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hipertermia maligna (HM) é uma disfungao farmacogé-

nica do musculo esquelético, potencialmente letal, de
carater hereditario, geralmente autossémico dominante, e
de penetrancia incompleta. Descrigdes clinicas de HM da-
tam doinicio do século, mas somente em 1962 foi identifica-
da a base genética da doencga, quando Denborough e col !
descreveram uma familia na qual a clinica da HM segrega-
va de forma autossémica dominante. AHM se manifesta em
individuos saudaveis mas geneticamente susceptiveis, que
respondem a administragdo de agentes desencadeantes,
como a inalagéo de anestésicos halogenados e bloqueado-
res neuromusculares comumente usados (ex. halotano e
succinilcolina), manifestando rigidez muscular, rabdomiéli-
se, labilidade da pressao arterial, taquicardia, disritmias, hi-
perventilagdo, hipdxia, acidose lactica e respiratoria além
de aumento na temperatura corpérea 2. No entanto, exis-
tem evidéncias de que o estresse fisico ou emocional, as-
sim como mudancgas bruscas na temperatura do ambiente,
podem desencadear os sintomas s,
A HM constitui a principal causa de morte ocasionada por
anestesia *. A incidéncia é de aproximadamente 1:50.000
adultos e de 1:15.000 criangas °. A reducao da incidéncia
com o passar da idade pode ter duas explicagdes: diminui-
¢do da penetrancia da doenga ou a morte de individuos sus-
ceptiveis antes que atinjam a idade adulta. Se os sintomas
nao sao diagnosticados corretamente e tratados de forma
imediatacomaadministragdo de dantrolene sédico, o episo6-
diopodeocasionardanosnostecidos e conduziropacientea
morte °. O uso de dantrolene e a detecgao precoce de HM a
partirde biopsiamuscularpréviaaousode anestésicos (pelo
testedacontraturainvitrocomhalotanoe cafeina)reduzain-
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cidéncia de morte devida a estes episédios de 80% para me-
nosde 7%, maseste indice poderaaindaserdiminuidocomo
diagnéstico pré-sintomaticoda HM, baseado na caracteriza-
¢aomoleculardos genesafetadosemindividuos derisco®®.

A HM ocorre também em animais, tendo sido primeiramente
identificada e estudada em suinos como Sindrome do
Estresse Porcino (Porcine Stress Syndrome, PSS), onde a
mesma condi¢ao € desencadeada por situagdes de estres-
se. Este achado tem importancia econémica, ja que suinos
com PSS apresentam carne de menor qualidade e morrem
mais precocemente. Os animais homozigotos para PSS
(que é recessiva nesta espécie), respondem ao estresse da
mesma forma que os humanos heterozigotos respondem a
anestesia®. Em suinos, noentanto,aHMtraz consigoalguns
beneficios para a producéo, como a hipertrofia muscular,
contribuindo para o aumento de peso. Aincidénciade PSS é
variavel, podendo superar os 10 -15% de heterozigotos e
1-2% de homozigotos em alguns sitios de criacéo °. Estas fre-
gléncias sdomuito superiores asencontradasemhumanos.

FISIOPATOLOGIA DA HIPERTERMIA MALIGNA

A sintomatologia e a patogénese da HM foram descritas a
partirde estudos realizados em humanos e suinos que suge-
riram a relagdo entre a HM e uma disfung¢ao no canal de libe-
racdode Ca?* doreticulo sarcoplasmico, também denomina-
do RYR1 (Ryanodine Receptor) devido a sua afinidade pelo
alcaléide vegetalrianodina®'®. Nomusculo esquelético, tan-
toacontragdomuscularquantoometabolismoglicoliticos&o
regulados pela concentracéo intracelular de Ca?", determi-
nada pelo receptor de rianodina RYR1. Anormalidades nes-
te receptor ou em outras moléculas reguladoras do Ca? na
célula muscular, manifestadas sob condi¢gdes de anestesia
ouestresse, podeminibira saida e facilitar aentrada de Ca**
através do canal, produzindo aumento da concentragéao in-
tracelular desse ion. Isto resulta numa contragdo muscular
continua e aumento do metabolismo glicolitico e aerobio,
produzindo-se excesso de CO,, acido lactico e calor, tendo
sidorelatados casos de pacientes que atingiram temperatu-
ras de até 47°C *. O antidoto dantrolene sodico age direta-
mente no musculo esquelético, modulando a concentragéao
intracelular de Ca®*, e sua utilizagéo tem sido muito eficiente
notratamento de crisesde HM”. No entanto,nemtodososin-
dividuos susceptiveis a HM desenvolverdo os sintomas
apos a anestesia, o que sugere que outros fatores, além dos
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genéticos, podeminfluirna probabilidade de uma crise fulmi-
nante de HM nos individuos heterozigotos para essa predis-
posicao. Estes fatores podem ser o estado fisiolégico dos
musculos e onivel de ativagdo do sistemanervoso simpatico
no momento da anestesia °.

DIAGNOSTICO BIOLOGICO DA HIPERTERMIA MALIGNA
(TESTE DA CONTRATURA IN VITRO)

Odiagnéstico pré-sintomatico disponivel na atualidade para
individuos pertencentes a familias de riscocom HM consiste
numtesterealizadoinvitro,onde umabidpsiade musculoes-
queléticovivoisoladoéligadaaumtransdutordeforgcae sub-
metidaaumatensaoem presencade concentragcao unicaou
crescente de halotano, cafeina ou ambos. O protocolo euro-
peu adotado desde 1984 pelo The European Malignant
Hyperthermia Group (EMHG), o IVCT (in vitro contracture
test) " difere do americano, caffeine-halothane contracture
test(CHCT) 2tanto no procedimento como no critério de de-
finicdo de susceptibilidade a hipertermia maligna, estando a
sensibilidade de ambos testes proxima de 100%. Fibras
muscularesdeindividuos normais oucomHMreagemde for-
ma diferente em seu limite de tensdo induzida, ou em sua
sensibilidade a estas drogas. No grupo europeu, os pacien-
tessaoclassificadosemtrés categorias: susceptiveis, quan-
do a resposta € anormal tanto para o halotano como para a
cafeina; ambiguo, quando aresposta € anormal para o halo-
tanoouparaacafeina;enormal,quandoaresposta énormal
tanto ao halotano como a cafeina. Para o grupo americano,
uma resposta anormal para o halotano ou para a cafeina é
considerada MHS, fazendo com que o nimero de diagndsti-
cos falso-positivos sejade 15-20%. No Brasil, tanto o Centro
de Biopsia Muscular da Universidade Federal do Rio de Ja-
neiro, em atividade desde 1993, como o CEDHIMA (Centro
de Estudo, Diagnéstico e Investigagdo de Hipertermia Malig-
na)da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Pau-
lo, mais recentemente em funcionamento, utilizam o proto-
colo americano para o diagnostico de HM. Recentemente foi
demonstrada experimentalmente uma boa correlacao entre
o limiar de cafeina no IVCT e os valores de tensé&o da fibra
muscular, enquanto que nao se encontrou uma correlagcao
significativa quando utilizado o limiar de halotano. Estes da-
dos sugeremumaconexao entre olimiarde cafeinaeainten-
sidade da tensao provocada com o fenétipo da hipertermia
maligna '*'*. As desvantagens do teste da contratura in vitro
sdoo caraterinvasivo, a possibilidade de um diagnostico fal-
so-negativo, assim como os falso-positivos, e o alto custo,
tornando-se necessario o aperfeicoamento de métodos al-
ternativos.

BIOLOGIA MOLECULAR DA HIPERTERMIA MALIGNA
OlocusdaHMemsuinos e o gene codificante doreceptorde
ryanodina RYR1 (ou MHS1 locus, por malignant hyperther-

mia susceptibility), canal de liberagado de Ca®* no musculo
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esquelético, foram localizados no cromossoma 6p11-g2 °.
Asequénciade aminoacidos daproteinaRYR1 dosuinonor-
mal e do suino com PSS difere em um Unico aminoacido; no
suinocom PSS aarginina é substituida pela cisteinana posi-
¢ao 615 (Arg615Cys). No DNA, esta substituicdo ocasionaa
perda da seqiiéncia de restrigdo reconhecida pela endonu-
clease HinPl/eoriginaumanovaseqliéncia, reconhecidaes-
pecificamente pela endonuclease HgiAl. Isto propicia um
meétodo simples de detecgdo da mutagdo no DNA gendmico
de animais susceptiveis PSS '¢, baseado na digestdo dife-
rencialdosegmentogénicoamplificado porPCR porumaen-
zima de restricao especifica.

Em humanos, assim como em suinos, todos os sintomas da
HM estéo relacionados a disfuncdo no metabolismo do Ca®".
A clonagem do DNA codificante do canal de liberagéo de
Ca?'"" permitiualocalizagdo do gene RYR1 no cromossomo
19913.1 "®"® numa regido analoga & 6p11-q21 encontrada
em suinos, e a determinagéo de uma correlagéo entre poli-
morfismos e marcadores genéticos dogene RYR1 comaHM
20-22 5 mapeamento fisico e a analise citogenética do gene
RYR1 foram posteriormente realizados por Garciae col**em
1995. Um estudo detalhado da organizacéo estrutural de
RYR1 revelou grande complexidade. O gene RYR1 esta
composto por 106 exons compreendidos em 158 Kb 2*. A pro-
teina codificada pelo gene, constituida por 5038 aminaci-
dos, foi caracterizada como um homotetramero, onde cada
sub-unidade tem massa molecular aproximada de 564 kD,
constituindo um dos maiores canais idnicos descritos %°.
A primeira mutagao que segregava junto com a HM identifi-
cadaem humanosfoiaArgGMCysZG, resultante datransicéo
C1840T equecorrespondeamutacdo Arg615Cysresponsa-
vel portodos os casos de HM em suinos. No entanto, esta al-
teracao genética é responsavel apenas poralguns casos de
HM em humanos 2?7, indicando que outras mutagdes no
gene ou em outros genes poderiam alterar a regulagao do
Ca®" nas células do musculo esquelético e ocasionar HM.
Posteriormente outras mutac¢des foram descritas no gene
RYR1 emdiversas familias, onde alguns membros apresen-
tavam também a doencga do Central Core (Central Core Di-
sease, DCC), uma miopatia hereditaria intimamente asso-
ciadaaHM, na qual os nucleos centrais sao areas das fibras
musculares isentas de enzimas fosforilativas e de mitocon-
drias. Ja foram identificadas 17 mutacdes em familias com
HM (tabela I), através de técnicas como Single Strand
Conformation Polymorphism (SSCP), Heteroduplex analy-
sis(HA)esequenciamentodireto. As mutagbes encontradas
até o momento estdo localizadas entre os exons 2 e 18, no
exon 39,40e45,agrupando-seemduasregidesdogeneque
correspondem aregido amino-terminal e aregido central da
proteina, entre os residuos aminoacidicos 35 e 614 e entre
os residuos 2163 e 2458 respectivamente ?*'*. As quatro
mutacdes adjacentes identificadas nos exons 39 e 40, por
Manning e col, responsaveis pelo 11% dos casos de HM,
identificam o segmento génico 6400-6700 como um sitio fre-
quente de mutagdes. Coletivamente, as mutagdes encontra-
das no gene RYR1 s&o responsaveis por aproximadamente
50% dos casos de HM da populacéo caucasiana 2, indican-
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do a provavel existéncia de outras mutag¢des ainda nao ca-
racterizadas no gene RYR1 e/ou outros genes relacionados
aHM.

Das 17 mutagdes caracterizadas no gene RYR1, 15 foram
estudadas recentemente do ponto de vista da alteragao fun-
cional ocasionada no receptor de rianodina. A caracteriza-
¢ao da alteragao foi realizada mediante a introdugéo indivi-
dual das mutagdes a um sistema de expressao. Esta meto-
dologia consiste em manipular células de modo a introduzir
alteragdes em seu complemento genético, cujo efeito se de-
seja estudar, por exemplo, pela incorporagdo de um plasmi-
dio que contenha o gene de interesse mutado. As células al-
teradas sdo cultivadas permitindo a expressao do gene, que
entdo é transcrito e traduzido. Pode-se entdorealizar o estu-
do na proteina, comparando-se a produzida por uma célula
normal ndo modificada com a sintetizada pela célula geneti-
camente alterada. Pode-se, ainda, estudar o efeito funcional
das mutagdesintroduzidas ao sistema, realizando-se ensai-
os especificos. Esta técnica permitiu comprovar que protei-
nas mutadas RYR1s&omais sensiveis a cafeina e ao halota-
no do que a proteina RYR1 normal *.

Tabela | - Mutagdes no Gene RYR1 Identificadas em Familias Suscepti-
veis a HM e DCC

Mutacéo Exon Familias com Referéncia

a mutagao
Cys35Arg 2 1 familia Lynch e col
Arg163Cys® 6 2% Quane e col #
Gly248Arg 9 2% Gillard e col
Gly341Arg 1 10% Quane e col ¥
lle403Met® 1" 1 familia Quane e col #
Tyr522Ser” 14 1 familia Quane e col #
Arg552Trp 15 1 familia Keating e col *
Arg614Cys 18 4% Gilllard e col ®
Arg614Leu 18 2% Quane e col *
Arg2163Cys 39 4% Manning e col
Arg2163His® 39 1 familia Manning e col **
Val2168Met 39 7% Manning e col
Thr2206Met 40 1 familia Manning e col **
Gly2434Arg 45 4% Keating e col *
Arg2435His? 45 1 familia Zhang e col *°
Arg2458Cys 45 4% Manning e col
Arg2458His 45 4% Manning e col **

? Associadas a doenga do Central Core

HETEROGENEIDADE GENETICA DA HM

Emdiversos trabalhos de rastreamento de mutagdes nas fa-
milias com HM nao foi possivelidentificar a alteragao genéti-
cacausalnogene RYR1%*° Emoutros, onde aalteragao foi
identificada, foi visto que nao eraresponsavel pelaanomalia
funcionaldo canaldeliberagéode Ca2+, sugerindoresultado
erréneo do teste da contratura in vitro e/ou a existéncia de
uma segunda mutagéo no gene ou em outro gene responsa-
vel pelo fenotipo da HM 274142 Além disso, o resultado dos
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eventos de recombinagdo que permitem analisar a associa-
¢aoentre marcadores dogene RYR1comaHMdealgunsin-
dividuosz,7t§6Tsa?monstrado a heterogeneidade genética da
doenga “"7> ",

Loci alternativos relacionados com a HM foram propostos
nos cromossomos 17q11.2-q24 *° e 7911.23-g21.1 *®, mas
os resultados das analises de ligacao (linkage) destas re-
gidescomaHMaindando é conclusivo. Outros estudos de li-
gacdosugeriramapresencade genescandidatosem3q13*’
eem1q * Nestaultima regido, detectaram-se alteracées no
gene CACNL1A3 emuma familia. O gene CACNL1A3 codifi-
ca para a subunidade a1 do receptor da dihidropiridina, que
interage com o receptor RYR1 na regulagdo da concentra-
¢do de Ca** nas fibras do musculo esquelético *® e &, portan-
to, umforte candidato para explicar pelo menos parte dos ca-
sos de HM nao associados a mutagdes no RYR1.

Uma caracteristica curiosa da HM é sua relagao com outras
doencas. Ebemdocumentado que o fenétipo de susceptibili-
dade a HM, detectado pelo teste da contratura in vitro, pode
manifestar-se secundariamente em pacientes com doengas
neuromusculares como Distrofia Miotonica, Miotonia Con-
génita, Distrofias Muscular de Duchenne e Becker, Sindro-
me de King, além da Doenca do Central Core (DCC) . Estas
condi¢des sao clinicamente diferentes umadaoutra, apesar
do/ocus DCC também mapear no cromossomo 19q13.1 g
apresentar alteragées genéticas no gene RYR1 %%,

IDENTIFICACAO PRE-SINTOMATICA DE
HIPERTERMIA MALIGNA

Frenteaumcasode HM é muitoimportante abordaropacien-
te sobre sua historia familiar, lembrando que as manifesta-
¢des clinicas da doenga podem variar dentro da mesma fa-
milia. Ou seja, individuos da mesmafamiliapodem apresen-
tar desde um quadro clinico grave de HM até uma doenga de
manifestagdes tdo brandas que pode passar desapercebi-
da.

Desconhece-se ataxade novas mutagdes em HM. Portanto,
pode ser importante acompanhar com cuidado os descen-
dentes deindividuos com HM, mesmo que a historia familiar
seja negativa ou ndo informativa para HM.

A disponibilidade de testes de DNA capazes de identificar
mutac¢des que causam HM deve revolucionar o diagndstico
deHMe aidentificagdode familiaseindividuosemrisco para
a doencga.

Osmétodos moleculares permitemaidentificagdo pré-sinto-
matica sem a necessidade de biépsias, e na atualidade ja
poderealiza-losem cercade 50% dos casos. Umavezidenti-
ficada a mutagdo em um caso de HM, todos os membros da
familia poderao sertestados paraaquela mutagao exclusiva
a partirde uma amostra de sangue. Se bem que a identifica-
¢dodeumamutacdoemRYR1aindasejatrabalhosaerestri-
taaapenas alguns laboratérios especializados, atendéncia
para os proximos anos & que estes testes tornem-se cada
vez mais acessiveis e de facil execugao.

Naquelas familias com histérico de HM onde néo se identifi-
cam mutagdes no gene RYR1, é possivel que outros genes
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ainda néo identificados estejam envolvidos. Esta é a situa-
céo presente em 50% dos casos de HM com clara histéria de
hereditariedade para a sindrome. A rapida progressao do
projetogenomadeve solucionarestes casos em futuro proxi-
mo, por meio da caracterizagao de mutagdes novas. Estes
estudos permitirdo também a elucidagédo da heterogeneida-
degenéticadaHM,jaqueasvariagdesfenotipicasdasindro-
me devem ser causadas por interagcédo de diversos genes,
ainda desconhecidos, com o gene RYR1.

E evidente o beneficio da identificacdo pré-sintomatica mu-
tacional. Mesmo individuos que nunca foram submetidos a
cirurgia poderao ser preparados no caso de ser necessaria
umaintervengao, providenciando anestésicos e bloqueado-
res neuromusculares alternativos e dantrolene na sala de
operacgao, evitando assim qualquer risco. O conhecimento
das mutacgdes e genes envolvidos com a HM e doengas rela-
cionadas permitira que o diagnostico genético realizado a
partirde uma amostra de sangue, confiavel e de baixo custo,
passe a ser realizado em numero crescente de familias.
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