleos da base de pacientes pediatricos diagnosticados com
anemia falciforme e de ratos medicados com haloperidol (Harte, Bachus et al., 2005;
Steen e Ogg, 2005). E detectado através da ressonancia de seu grupo N-acetil metil e
apresenta contribui¢des de outros grupos N-acetil menos importantes. Em condigdes

normais, ¢ o maior pico do espectro e se encontra em 2,02 e 2,6 ppm (De Graaf,
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1998; Wang e Zimmerman, 1998; Danielsen e Ross, 1999); pode ser estudado com

TE curto ou longo.

A creatina ¢ um marcador dos sistemas de producdo de energia nas células do
SNC, pois funciona como reservatorio de fosfatos de alta energia e como um tampao
para os reservatorios de ADP-ATP, refletindo, assim, a integridade dos sistemas
energéticos. E relativamente estavel e utilizada como denominador para a realizagio
das razdes entre os metabolitos. O pico da creatina contém contribui¢des da creatina,
da fosfocreatina e, em menor quantidade, do 4cido y-aminobutirico, da lisina e da
glutationa. O pico principal da creatina esta localizado em 3,03 ppm, havendo
também um pico adicional em 3,93 ppm (De Graaf, 1998; Kwock, 1998; Wang e
Zimmerman, 1998; Danielsen e Ross, 1999); pode ser estudada com TE curto ou

longo.

A colina ¢ um precursor da acetilcolina e da fosfatidilcolina estando, assim,
envolvida na sintese e na degradacdo de fosfolipidios das membranas celulares,
refletindo o turnover dessas; portanto, estd aumentada em processos em que existe
hipercelularidade, como, por exemplo, em neoplasias, tanto primdrias quanto
secundarias do SNC, e em lesdes desmielinizantes. O pico da colina mede o total de
colina mével; inclui, portanto, colina livre, acetilcolina e fosfatidilcolina, abrangendo
sua substancia precursora e seu produto de degradacdo, que sdo, respectivamente, a
fosfocolina e a glicerofosfocolina. Este pico est4 localizado em 3,22 ppm (De Graaf,
1998; Kwock, 1998; Wang e Zimmerman, 1998; Danielsen e Ross, 1999); pode ser

estudada com TE curto ou longo.
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O mio-inositol ¢ um metabolito marcador de células gliais, tem funcao
relacionada ao controle da osmolaridade, ou regulacdo do volume celular; ¢ um
mensageiro intracelular e um agente desintoxicante no cérebro. Estd aumentado em
processos que cursam com gliose e em tumores gliais bem diferenciados (Castillo,
Smith et al., 2000). O mio-inositol ¢ também um produto da degradagdo da mielina.
O pico do mio-inositol estd localizado em 3,56 e¢ 4,0 ppm (Zimmerman ¢ Wang,
1997; Kwock, 1998; Wang e Zimmerman, 1998; Danielsen e Ross, 1999). Para ser

detectado, a ERM deve ser realizada com TE curto.

O lactato estd aumentado quando ha falha na respiragdo oxidativa com
aumento do metabolismo anaerdbio da glicose e também no catabolismo de
carboidratos; em situagdes normais, estd ausente ou presente em pequenas
quantidades. Este pico tem uma configurac¢do caracteristica, constituida, na verdade,
por dois picos distintos sobrepostos parcialmente (doublet) devido a interagdes entre
prétons adjacentes (acoplamento de spins). Como particularidade, apresenta inversao
de seu pico com TE longo, de 136-144 ms. Esta localizado em 1,33 ppm, havendo
também um segundo pico em 4,1 ppm o qual, por estar muito préximo ao pico da
agua, geralmente ¢ suprimido (Castillo, Kwock et al., 1998; Wang e Zimmerman,
1998; Danielsen e Ross, 1999); pode ser estudado com TE curto ou longo; entretanto,

com TE curto, pode haver uma sobreposi¢cdo com o pico de lipidios.

Os lipidios ndo sdo identificados em quantidades significativas em condig¢des
normais, mas sdo encontrados em lesdes que contém necrose, por exemplo, em
tumores de alto grau. A necrose, a partir da quebra de grandes moléculas, produz
lipidios menores, detectdveis pela espectroscopia. Os picos de lipidios estdo

localizados em 0,80; 1,20 (que pode se sobrepor ao pico de lactato); 1,50 e 6,00 ppm,
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compostos pela ressonancia dos protons de grupamentos metil, metileno, alélico e
vinil, insaturados (Zimmerman e¢ Wang, 1997; Castillo, Kwock et al., 1998;
Danielsen e Ross, 1999). A sua deteccao deve ser analisada cuidadosamente, pois seu
aparecimento pode ser decorrente de contaminagao de gordura do subcutaneo dentro
do VOI; a proximidade de seu pico com o do lactato também requer analise
minuciosa para sequéncias com TE curto. Para sua deteccdo, a ERM deve ser

realizada com TE curto.

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio; a glutamina tem um
papel na destoxificacdo e na regulagdo do glutamato, seu precursor. Os picos de
glutamato/glutamina (Glx) sdo identificados sobrepostos, devido a acoplamento de
spins bastante importante, entre 2,05 e 2,50 ppm. Necessita de TE curto para ser

estudado.

Os pacientes com EM podem apresentar ERM normal ou alterada,
dependendo do grau do comprometimento do SNC. Os achados que podem ser
observados nesses pacientes sdo inespecificos, tais como, reducdo de N-Acetil
aspartato (Naa) e colina (Co), implicando perda ou disfun¢do neuronal, aumento de
glutamato (Glx), indicando excesso de neurotransmissores excitatorios e presenca do
pico de lactato, configurando um distarbio metabolico agudo (Barkovich, Good et
al., 1993). O pico do lactato, apesar de ndo ser uma alteracdo especifica destas
doencas, associado com os achados nas imagens convencionais (alteracdes de
nucleos da base e comprometimento do parénquima que ndo segue a distribui¢do de
um territério vascular), faz com que esta possibilidade diagnostica seja aventada. E
este achado pode ser mais persistente na ERM do que no LCR, posto que esta

substancia ¢ retirada do parénquima para o LCR e, posteriormente, deste para a
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circulacao sistémica (Inao, Marmarou et al. 1988). Assim a RM ¢ um método Ttil na
investigacdo diagndstica e, também, no seguimento destes pacientes (Lin, Crawford
et al., 2003). Outra possivel aplicagdo da ERM ¢ a de monitorizacdo da resposta
destas doengas ao tratamento, pois areas de parénquima com morfologia e sinal
preservados podem apresentar alteragdes funcionais caracterizadas pela presenca de
lactato (Krageloh-Mann, Grodd et al., 1993; Zimmerman ¢ Wang, 1997, Wang e

Zimmerman, 1998).



4 - Casuistica e Métodos
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4.1- Casuistica

Este foi um estudo prospectivo baseado nas analises de ERM realizadas no
setor de Ressondncia Magnética do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP), compreendendo o periodo de novembro
de 2005 a novembro de 2006; envolveu 22 pacientes provenientes do ambulatorio de

Neuropediatria da Clinica Neurologica do HCFMUSP.

Foram considerados critérios de inclusdo no estudo: pacientes com suspeita
de encefalopatia mitocondrial e que aceitaram participar do estudo com a assinatura

do termo de consentimento informado pelo paciente ou por seu responsavel legal.

Foram considerados como critérios de exclusdo: impossibilidade de obtencao
de ERM com qualidade para diagnostico e/ou a impossibilidade de pods-
processamento das espectroscopias obtidas. Um dos pacientes da casuistica foi
excluido de acordo com estes critérios (por uso de aparelho ortodontico que
impossibilitou a aquisicdo da ERM); portanto, 21 pacientes fazem parte deste

trabalho.

Os pacientes apresentavam idades variando entre 9 meses e 20 anos (média: 6
anos ¢ 5 meses, mediana: 4 anos ¢ 10 meses). Quanto a distribuicao dos pacientes por
sexo, 8 eram do sexo masculino (38 %), 13, do sexo feminino (62 %), com relagdo
M:F de 0,61:1 [Grafico 1]. O conjunto dos pacientes, com seus registros no

HCFMUSP e datas de realizagdao dos exames, pode ser observado no ANEXO 1.
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B MASCULINO
B FEMININO

GRAFICO 1— Distribuigdo dos pacientes por sexo

Os pacientes realizaram exame ap6s esclarecimento e assinatura do termo de
consentimento informado. O protocolo de estudo recebeu aprovacdo da Comissao de

Etica do HCFMUSP [ANEXO 2].

4.2- Meétodos

Avaliacéo clinica e selecéo de pacientes

A hipoétese diagnostica de EM foi feita a partir da andlise dos sintomas e

sinais clinicos.

Para a selegdo de pacientes, os seguintes passos foram pesquisados: os

antecedentes familiares como consangiiinidade entre os pais, parentes com doencgas
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genéticas ou com quadro clinico semelhante ao do paciente, além da evolug¢ao do
desenvolvimento psicomotor ¢ inicio da idade dos sintomas do paciente. Também foi

averiguada a ocorréncia de crise epiléptica e cefaléia.

Todos os pacientes foram submetidos a avaliagdo neuroldgica prévia a
realizacdo dos exames de IRM e ERM, por pelos mesmos dois examinadores de uma
equipe de trés neuropediatras (ALC, EKL e FK). O exame fisico geral incluiu analise
pondero-estatural, do perimetro cefalico, cor de olhos e pele além de avaliagdes
cardiaca, respiratoria, renal, hepatica, intestinal, hematologica e endocrinolégica. O
exame clinico neurologico avaliou deficiéncias mental, auditiva e visual, tonus

muscular, miopatias, neuropatias, mielopatias, ataxias € movimentos involuntarios.

Outros exames complementares incluiram eletroencefalograma e

eletroneuromiografia.

Analise bioquimica do LCR

A amostra de LCR para dosagem do lactato foi obtida imediatamente apos a
realizagdo do exame de RM; para tal foi realizada a pun¢do lombar e o material
coletado em tubo de ensaio estéril o qual foi mantido refrigerado durante seu
encaminhamento ao laboratdrio, seguindo as orientagdes estabelecidas no manual de
exames do laboratorio central do Hospital das Clinicas da FMUSP, o qual se
encontra disponivel online

(http://www.dlc.hcnet.usp.br/mexames/me_action_mostrar_exame.asp?id=302). A

mensuracdo dessa substancia foi obtida através de procedimento enzimatico
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colorimétrico com lactato oxidase e 4-aminoantipyrina, imediatamente ap6s a coleta
do material. Através deste método, o lactato ¢ oxidado para piruvato e perdxido de
hidrogénio pela lactato oxidase. Na presenca de peroxidase, o peroxido de hidrogénio
reage com 2, 4, 6-tribromo-3 acidohidroxibenzoico e 4-aminoantipirina colorindo
com vermelho quinoneimina. Assim, a coloragdao ¢ intensificada pela formacao do
vermelho quinoneimina o qual ¢ diretamente proporcional a concentragao de lactato.
Este ¢ determinado através da medida crescente em absorbancia a 552 nm. Foi
considerado aumentado o lactato liquérico, quando o valor era superior a 16 mg/dL
ou 1,8 mmol/L, sendo utilizado o valor de conversao 0,11 (mmol/L = md/dL x 0,11)

(Zschocke and Hoffmann 2004).

Analise bioguimica do sangue

A amostra de sangue para dosagem do lactato também foi obtida
imediatamente apds a realizacdo do exame de RM, seguindo as orientacdes do
manual de exames do Hospital das Clinicas da FMUSP, previamente citado

(http://www.dlc.hcnet.usp.br/mexames/me_action_mostrar_exame.asp?id=301); com

os pacientes em repouso, foi realizada, para tanto, a cateterizagdo de uma veia
periférica. O sangue foi coletado em tubo de ensaio contendo anticoagulante
(fluoreto de sodio e oxalato de potdssio) e imediatamente encaminhamento ao
laboratério, tendo sido mantido refrigerado durante esse periodo. A mensuragdo
dessa substancia foi obtida através de procedimento enzimético colorimétrico com

lactato oxidase e 4-aminoantipirina, como descrito anteriormente para a dosagem
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desta substancia no liquor. Foi considerado aumentado o lactato sérico, quando o
valor era superior a 19 mg/dL ou 2,1 mmol/L, sendo utilizado o valor de conversao

0,11 (mmol/L =md/dL * 0,11) (Zschocke and Hoffmann 2004).

Equipamento de ressonéncia magnética

Os exames foram realizados em aparelho de RM com 1,5 Tesla, da marca GE
— modelo Signa Horizon LX 8.2 (General Eletric, Sistemas Médicos, Milwaukee,
Wisconsin, EUA), com gradiente de 33 mT/m de intensidade, em bobina de

quadratura para o estudo do cranio.

Imagens de ressonancia magnética

O protocolo de aquisi¢do das imagens de ressonancia magnética do cranio,
em todos os pacientes, foi constituido pelas seguintes seqiiéncias: eco de spins (ES)
nos planos sagital e axial pesadas em T1, eco de spins rapido (ESR) no plano axial
pesada em T2, ponderada em FLAIR no plano axial e ES pesada em T2 no plano
coronal [Tabela 1]. Entre os pacientes, 18 foram submetidos a sedag¢do para

realizacdo do exame.

As seqliéncias foram obtidas com campo de visdo de 18 x 24 cm ou de 24 x

24 cm. Na seqiiéncia ESR, o comprimento do trem de ecos variou entre 12 e 22.
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O tempo médio total do exame destes pacientes, incluindo a ERM, foi de

cerca de 50 minutos.

TABELA 1— Parametros técnicos de rm das seqii€ncias utilizadas

Séries TR TE TI Espessura/ intervalo Matriz ~ NEX
(ms) (ms) (ms) (mm)
Difusio  8000- 11000  90-115 5,0 256 X256 1
, 256 X 256
Sagital T1 400 9-14 - 5,0/1-1,5 1
ES 512X 512
Axial T1 500 9 ; 5,0/1,0-1,5 512X512 1
ES
Axial T2
ESR 5100 102-106 ; 4,5-5,0/1,0-1,5 512X512 2
Axial 10002 104-109  2100-2300 5,0/1,0-1,5 512X512 1
FLAIR S
Coronal 450-500 15 - 4,5-5,0/1,0-1,5 256 X 256
T2 GRE T

Nota: ES= eco de spins; Espess./interv.= espessura do corte/ intervalo entre os cortes; ESR= eco de
spins rapido; FLAIR= fluid attenuated inversion recovery; mm= milimetros; ms= milissegundos;
NEX= nimero de excita¢des por ciclo; TE= tempo de eco; TI= tempo de inversdo; TR= tempo de
repeti¢ao.
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Analise das imagens estruturais de ressonancia magnética

Inicialmente, as IRM dos pacientes foram avaliadas quanto a presenca ou nao
de dilatagdo ventricular; os demais espacgos liquoricos também foram avaliados

quanto a sua acentuagdo em detrimento do parénquima encefalico, inferindo atrofia.

As IRM do parénquima encefalico foram analisadas em relagdo a presenca de
lesdo com hipersinal na sequéncia de difusdo, nas seqiiéncias pesadas em T2 e

FLAIR.

Quanto a localizagdo das lesdes, foram avaliadas as seguintes estruturas: os
nucleos da base (putames, globos palidos e nticleos caudados); o diencéfalo (talamos
e regido subtalamica); o mesencéfalo (substidncia cinzenta periaquedutal); e a
substancia branca cerebral (Kaufmann, Koga et al. 1996). Foi observada, também, a

concomitancia de sinais de reducdo volumétrica dessas estruturas.

As alteragdes parenquimatosas, no entanto, estdo além do escopo desta tese.

Espectroscopia de prétons por ressonancia magnética

A ERM foi realizada pela técnica de VOI tunico, que consiste em uma
amostragem tridimensional de uma regido pré-selecionada graficamente em uma

imagem convencional de RM, dita localizadora.

A seqiiéncia utilizada como localizadora, neste estudo, foi obtida no plano

axial, ESR, ponderada em T2, com os seguintes pardmetros: TR= 3000 ms; TE= 88
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ms; espessura de corte / intervalo entre os cortes= 10,0/0,0 mm; matriz= 256 X 256;

numero de excitagdes por ciclo (NEX)=1,0.

A técnica utilizada para obten¢do da ERM foi o modo de aquisi¢do baseado
em PRESS, com o uso de TE longo (144 ms), pois favorece a caracterizacdo do pico

de lactato.

A ERM, utilizando a técnica PRESS no presente estudo, foi obtida com os
seguintes parametros: TR= 1500 ms; TE= 144 ms; tempo de mistura (TM)= 13,7 ms;
espessura do VOI= 20,0 mm; matriz= 512 x 512; NEX= §; largura da banda de

freqiiéncia= 2500 Hz. O ntimero de aquisigdes foi de 128.

A aquisi¢ao desta seqiiéncia foi precedida por uma série de tarefas que
consistem numa pré-aquisicdo automatizada, a saber: ajuste do receptor e
transmissor, otimizagdo do angulo de inclinagdo para a supressdo da dgua e ajuste da
homogeneidade do campo magnético para o VOI, que foi pré-selecionado em 8 cm’
para andlise do parénquima e de volume varidvel para os ventriculos laterais,
conforme suas configuracdes. A largura do pico da dgua aceitavel, apos o ajuste da

homogeneidade do campo, foi sempre menor que 6 Hz.

O tempo de aquisi¢do de cada sequéncia de ERM foi de aproximadamente 5

minutos.
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Localizagdo dos volumes de interesse

Foram escolhidos quatro VOI: substancia cinzenta profunda e cortical

parieto-occipital, substancia branca parieto-occipital e ventriculos laterais.

O VOI na substancia cinzenta profunda foi posicionado preferencialmente na
regido dos nucleos da base e, por proximidade, também incluiu parcialmente o
talamo [Figura 1]; o VOI localizado na cortical parieto-occipital [Figura 2] abrangeu
a substancia cinzenta paramediana dos lobos occipitais e parietais; o VOI na
substancia branca occipital englobou basicamente a substancia branca periventricular
junto do corno posterior do ventriculo lateral [Figura 3]; o VOI nos ventriculos
laterais foi posicionado de modo a compreender a maior extensdo possivel dessas

estruturas, nas regides dos cornos anteriores € dos corpos [Figura 4].

O tamanho dos VOI foi padronizado em 2 x 2 x 2 cm (volume de 8 cm’) para
todos os pacientes nas trés localizagcdes parenquimatosas e foi varidvel nos
ventriculos laterais, conforme a configuragdo dos mesmos, variando de 6,4 a 26,9

3
cm .
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FIGURA 1- Imagem no plano axial ponderada em T2 demonstrando a localizagao
do volume de interesse na regido dos nucleos da base e tdlamo

FIGURA 2- Imagem no plano axial ponderada em T2 demonstrando a localizagao
do volume de interesse na cortical parieto-occipital
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FIGURA 3- Imagem no plano axial ponderada em T2 demonstrando a localizagao
do volume de interesse na substincia branca parieto-occipital

FIGURA 4- Imagem no plano axial ponderada em T2 demonstrando a localizagao
do volume de interesse nos ventriculos laterais



Casuistica e Métodos 46

Armazenamento dos dados brutos das ERMs

Para a analise das ERMs, foi utilizado o programa LCModel (LCModel,
S.W. Provencher Inc., Oakville, ON, Canada) (Provencher 1993); foi necessario,
para tanto, o armazenamento dos dados brutos obtidos das espectroscopias,
transferidos a partir do aparelho de RM para um servidor e, posteriormente, para um
computador pessoal, utilizando-se o protocolo FTP (File transfer protocol). No
computador pessoal, contendo o programa LCModel, a analise spectral foi realizada

por uma espectroscopista com nove anos de experiéncia (M.C.G.O.).

Realizou-se o pos-processamento das espectroscopias de cada paciente que

apresentou presencga do pico de lactato em qualquer das localizagdes estudadas.

Processamento dos dados brutos das ERMs

Para o pos-processamento das espectroscopias foi, como acima descrito,
utilizado o programa LCModel, que ¢ um software que permite analises
espectroscopicas no dominio da freqiiéncia. Esse programa analisa o espectro in vivo
como uma combinagdo linear de uma base espectral completa de solugcdo de
metabolitos in vitro (Kanowski, Kaufmann et al. 2004). Utilizando-se o espectro
completo em vez de picos individuais, todas as informagdes deste espectro sdo
processadas (Provencher 1993). Outra vantagem do LCModel é que ele estima
automaticamente a concentracdo absoluta dos metabolitos, utilizando como

referéncia a 4gua contida no volume de interesse escolhido para o estudo. Desta
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maneira, cada metabolito pode ser estudado independentemente. O maior problema
da quantificagdo in vivo do espectro ¢ estabelecer modelos-padrdo para a linha de
base e para a distor¢cdo dos picos, que sdo bastante complicados para serem
estabelecidos previamente. Modelos empiricos com poucos parametros produzem
viés nos resultados. Parametros em demasia provocam artefatos e erros nas analises.
O LCModel utiliza um modelo que escolhe a melhor combinagdo entre estas duas
situagdes, procurando uma linha de base mais consistente com os dados obtidos

(Provencher 1993).

Analise estatistica

Inicialmente, todas as variaveis foram analisadas de forma descritiva. Para as
varidveis quantitativas - relagdes entre os valores aferidos do lactato a ERM, no LCR
e no sangue (itens 5.1 e 5.3) - a andlise foi feita de maneira pareada através do
coeficiente de Pearson, também denominado de coeficiente de correlagio momento-
produto; essa ¢ uma medida que avalia a correlagdo entre duas variaveis, ou seja,
averigua a existéncia de correlacdo linear. Assim, ¢ possivel medir a forca de
dependéncia linear entre essas duas variaveis, valor esse que se situa entre -1 e +1.

O valore de p considerado significativo foi de 0,5.



5 - Resultados
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5.1 - Valores do lactato nas dosagens séricas e liqudricas e avaliacdo

de existéncia de correlagao entre os mesmos

Dez pacientes apresentaram lactato elevado na dosagem bioquimica do LCR e
quatro, na dosagem sérica dessa mesma substincia (tabela 2); o aumento

concomitante do lactato no LCR e no sangue foi observado em dois pacientes.
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TABELA 2 — Lista dos pacientes, relacdo da identificagdo (+) ou nao identificagao
(-) do PL a ERM, nas diferentes localizagdes estudadas, e resultados
das dosagens bioquimicas do lactato liquorico e sanguineo

Paciente PL PL PL PL Lactato sérico Lactato liqudrico
VVLL NB SBPO SCPO mg/dL mg/dL

1 - - - - 9,1 22,1
2 + - - - 8 12,3
3 - - - - 6,4 11,2
4 - - - - 10,9 13

5 + - + - 14,8 34,9
6 + - - - 75 9,1

7 + - - - 8 14

8 + - - - 53 35,4
9 + - - - 8 15,7
10 + - - - 12,5 34,4
11 + - - - 13 15,1
12 + + - - 12,5 30,3
13 + - - - 34,1 8,5

14 + - - - 12,9 15,2
15 - - - - 15,1 13,3
16 + - - - 9 16,3
17 + + - - 20,3 35,2
18 + - - - 11,3 17,3
19 + + - - 12 34,0
20 + + - - 14,4 16,5
21 + - - - 18,9 15,3

Nota: PL= pico do lactato; VVLL= ventriculos laterais; NB= nticleos da base; SBPO= substancia
branca parieto-occipital; SCPO= substancia cinzenta parieto-occipital.
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O gréafico 2 demonstra a dispersdo entre os valores obtidos de lactato

liquérico e sanguineo.
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GRAFICO 2 — Grifico de dispersdo entre os valores obtidos de lactato liquérico

(LCR) e sanguineo (SQG)
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A andlise de correlagdo nao demonstrou evidéncias de associacao entre essas

duas variaveis (p = 0,937) (tabela 3).

TABELA 3 - Analise de Correlacdo Linear de Pearson das variaveis PL a ERM,
lactato no LCR e lactato sérico pareadas duas a duas, valores dos
coeficientes de p

Analise de Correlacao Linear de Pearson

coeficiente p-valor
PL a ERM x lactato LCR 0,742 0,001
PL a ERM x lactato sérico 0,088 0,736
lactato LCR x lactato sérico -0,018 0,937

Nota: PL= pico do lactato; ERM = espectroscopia de proton por ressonancia magnética; LCR = liquor.
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5.2 - Presenca do pico do lactato na espectroscopia de protons

Dezessete pacientes apresentaram PL nos VVLL [Figura 5], tendo sido esse
mesmo pico detectado em um paciente na SBPO [Figura 6] e em outros quatro

pacientes nos NB [Figura 7] (tabela 2).
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FIGURA 5 - Imagem no plano axial ponderada em T2 demonstrando a localizagao
do VOI nos ventriculos laterais e o espectro correspondente
evidenciando PL (3%) do paciente 9

N7

FIGURA 6 - Imagem no plano axial ponderada em T2 demonstrando a localizagao
do VOI na SBPO e o espectro correspondente evidenciando PL (%) do
paciente 6



Resultados 54

FIGURA 7 - Imagem no plano axial ponderada em T2 demonstrando a localizagao
do VOI nos NB e o espectro correspondente evidenciando PL (3%) do

paciente 6

Todos os cinco pacientes, nos quais o PL foi identificado no parénquima,

apresentram o PL nos VVLL (tabela 2).
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5.3- Verificacdo da existéncia de correlacdo entre a presenca do
pico do lactato na espectroscopia de protons dos pacientes nos
ventriculos laterais com as dosagens séricas e liquéricas do

mesmo

O PL foi caracterizado em dezessete pacientes, incluindo oito em que a
dosagem bioquimica do LCR estava elevada; assim, nove pacientes apresentaram a
ERM a presenga do PL com valores liqudricos normais a dosagem bioquimica

(tabela 2).

Em quatro pacientes que ndo apresentaram PL a ERM, dois exibiram valores

liquéricos aumentados do lactato (tabela 2).

Os volumes de cada VOI nos VVLL, os valores do PL a RM, o erro
percentual e resultados das dosagens bioquimicas do lactato liquorico e sanguineo

foram descritos na tabela 4.
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TABELA 4 - Relacao de pacientes, volumes do VOI nos VVLL, valores do PL a
RM calculado pelo LCmodel, erro percentual do célculo do valor do
PL através do LCmodel e resultados das dosagens bioquimicas do
lactato liquérico e sanguineo

Volume do VOI Valor d B Lactato Lactato
Paciente nos VVLL Pf ;rRl\(/} percgﬁua | sérico liquérico
(mL) mg/dL mg/dL

1 15,4 - - 9,1 22,1
2 26,9 1,88 0,17 8 12,3
3 13,8 - - 6,4 11,2
4 10,5 - - 10,9 13

5 10,3 6,414 0,13 14,8 34,9
6 12,3 1,304 0,42 75 9,1

7 12,9 1,212 0,22 8 14

8 16,2 4,003 0,24 53 35,4
9 6,4 3,029 0,33 8 15,7
10 9,4 3,240 0,2 12,5 34,4
11 9,8 2,389 0,32 13 15,1
12 8,4 8,115 0,13 12,5 30,3
13 9 1,988 0,23 34,1 8,5

14 10,5 1,991 0,25 12,9 15,2
15 7,2 - - 15,1 13,3
16 9,5 1,519 0,2 9 16,3
17 12,1 4,701 0,16 20,3 35,2
18 8 1,398 0,39 11,3 17,3
19 13,7 3,390 0,13 12 34,0
20 14 1,664 0,23 14,4 16,5
21 9,8 1,488 0,21 18,9 15,3

Nota: PL= pico do lactato; VVLL= ventriculos laterais.
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Os graficos 3 e 4 demonstram a dispersao entre todos os valores obtidos de
lactato a ERM em relacdo aos valores liquérico e sangiliineo, respectivamente. Os
graficos 5 e 6 demonstram a dispersao entre os valores obtidos de lactato a ERM com
erro inferior a 30% em relacdo as mesmas varidveis analisadas anteriormente

(valores liquérico e sangiiineo).
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GRAFICO 3 - Grafico de dispersdo entre os valores obtidos de lactato a ERM
(RM) e o liquérico (LCR)
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Lactsto RM

Lactate 8G

GRAFICO 4 - Grifico de dispersdo entre os valores obtidos de lactato a ERM
(RM) e o sanguineo (LCR)
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GRAFICO 5 - Grafico de dispersio entre os valores obtidos de lactato 2 ERM
(RM) e o liquérico (LCR) considerando os valores com erro
inferiores a 30%
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GRAFICO 6 - Grafico de dispersdo entre os valores obtidos de lactato a ERM
(RM) e o sanguineo (LCR) considerando os valores com erro
inferiores a 30%

A analise de correlacio demonstrou evidéncias de associagdo entre as
variaveis lactato a ERM e lactato liquérico, considerando todos os valores ou mesmo
quando apenas os valores obtidos @ RM eram aqueles com erro inferior a 30% (p =

0,001 e p = 0,005, respectivamente) (tabela 3).

A anélise de correlagdo nao demonstrou evidéncias de associacao entre os
valores de lactato a8 ERM e as medidas sanguineas dessa substancia (p = 0,736) ou

entre as medidas bioquimicas realizadas no liquor e no sangue (p = 0,937).
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A RM ¢ uma ferramenta fundamental para avaliacdo das DM, tanto para o
diagnéstico quanto para o acompanhamento dessas enfermidades (Mathews,
Andermann et al., 1993; Pavlakis, Kingsley et al., 1998; Lin, Crawford et al., 2003).
Constitui um método de imagem que permite avaliar os aspectos estruturais do
encéfalo bem como altera¢cdes metabolitas in vivo, sendo estas ultimas avaliadas

tanto no parénquima encefalico quanto no LCR.

O lactato ¢ um dos metabdlitos que pode ser caracterizado pela ERM; seu
aumento no encéfalo estd relacionado a disfuncdo da respiragdo celular, o que pode
ser determindo por diversos fatores causais, como, por exemplo, hipoxemia ou
anoxemia, neoplasias, infeccdes bacterianas, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia
hepatica e estado epiléptico, citando apenas alguns. Nesse aspecto, o aumento dessa
substancia ¢ um achado inespecifico; entretanto, dentro do contexto -clinico
adequado, na investigagdo diagnostica de pacientes com suspeita de DM, sua
detec¢do pela ERM ¢ um achado importante (Benoist, Alberti et al., 2003; Zschocke
e Hoffmann, 2004). No seguimento do paciente com DM, a ERM com caracteriza¢dao
do PL no parénquima também aparenta ser um instrumento util na monitorizacao da
evolucdo clinica, pois alteragdes metabdlicas podem preceder as estruturais

(Pavlakis, Kingsley et al., 1998).

A concentragdo de lactato no LCR esta relacionada ao balango entre o influxo
e o efluxo dessa substancia através da barreira hematoencefalica e da membrana
citoplasmatica das células do SNC (Benoist, Alberti et al., 2003). O equilibrio entre
as concentragdes plasmatica e liqudrica ocorre lentamente em fungdo da taxa baixa

de permeacao dessa substancia, do encéfalo para a corrente sanguinea, e em fungao
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da extragdo lenta que ocorre a partir do sangue (LaManna, Harrington et al., 1993).
Assim, assume-se que variagoes do lactato no LCR, em curtos periodos de tempo,
podem ocorrer independentemente de alteracdes de sua concentragdo sanguinea
(Posner e Plum, 1967; Kuriyama, Umezaki et al., 1984; Jackson, Schaefer et al.,
1995; Stacpoole, Bunch et al., 1999); por isso, a dosagem do lactato no LCR ¢
considerado um marcador mais adequado, quando comparado a amostragem
sanguinea, em quadros agudos de desordens do metabolismo aerébico (Benoist,
Alberti et al., 2003). Sua distribuicao tende a ser homogénea no LCR, sendo, assim,
representativa do contetido intraventricular, a amostra lombar (Gerber, Tumani et al.,

1998; Sommer, Gaul et al., 2002).

Em nossa casuistica, foi observado, através da dosagem bioquimica, o
aumento do lactato sérico e do liquérico em quatro e dez pacientes, respectivamente;

0 aumento concomitante foi caracterizado em dois pacientes.

O aumento isolado do lactato sérico, observado em dois pacientes, pode ser
primdrio ou secundario. A acidemia lactica cronica estd relacionada a erros inatos do
metabolismo que comprometem a gliconeogénese, a oxidacdo do piruvato, o ciclo de
Krebs e a cadeia respiratoria (Burton, 1998). A causa mais comum de acidemia
secundaria ¢ o uso de garroteamento para pun¢do de uma veia; desse modo, ¢é
recomendado que a mesma seja realizada sem garroteamento, com a crianca
relaxada, ou que seja feita a puncdo de uma artéria. A atividade muscular, decorrente
da agita¢do do paciente, e a apnéia ou irregularidade da respiragdo, consequentes do
choro, também sdo fatores que podem resultar no aumento sérico e pontual dessa
substancia; além disso, existem variagdes relacionadas apos periodo de jejum e apds

as refeicdes (Zschocke e Hoffmann, 2004). A insuficiéncia cardiaca ou hepatica, a
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septicemia, a diabetes melitus, a infec¢ao do trato urinario, a sindrome tubular renal,
o uso de farmacos (biguanidas) e a intoxicacdao por etanol constituem outras causas
secundarias de acidemia lactica. Outra possibilidade ¢ o comprometimento
preferencial de sistemas que ndo do SNC, como, por exemplo, musculo-esquelético
(Zschocke e Hoffmann, 2004). No presente estudo, as amostras saguineas dos
primeiros pacientes foram obtidas logo apds a puncao de veia periférica realizada
para a sedagdo, o que aumentou a susceptibilidade ao erro por falta de cooperacao
dos pacientes, como descrito antes; posteriormente, a coleta foi realizada com o
paciente sedado, o que excluiu a possibilidade de resultado falso positivo por
agitacdo psicomotora. Os pacientes que nao necessitaram de sedacao (pacientes 1,9 e
19) cooperaram adequadamente para a coleta do material e os valores de suas

dosagens de lactato sérico estavam dentro dos limites da normalidade.

O aumento isolado do lactato liquérico pode ser decorrente do momento em
que foi obtida a amostra, pois, como citado anteriormente, variagcdes do lactato no
LCR, em curtos periodos de tempo, podem ocorrer independentemente de alteragdes
de sua concentracdo sanguinea (Posner e Plum, 1967). Ademais, essa substincia
apresenta uma extragdo lenta do LCR para o sangue (LaManna, Harrington et al.,
1993) e, entdo, a mensura¢do sanguinea, cujo valor é normal, pode refletir um
momento anterior a sua elevagdo. Inao e cols. em seu experimento, utilizando um
modelo de traumatismo encefalico em gatos, descreveram um padrdo de elevacao
bifasico do lactato liquorico. A primeira elevagdo do lactato estaria relacionada ao
evento por si s6 e o segundo, ao clearance do lactato do parénquima para o LCR;
assim, a janela temporal de detec¢do do lactato deve ser mais longa no LCR do que

no tecido encefilico (Inao, Marmarou et al., 1988). Desta forma, a elevacao
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exclusiva do lactato no LCR, também pode ser decorrente do segundo pico de

elevagao do lactato.

A simultaneidade do aumento do lactato no sangue ¢ no LCR pode ser
decorrente do momento em que o estudo foi realizado, quando tenhamos mensurado
essa substancia num periodo pds-disfungdo da respiragdo celular, mas com tempo
habil para elimina¢do da mesma para a corrente sanguinea; mas também pode ser

decorrente de uma coleta de sangue inadequada, como ja referido anteriormente.

Quanto a presenca do PL a ERM, observamos que dezessete pacientes
apresentaram PL nos VVLL sendo esse mesmo pico detectado em um paciente na

SBPO e em outros quatro pacientes nos NB.

Todos os cinco pacientes, nos quais o PL foi identificado no parénquima,
apresentaram o PL nos VVLL, fato que pode estar relacionado ao momento em que o
estudo foi feito, ou seja, ou os pacientes estavam sofrendo uma descompensagao, ou,
mais provavelmente, ja haviam passado por ela ha algum tempo o qual ndo foi tao

longo a ponto de s6 encontrarmos lactato no LCR.

Em relagdo a correlagdo entre a presenga do pico do lactato nos ventriculos
laterais na ERM e as dosagens bioquimicas do mesmo no LCR, notamos que, em
nossa casuistica, o PL foi identificado em dezessete dos vinte e um pacientes com
suspeita de encefalopatia mitocondrial; desses, oito cursavam com aumento do
lactato na dosagem bioquimica do LCR. A detec¢do do PL em pacientes com
aumento na dosagem bioquimica dessa substincia no LCR j& foi descrita
anteriormente na literatura médica, porém, em uma série pequena, com estudo In

vitro e caso isolado (Feng, You et al., 2006; Isobe, Matsumura et al., 2007). Feng e
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cols. relataram uma série de sete pacientes diagnosticados com MELAS com ERM
do LCR diponivel em trés pacientes e dosagem liquorica do lactato para dois destes;
nesses trés pacientes houve a identificacdo do PL e a dosagem bioquimica da
substancia estava aumentada nas duas amostras obtidas. (Feng, You et al., 2006).
Deste modo, os autores sugerem que a ERM do LCR apresenta potencial para
substituir a dosagem bioquimica do lactato e assim evitar um procedimento invasivo
(Feng, You et al., 2006). Isobe e cols. utilizaram seis phantoms com concentragdes
variadas de lactato (1 a 14 mmol/L) e realizaram uma avaliagdo em um paciente com
MELAS; através do calculo do tempo de relaxagao T2 do lactato, obtiveram uma
correlagdo com coeficiente de 0,99 em relacio a dosagem bioquimica pré-

determinada (Isobe, Matsumura et al., 2007).

Assim, foi observado que mesmo em concentragdes liquoricas consideradas
normais, o lactato pode apresentar expressao a ERM. Esse achado corrobora os dados
de Braun e cols. (Braun, Gooskens et al., 2003) que demonstraram que o PL pode ser
caracterizado 8 ERM mesmo em pacientes com valores normais de lactato no LCR, e
contradiz trabalhos anteriores em que essa substancia ndo era detectada pela ERM,
tanto em estudos com voluntarios sdos bem como em andlises comparativas com
grupos controles (Cross, Gadian et al., 1993; Duyn, Gillen et al., 1993; Soher, Hurd
et al., 1996; Braun, Gooskens et al.,, 2003; Lin, Crawford et al., 2003).
Diferentemente de Cross e cols. que demonstraram um PL consistente apenas para
pacientes com valores de lactato no LCR acima de 4,0 mmol/L, tendo os mesmos
sugerido que, na faixa compreendida entre 3,2 a 4,0 mmol/L, embora sejam valores
considerados alterados, a identificagdo do pico de lactato pode estar abaixo do limite

de resolucao do método (Cross, Gadian et al., 1993) e Lin et cols. que referem que o
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método teria sensibilidade para uma concentragdo superior a 1 mmol/L do metabdlito
(Lin, Crawford et al., 2003), foi observada a caraterizacdo do PL com valores
normais, sendo que o paciente 13 apresentava concentragdao de 0, 9435 mmol/L. As
limitagdes do artigo de Braun e cols sdo o numero restrito de amostras de LCR,
disponivel em oito de seus vinte e quatro pacientes, € o tempo de intervalo de coleta
do material que variou de um dia a quatro semanas apds o exame de RM (Braun,

Gooskens et al., 2003).

Em nossa série, o PL foi caracterizado em nove pacientes com valores
normais dessa substancia no LCR. Em geral, o sinal do lactato no LCR ¢ maior do
que o caracterizado no parénquima (Castillo, Kwock et al., 1995). Uma possibilidade
seria que essa substancia se encontra em uma concentracdo maior no LCR, quando
comparada ao parénquima; outra hipdtese, considerando as propriedades
relacionadas @ RM, implica a caracteristica de um tempo de relaxagdo T2 longo e as
bandas lineares estreitas do LCR, quando comparadas ao parénquima (Braun,
Gooskens et al., 2003; Lin, Crawford et al., 2003; Nagae-Poetscher, McMahon et al.,
2004). Outro aspecto considerado por Braun e cols. foi a utilizagdo de um VOI com
grande volume de LCR, como em sua série em que o volume médio foi de 33,5 mL,
com valores entre 8 a 96 mL, o que elevaria a relagdo sinal-ruido (Braun, Gooskens
et al., 2003). Entretanto, em nossa série de pacientes, o volume do menor VOI em

que foi observado o PL foi 6,4 mL, contrariando esta hipdtese.

O PL nao foi evidenciado em quatro pacientes (1, 3, 4 e 15), sendo que um
deles (paciente 1) apresentou aumento do lactato no LCR (22,1 mg/dL). O paciente 1
realizou a ERM nos VVLL duas vezes, porque a qualidade do primeiro espectro era

inadequada, por este ser muito ruidoso, e, portanto, inadequado para a anélise; assim,
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foi utilizado o segundo espectro. O volume nas duas aquisi¢des foi de 15,4 mL. A
nao caracterizacdo do PL nesses pacientes pode estar relacionada a variabilidade das
medidas dos metabolitos, conforme demonstrado por varios autores (Marshall,
Wardlaw et al.,, 1996; Brooks, Friedman et al., 1999; Li, Babb et al., 2002).
Coeficientes de variacao entre 0,9 e 40% foram observados por estes autores e 0s
fatores relacionados sao movimentagdo do paciente, presenca de artefatos na linha de

base do espectro e variagdo na relagdo sinal-ruido.

Contrariando o afirmado anteriormente por Rocha e cols., ou seja, que uma
boa correlagao entre a ERM do LCR com o lactato liquérico s6 € observada quando o
PL estd anormalmente elevado a ERM e que uma pequena quantidade de lactato
pode ndo ser detectada pela ERM isoladamente (Jose da Rocha, Tulio Braga et al.,
2008), em nossa casuistica, o valor minimo do lactato no LCR com detec¢ao do PL

foi 8,5 mg/dL (paciente 13).

Em resumo, pelos resultados obtidos em nossa série, observamos que a ERM
do LCR ¢ uma técnica factivel e recomendamos que a mesma seja empregada
rotineiramente em pacientes com suspeita ou em seguimento de EM; que, mesmo
frente a dosagens bioquimicas do lactato no LCR, demonstrando valores normais e
mais baixos que os citados em artigos anteriores, o0 PL pode ser identificado; que os
valores dos VOIs citados na literatura como relativamente pequenos, ndo constituem

impedimento ao emprego desse método.
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1-

Nao foi observada a existéncia de correlagdo entre os valores do lactato nas

dosagens séricas e liquoricas;

A comparagdo da presenca do pico do lactato na espectroscopia de protons dos
pacientes em quatro localiza¢des (ventriculos laterais, nicleos da base, substancia

branca e cortex parietoccipital) evidenciou:

e que a deteccdo do PL no LCR foi possivel em maior nimero de pacientes do

que a deteccao do PL no parénquima cerebral.

A verificagdo de correlagdo entre a presenga do pico do lactato nos ventriculos
laterais na espectroscopia de prétons dos pacientes com DM e as dosagens séricas

e liquoéricas do mesmo evidenciou:

e a existéncia de correlacdo entre a presenga do pico do lactato nos ventriculos
laterais a ERM e a dosagem bioquimica dessa substancia no LCR;

e a inexisténcia de correlagdo entre a presenca do pico do lactato nos
ventriculos laterais 8 ERM e a dosagem bioquimica dessa substiancia no

sangue.
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ANEXO 1 — Relagao dos pacientes, registro geral no Hospital das Clinicas, data da

realizacdo do exame, género e idade.

Paciente Género data do exame (anoideaﬂfeses) (I;?g:)
1 Feminino 11/11/2005 8a7m 1,58
2 Masculino 11/11/2005 11m 0,91
3 Feminino 06/01/2006 7a8m 7,66
4 Masculino 27/01/2006 3a2m 3,16
5 Feminino 20/01/2006 ladm 1,33
6 Feminino 09/02/2006 9a2m 9,16
7 Feminino 07/04/2006 3a4m 3,33
8 Masculino 28/04/2006 18a8m 18,66
9 Feminino 26/05/2006 8a2m 8,16
10 Feminino 04/08/2006 labm 1,5
11 Feminino 04/08/2006 9m 0,75
12 Masculino 02/06/2006 9a9m 9,75
13 Feminino 05/05/2006 lallm 1,91
14 Feminino 15/09/2006 4a9m 4,75
15 Feminino 01/09/2006 3alOm 3,83
16 Masculino 09/06/2006 4al0m 4,83
17 Masculino 20/10/2006 8a2m 8,16
18 Feminino 06/10/2006 12a6m 12,5
19 Feminino 30/11/2006 16a2m 16,16
20 Masculino 18/08/2006 labm 1,5
21 Masculino 27/10/2006 la7m 1,58
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO
Anexo |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Instrugdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
1. NOME DO PACIENTE ..ottt
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....cciieieeeeeieeiie e SEXO: MolFo
DATA NASCIMENTO.: ........ T i
ENDEREGCO.... oot NO. e APTO...............
BAIRRO ... e CIDADE.........coiiieeeeeee e
CEP:.e e TELEFONE:DDD(............ ISR
2. RESPONSAVEL LEGAL..... ..ottt en e neennns
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.) ........ccccceiiiiieieiiiiieiieeiee e,
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.......ccoceiiieieenieeeene. SEXO: Mo Fo (]
DATA NASCIMENTO.: ...../ccc..of e
ENDEREGO: ....oeiiiieeie et N e APTO: e,
BAIRRO ... CIDADE: ...t
CEP: e TELEFONE: DDD (............ S

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA ANALISE COMPARATIVA DA DETECCAO
DE LACTATO NO SANGUE, NO LIQUIDO CEFALORRAQUIDIANO E NO
PARENQUIMA CEREBRAL AVALIADA ATRAVES DA ESPECTROSCOPIA DE
PROTONS POR RESSONANCIA MAGNETICA EM PACIENTES COM
ENCEFALOPATIA MITOCONDRIAL.

2. PESQUISADOR RESPONSAVEL:Dra Claudia da Costa Leite
CARGO/FUNCAO: Docente
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 65.349
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UNIDADE DO HCFMUSP: INSTITUTO DE RADIOLOGIA — INRAD
PESQUISADOR EXECUTANTE: Simone Shibao
CARGO/FUNCAO: médica

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 75.994

UNIDADE DO HCFMUSP: INSTITUTO DE RADIOLOGIA - INRAD

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

SEM RISCO ol RISCO MiNIMO  X[] RISCOMEDIO [1O

RISCOBAIXO O[] RISCO MAIOR O[]

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como consequéncia imediata ou tardia do estudo)

4.DURAGAO DA PESQUISA : 4 anos

Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

1. Justificativa e os objetivos da pesquisa

Os pacientes com suspeita clinica ou diagnéstico de encefalopatia mitocondrial
(EM) apresentam alteragcoes encefalicas que sdo lesoes e alteragbes em
substancias neste 6rgao. Para identificar estas alteragoes é necessaria a realizagao
de Ressonéncia Magnética (RM). Uma das substancias que pode estar aumentada
no encéfalo € o lactato e para confirmar que este esta alterado € necessaria a
dosagem deste no liquor e no sangue.

2. Procedimentos que serdo utilizados e propésitos, incluindo a identificagdo dos

procedimentos que sao experimentais
Seréo realizados:

1- Ressonéncia Magnética: € o exame de imagem que possibilita o estudo da
morfologia do encéfalo e a avaliagao de lesdes neste 6rgao. A espectroscopia por
RM (ERM) é uma parte deste exame que permite a analise de algumas substancias
no encéfalo que podem estar alteradas na EM e assim auxiliar no diagnéstico e no
controle do tratamento da doenca. O paciente fara o exame de Ressonancia
Magnética, deitando-se numa maca. O exame dura cerca de 25 a 30 minutos. Ao
entrar no aparelho é recomendavel que o paciente feche os olhos por um instante.
O tamanho do aparelho ¢ fixo e suficiente para o tamanho de uma pessoa, nao
sendo possivel se fechar sobre a pessoa. O paciente ndo podera se mexer durante
a realizacdo do exame. Podera chamar o médico pela campainha ou pelo alto-
falante. Durante o exame o aparelho produz um som como batidas.
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2- Dosagem sérica de lactato: € um exame de sangue que permite verificar se esta
substancia esta aumentada na circulacéo, pois isto pode acontecer nos pacientes
com EM principalmente em quadros de piora da doenca. E um exame simples que
consiste apenas de tirar um pouco de sangue de uma veia do braco.

3- Dosagem do lactato liquérico: € um exame do liquido que banha o encéfalo e
permite verificar se esta substancia esta aumentada na circulagao, pois isto pode
acontecer nos pacientes com EM. E um exame necessario e sempre é realizado
tanto para o diagnéstico como também no acompanhamento da doenca.

3. Desconfortos e riscos esperados

A RM n&o apresenta nenhum risco ao paciente, pois nao utiliza radiagdo ionizante
(RX) e € um exame amplamente utilizado nos dias de hoje para avaliagdo de muitas
doencgas. O paciente pode se incomodar com o som do aparelho e por isso € dado ao
paciente um protetor para os ouvidos antes do inicio do exame. Se preferir o doador
pode permanecer com os olhos fechados durante o exame se se incomodar com o
aparelho Os pacientes que séo portadores de marcapasso, certos tipos de protese de
ouvido que séo fixas (implante coclear) ou que tenham sofrido ferimento com serra,
farpas metalicas, estilhacos ou arma de fogo em certas partes do corpo nao podem
realizar o exame.

O exame de sangue e do liquor para dosagem do lactato também sdo exames ja
realizados rotineiramente em pacientes em acompanhamento neuroldgico e
necessarios para os pacientes EM. O exame do liquor, sempre que o paciente for
submetido a anestesia para a realizacao da RM, tera sua coleta também realizada
sob procedimento anestésico, por ser um procedimento que € um pouco doloroso e
assim ser menos desconfortavel.

4. Beneficios que poderao ser obtidos

A RM é um exame necessario e fundamental na investigacao diagnostica das EM.
E 0 exame que permite a avaliagdo da existéncia do comprometimento do encéfalo.
Também é o exame que possibilita 0 acompanhamento da evolugdo da doencga
para verificar a estabilidade ou a progressdo das lesbes. A ERM, caso seja
comprovado que posssibilita a dosagem adequada do lactato, pode trazer
vantagens no acompanhamento e até mesmo no tratamento da doenca e,
eventualmente no futuro, permita que o paciente realize um menor nimero de
puncgdes liqudricas para evidenciar a atividade da doenga.

5. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

1. Acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para dirimir eventuais duvidas.
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2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de
participar do estudo, sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

3. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4. Disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a saude,
decorrentes da pesquisa.

5. Viabilidade de indenizacdo por eventuais danos a saude decorrentes da
pesquisa.

V. INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES

VIl - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o
que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Sao Paulo, de de

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
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