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could discover enough facts about a problem, these
facts would somehow arrange themselves in a

compelling and true solution.”

-Theodosius Dobzansky.



Vil



NORMATIZAGAO ADOTADA

Esta tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento dessa

publicagdo:

Referéncias - adaptado de International Committee of Medical Journals Editors

(Vancouver).

Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdo de Biblioteca e
Documentagdo. Guia de apresentagdo de dissertagbes, teses e monografias.
Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria
F. Crestana, Marinalva de Souza Aragdo, Suely Campos Cardoso, Valéria

Vilhena. 3a ed. Sao Paulo: Divisdo de Biblioteca e Documentacéao; 2011.

Abreviaturas dos titulos de periédicos de acordo com List of Journals indexed in

Index Medicus.






1.
2.

3.
4,
5.

6.

Xl

SUMARIO

INTRODUGAOD ...t ssessesassssssssss s sesssssssssssessesssssssssnsennas 1
REVISAO DE BIBLIOGRAFIA ........cooeeirreireeeeeesesessesssessesessessssessssssses 4
2.1 MIOPATIAS CONGENITAS.....cceieieieieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaene s s s s e e e e e e e e e aeaaeeaaaees 4
21,1 Miopatia NemaliniCa ..........ooooviiiiiiiiiiiiir e 7
2.1.1.1 Gene da Nebulina (NEM2) ..., 12
2.1.1.2 Gene da Alfa-actina (NEM3) ..., 14
2.1.1.3 Genes das tropomiosinas (NEM1 e 4) .........ccooiiiiiiiiicennnnnn. 16
2.1.1.3.1 Alfa-tropomiosina lenta (NEM1) ........ccccoiiiiiiee, 17
2.1.1.3.2 Beta-tropomiosina (NEM4)...........ccoiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee, 19
2.1.1.4 Troponin@a T (NEMS).....ccooriiiiieee e 19
2.1.1.5 COfilina (NEMT) ...t 20
2.1.1.6 Familia Kelch (NEM 6, 8 € 9) ... 21
2.1.1.7 Leiomodina 3 (NEM10).....cccceiiiiiiiiieieeeee e 23
2.1.1.8 Miosina XVIIIB (MYO18B) ........ccoeiciiiieiiieeee e 24
2.1.2 Miopatia com NUCIE0S CENIIraiS ........eveveriiiieiiiicirree e 25
2.1.3 Miopatia com presenca de COMES.........uuuuummummmmmiiiiiiaaaaaeeeeeeeeeeaaaeaeeens 27

2.1.4 Miopatias com variagéo no tamanho das fibras e achados
INESPECITICOS ...t 28
2.1.5 Diagnéstico diferencial das miopatias congénitas ...........cccccceeinneeee 30
2.1.6 Abordagens no tratamento das miopatias congénitas...................... 32
JUSTIFICATIVA ... eeeeeeessssrrss s s s s ssssss e s e s s s s mmmnnnnnnees 34
OBUJETIVOS ... sssss s smmnn s e s 35
PACIENTES E METODOS ......cocouiieciensesaessssesssesssssssessssessssssssssssens 36
STt I = X1 N 1 OSSR 36
5.1.1 Critérios de iNCIUSE0 .......ccceeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 37
5.1.2 Critérios de eXCIUSA0 ......cccceeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 37
5.2 ANALISE HISTOLOGICA ....uuuiieeeiieiie ettt e e et e e e e e e e et e e e e e e enannn e 38
5.3 AVALIACAOD CLINICA ... ettt ettt et e e e et e et e et e ea e eanas 39
5.4 ESTUDO GENETICO 1uuiieieeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt e e e e e e e e e e aeeeas 40
5.4.1 Extragdo de DNA e sequenciamento Sanger........cccccccceeeveeccvvvnnnnnn. 40
5.4.2 Sequenciamento dos genes ACTA1, MYH7, TPM3 e SEPN1 .......... 41
5.4.3 Sequenciamento de nova geragdo (NGS).........coovvvviiieieineiiininiiinnnn. 45
5.4.4 Algoritimo para o estudo genétiCo ...........oovvvvviiiiiiiiiiiiiiin 48
RESULTADOS .......eiiirrrrrrrnssnssssssssss s s s s ss s sssssmssss s s s s s ssssssssssnsnns 54
6.1 DESCRICAO CLINICA E HISTOLOGICA DOS PACIENTES COMMN ......cccovviinnnnenn. 54
6.1.1 ASPECIOS GEIAIS ...cceee e 54
6.1.2 EVOIUGAO ClINICA ......uueiiieiiiiece e 54

6.1.2.1 Aspectos gestacionais e perinatais: .........ccccceeeiiiiiiiiieieeeeee. 55



Xl

6.1.2.2 DeSenVOIVIMENTO ......ccoeeiieeeeeeeeee e 56
B.1.2.3 EVOIUGAOD ... oot 56

6.1.3 EXAME ClINICO oo a e 57
6.1.4 Exames complementares e bidpsia muscular ............cccoceeeeeeenen. 59
6.1.4.1 Exames complementares ..............uuvveeeeieiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 59
6.1.4.2 BiOPSia MUSCUIAK .......oeiiiiiiiiiiiii e 60

6.1.5 Reabilitagao e escolaridade...............oouuviiiiiiiiiiiiiiiiiciee e, 61

6.2 DESCRICAO CLINICA E HISTOLOGICA DOS PACIENTES COMMCI ........ceeeveenneeeen 73
6.2.1 ASPECIOS GEIAIS ....ceeiieieiiiiieeeeeeeeeeeeee s 73
6.2.2 EVOIUGAO ClINICA ......uuii i 73
6.2.2.1 Aspectos gestacionais e perinatais ..........cccccceeeiveiiieieeee, 73
6.2.2.2 Desenvolvimento € eVOIUGAO...........ccccoeeviiiiiiiiiiieeee e, 74

6.2.3 EXAME ClINICO ..ccoeeeeeeeeeeee e e e e 76
6.2.4 Exames complementares e bidpsia muscular.........ccc.cccooooiiiiinnnn..l. 77
6.2.4.1 Exames complementares ...........couueeeiieeiiiiiiie e, 77
6.2.4.2 BiOPSia MUSCUIAT .......ccoeeiiiiiieeeeeee e e e 77

6.2.5 Reabilitagcdo e escolaridade...............oouuuiiiiiniiiiiiiiiiiieeeee e, 78

6.3 RESULTADOS DO ESTUDO GENETICO ....vteeeeieeaaaaaaaaannnneneeeeeeaaaaeaassaannnsssseeees 89
6.3.1 Pacientes com mutagdes no gene ACTAT ... 91
6.3.2 Pacientes com variante patogénicanogene NEB ............................ 99
6.3.3 Pacientes com variante patogénica no gene CHRNE .................... 104
6.3.4 Pacientes com variante patogénica no gene TPM3 ........................ 106
6.3.5 Pacientes com mutacdo nogene RYRT ..o, 109
6.3.6 Paciente com mutagdo no gene TTN .........iiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 112
6.3.7 Pacientes com variante patogénica no gene MYH7 ....................... 114

7. DISCUSSAD ... e e ssessessessessssssssssssss s s e sssssssseans 120
8. CONCLUSAOD ......coeeeteeceencecae s sas s s s sesss e sss e sasss s ssssessssssssasans 138
9. ANEXO: FICHA DE ATENDIMENTO PADRAO DO AMBULATORIO DE
DOENGCAS NEUROMUSCULARES FMUSP........iiiiiiiiiseeeerre e 140

10. REFERENCIAS ... ccceeeests s seee st sss e se s sas s e e s s nees 147



LISTA DE SIGLAS

ATPase Adenosina trifosfatase

BAM Do inglés, binary alignment map

CAPPesq Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa
COX Citocromo oxidase

CPK Creatina fosfoquinase

CVF Capacidade vital forcada

DCTF Desproporgao congénita de tipo de fibras

DM Distrofia miotdnica

DM1 Distrofia miotdnica tipo 1

DNA Do inglés, deoxyribonucleic acid

DNPM Desenvolvimento neuropsicomotor

dNTP Deoxinucletideo trifosfato

ENMC Do inglés, International Consortium on Nemaline Myopathy
ENMG Eletroneuromiografia

EVS Do inglés, exome variant server

FMUSP Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
GOM Tricrémico de GOmOri

HE Hematoxilina e eosina

HGMD Do inglés, human genome mutation database

HLA Do inglés, human leukocyte antigen

LIM Laboratério de Investigagcbes Médicas

LOVD Do inglés, Leiden Open Variation Database

X1l



\%

MCI Miopatia congénita com achados inespecificos

MCN Miopatia centronuclear

MIM Do inglés, Mendelian Inheritance in Men

MN Miopatia nemalinica

MRC Do inglés, Medical Research Council

MTM Miopatia miotubular

NADH-TR Nicotinamida adenina trinucleotideo tetrazolium redutase
NGS Do ingés, next generation eequencing

NINDS/NIH Do inglés, National Institute of Neurologicla Disorders/National
Institute of Health

OMIM Do inglés, Online Mendelian Inheritance in Men
OMS Organizagao Mundial de Saude

ORO Do inglés, Oil Red O

PAS Do inglés, periodic acid Schiff

PCR Do inglés, polymerase chain reaction

RNAm Do inglés, messenger ribonucleic acid

SDH Succinato desidrogenase

SE Sequenciamento exdmico

SLONM, Do inglés slowly late onset nemaline myopathy
SMC Sindrome de miastenia congénita

UNIFESP Universidade Federal de S&o Paulo

UTI Unidade de terapia intensiva

VCF Do inglés, variant call format



Mg Micrograma
ML Microlitro
MM Micromolar
mL Mililitro

mM Milimolar
ng Nanograma
pmol Picomolar

U Unidade de medida

LISTA DE ABREVIATURAS

XV



XVI

LISTA DE DIAGRAMAS

Diagrama 1 - Esquema do estudo genético dos pacientes com MN mostrando
o local onde cada etapa foi realizada. .................ooovvmiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeee 49

Diagrama 2 - Esquema do estudo genético dos pacientes com MCI sem
espinha rigida (grupo 1) e com espinha rigida (grupo 2) mostrando o local onde
cada etapa foi realizada. ... 52

Diagrama 3 - Esquema do estudo genético dos pacientes com MCI com
achados clinicos atipiCoSs (GrUPO 3). ....uuuueeeeeeiieeeee e 53



XVII

LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 - Principais caracteristicas clinicas (historia clinica, exame fisico e

queixas atuais) dos pacientes com MN (N=23).........cccccmmiiiiiiieeeeeeieeiieeeeen, 66
Grafico 2 - Grupos musculares mais gravemente afetados — fraqueza muscular
grave (forca MRC menor/igual a lll) nos pacientes com MN (N=23). ............... 67
Grafico 3 - Exames complementares dos pacientes com MN (N=23). ............ 68
Grafico 4 - Principais caracteristicas histologicas observadas na analise da

bidpsia muscular dos pacientes com MN (N=23)........cccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeenn, 68
Grafico 5 - Escolaridade e reabilitagdo dos pacientes com MN (N=23)........... 69

Grafico 6 - Principais caracteristicas clinicas dos pacientes com MCI (N=22).83
Grafico 7 - Exames complementares dos pacientes com MCI (N=22). ........... 84

Grafico 8 - Principais achados na bidpsia muscular dos pacientes com MCI
[ 20 TSP PPPRPRR 85

Grafico 9 - Escolaridade e reabilitagdo dos pacientes com MCI (N=22).......... 85



XVII

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estrutura esquematica do sarcOmero ............cccceeeeeeiiiveeieeeeeeeeeeennns 13
Figura 2 - Caracteristicas clinicas gerais dos pacientes com MN.................... 70
Figura 3 - Caracteristicas gerais da biopsia muscular dos pacientes com MN

........................................................................................................................... 71
Figura 4 - Heredogramas das familias da coorte de MN................ccceeevvinins 72
Figura 5 - Pacientes com MCI e espinha rigida .............ooocciiiiiis 86
Figura 6 - Principais achados histologicos em biopsia muscular de pacientes

COM MC et e e et e e e e e e e e e e e ennnees 87
Figura 7 - Heredogramas das familias da coorte de MCl.............cccccccoeiinnnne 88
Figura 8 - Paciente 6.1 (MN) ... 95
Figura 9 - Paciente 12.1 (MN) ... 96
Figura 10 - Paciente 13.1 (MN) ... 97
Figura 11 - Biopsias musculares do paciente 17.1 (MN)........ccccccvvveeeeeiiiiinnns 98
Figura 12 - Pacientes com variantes patogénicas no gene NEB .................. 103
Figura 13 - Paciente com variante patogénica no gene CHRNE .................. 105
Figura 14 - Pacientes com variantes patogénicas no gene TPM3................ 108
Figura 15 - Pacientes com variantes patogénicas no gene RYRT ............... 111
Figura 16 - Paciente com MCI e mutagcdo nogene TTN .......ccccccvvvvveeeeeeennnn. 113
Figura 17 - Pacientes com MCI e mutagdo no gene MYH7 ......ccccceveeveeeennn. 117

Figura 18 - RM de musculo imagem pesada em T1 dos pacientes 38.1 e 39.1
com mutacdo no exon 34 do gene MYH7 ... 118

Figura 19 - RM de musculo imagem pesada em T1 do paciente 39.2 com
mutacdo em mosaico no exon 34 do gene MYHT7 ......oooeeeeeeeeiiiiiiiiiiiinnns 119



XIX

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Genes relacionados a MN e correlagao fenotipica........................ 11
Tabela 2 — Sequéncia de oligonucleotideos para amplificagao de regides
codificadoras dos genes ACTA1, TPM3, SEPN1 e MYH7T.....cccccceeeeeiiiiiinnnnna... 44
Tabela 3 - Principais caracteristicas clinicas dos pacientes com MN (Pacientes
PR = =t 1 O I TP EEPRTRR 63
Tabela 4 - Principais caracteristicas clinicas dos pacientes com MN (Pacientes
P = =022 O 1 SRR 64
Tabela 5 - Exames complementares dos pacientes com MN.......................... 65
Tabela 6 - Principais caracteristicas clinicas dos pacientes com MCI
(Pacientes de 21.1 @t 30.1) .. 80
Tabela 7 - Principais caracteristicas clinicas dos pacientes com MCI
(Pacientes de 31.1 at€ 40.1). .. 81
Tabela 8 - Exames complementares dos pacientes com MC.......................... 82

Tabela 9 - Resultados do estudo genético dos pacientes com MN e MCI ...... 90



XX



XXl

RESUMO

Moreno CAM. Estudo clinico, histolégico e molecular na miopatia congénita
nemalinica e na miopatia congénita com alteragcées minimas [tese]. Sdo

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

Introdugao: As miopatias congénitas sdo doengas musculares genéticas
caracterizadas por hipotonia e fraqueza muscular de inicio precoce na infancia.
Histologicamente sdo caracterizadas por alteragbes estruturais no musculo
esquelético (corpos nemalinicos, cores ou centralizagdo nuclear), no entanto,
existem casos com alteracdes leves e inespecificas, alteracbes minimas, tais
como, desproporgao no tamanho das fibras e desarranjo na arquitetura interna
das fibras (falhas focais na atividade oxidativa). Quanto ao aspecto molecular,
varios genes ja foram identificados em associagdo com os diversos subtipos,
porém com grande sobreposicao de achados histologicos e clinicos. Objetivo:
Caracterizagao clinica, histolégica e molecular de pacientes Brasileiros com
miopatia nemalinica e com miopatia congénita com achados histolégicos
minimos. Métodos: Avaliagdo clinica e histologica (revisdo dos achados das
biopsias musculares) de pacientes com diagndstico de miopatia congénita
nemalinica e com alteragbes minimas, provenientes de dois centros de
investigacdo em doengas neuromusculares da cidade de Sao Paulo (HC-FMUSP
e UNIFESP). O estudo molecular foi realizado através de sequenciamento
Sanger para os genes ACTA1, TPM3, MYH7 e SEPN1 e/ou sequenciamento de
nova geracgao para painel de genes musculares e/ou exoma. Resultados: Foram
avaliados 23 pacientes com miopatia nemalinica (20 familias) e 22 pacientes
com alteragées minimas (20 familias). O diagndstico molecular foi concluido em
sete familias com miopatia nemalinica, sendo quatro com variantes missense,
em heterozigose, no gene ACTAT1 ja associadas previamente a miopatia
nemalinica, e trés familias, com variantes ndo conhecidas, em heterozigose, no
gene NEB com alta predicdo de patogenicidade. Na coorte de miopatias
congénitas com alteragbes minimas o diagnéstico molecular foi concluido em
nove familias, sendo uma com variante conhecida no gene CHRNE, descrita em
miastenia congénita; duas familias com variantes no gene TPM3, sendo uma
inédita, em homozigose, e outra, em heterozigose, ja conhecida; duas familias

com variantes novas, em heterozigose, no RYR7, uma no gene TTN e trés



XXl

familias com variantes ja conhecidas no gene no MYH7 com fenétipo de miopatia
distal de Laing. A despeito da realizagdo de sequenciamento de exoma, sete
familias ainda permanecem sem gene candidato. Conclusdes: Os achados
clinicos, histologicos e moleculares dos pacientes da coorte de miopatia
nemalinica seguem aos padrdes descritos da literatura. O estudo dos pacientes
com miopatia congénita com alteragdes minimas se revelou complexo e variavel,
tanto no fendtipo quanto no gendtipo. As mutagdes novas no gene NEB, RYR1,
TTN, TPM3 e MYH7 confirmam a importancia e patogenicidade destes genes
nas miopatias congénitas e ampliam o seu espectro de altera¢des. Diante da
quantidade de genes candidatos e do tamanho de alguns genes envolvidos com
essas miopatias, técnicas de sequenciamento de nova geragéo séo de grande

valor.

Descritores: Descritores: miopatias congénitas estruturais; miopatias congénitas
estruturais/diagnostico; miopatias congénitas estruturais/histologia; miopatias da

nemalina; musculos/bidpsia; doencas musculares; estudo clinico.



XXII

ABSTRACT

Moreno CAM. A clinical, histological and molecular study of nemaline
congenital myopathy and congenital myopathy with minimal changes

[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;2016.

Introduction: Congenital myopathy are a group of genetic muscle diseases
characterized by hypotonia and weakness in early childhood. They are
characterized by structural abnormalities in muscle biopsy (nemaline bodies,
central-cores or nuclear centralization). However, it can present within mild and
unspecific findings like fiber type disproportion and abnormalities on oxidative
staining (minimal changes). Regarding the molecular aspects, there are many
genes associated with the congenital myopathies with an important overlapping
between the histological and phenotypical findings. Objectives: Clinical,
histological and molecular characterization of Brazilian patients with nemaline
myopathy and congenital myopathy with minimal changes. Methods: Clinical and
histological evaluation (review of muscle biopsy) of patients with nemaline
myopathy and congenital myopathy with minimal changes from two centers of
neuromuscular diseases (HC-FMUSP e UNIFESP). The molecular study was
performed using Sanger sequencing for ACTA1, TPM3, SEPN1 and MYH7
genes and/or neuromuscular panel and/or exome. Results: Twenty-three
patients with nemaline myopathy (20 families) and 22 patients with congenital
myopathy with minimal changes (20 families) were evaluated. The molecular
diagnose were concluded in seven families with nemaline myopathy, with four
families having missense, heterozygous and pathogenic ACTA7 variants and
three families having unknown heterozygous and pathogenic variants in NEB
gene. In the congenital myopathy with minimal findings group, the diagnose was
concluded in 9 families. One presenting with a pathogenic variantin CHRNE gene
previously described in congenital myasthenia, two families with pathogenic
variants in TPM3, one novel homozygous and one heterozygous previously
reported. Two families presented with novel and pathogenic RYR1 variants, one
with novel and pathogenic TTN variants and 3 families presented with
heterozygous variants in MYH7 myopathy with Laing distal myopathy phenotype.
Despite the NGS realization, 7 families remain without a gene candidate.

Conclusions: The clinical, histological and molecular findings of nemaline
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myopathy cohort follow the literature pattern. In contrast, the study for minimal
change patients appear complex and variable, either on phenotype or on
genotype. The new gene mutations for NEB, RYR1, TTN, TPM3 and MYH7
reinforce relevance and pathogenicity of these genes in the congenital
myopathies and expand the mutation spectrum. In light of diversity of candidate
genes and the size of some genes involved with these myopathies, next

generation sequencing techniques have been proved essential.

Descriptors: myopathies, structural, congenital; myopathies, structural,
congenital/diagnosis; myopathies, structural, congenital/histology; myopathies,

nemaline; muscles/biopsy; muscular diseases; clinical study.



1. INTRODUGAO

Miopatias congénitas (MC) s&o doengas neuromusculares genéticas,
caracterizadas por hipotonia e fraqueza muscular precoces na infancia.
Hiporreflexia, hipotrofia, achados dismérficos como pectus carinatum, escoliose,
deformidades nos pés, palato arqueado e face alongada estdo normalmente
presentes. O diagnostico é realizado através do quadro clinico somado a

alteracdes estruturais caracteristicas na bidépsia muscular.

A classificacao é baseada nas alteragdes histologicas predominantes na
biépsia muscular e estratifica as MC em quatro grupos: (1) miopatia com bastdes
nemalinicos (agregados proteicos), nas quais sao observados acumulos de
proteinas oriundas do disco Z, sendo a miopatia nemalinica (MN) o principal
integrante deste grupo; (2) miopatia com centralizagdo nuclear, na qual se
observa nucleos em posi¢cdes anormais e normalmente centrais; (3) miopatia
com presenca de cores, que sdo areas destituidas de atividade oxidativa no
interior da fibra muscular, visualizadas em coloracgdes histoquimicas especificas.
Esta falha é bem delimitada, podendo ser Unica e central como na miopatia
central-core, unica e periférica como na miopatia com core excéntrico, ou
multiplas e difusas como na miopatia multi/minecore; e (4) miopatia com variagéo
no tamanho das fibras, na qual a presenga de importante aumento da
variabilidade no tamanho entre os tipos de fibras ocorre na auséncia de outros
achados estruturais caracteristicos. O achado predominante é atrofia e

predominio de fibras tipo 1.



Alguns pacientes com quadro clinico de MC possuem achados leves e
inespecificos na bidpsia muscular como atrofia de fibras tipo 2, predominio e
atrofia de fibras tipo 1, variabilidade do tamanho das fibras, falhas focais de
atividade oxidativa, aumento do tecido conjuntivo e aumento do numero de
centralizagdes nucleares. Nos referimos a estes pacientes como tendo miopatia
congénita com achados minimos ou achados leves e inespecificos (miopatia

congénita inespecifica - MCI) na biépsia muscular.

Os genes que causam as MC codificam componentes do aparelho contratil
do musculo esquelético (sarcOmero) observado principalmente nas miopatias
com agregrados proteicos e desproporcao de fibras, e também proteinas que
atuam no transporte e sinalizagdo de calcio, comprometendo desta forma a
contragdo muscular, como observado nos subtipos com centralizag&o nuclear e
cores. O diagnostico molecular dos pacientes com MC é de grande importancia
para a classificacdo do paciente, para uma melhor compreensao dos
mecanismos fisiopatogénicos envolvidos e também para a elaboragcdo de

estratégias terapéuticas.

Existe uma grande sobreposigcédo entre achados clinicos e moleculares. Um
mesmo gene pode estar relacionado a mais de um fendtipo, assim como, um
mesmo fendtipo pode estar associado a varios genes. Uma caracterizagao
adequada do quadro clinico, histolégico e de imagem do paciente pode oferecer
pistas diagndsticas importantes para o seu estudo molecular sugerindo um gene
candidato e orientando quanto a melhor técnica de sequenciamento a ser
utilizada. O estudo genético pode ser realizado através de técnicas
convencionais (Sanger) ou através de sequenciamentos de nova geragao

(NGS). Nos sequenciamentos convencionais, o estudo de cada gene é realizado



separadamente. Ja os NGS permitem o estudo de varios genes em uma mesma
plataforma. A grande dificuldade destas técnicas de ampla cobertura, consiste

na interpretacéo dos dados e na identificagdo das variantes patogénicas.

Neste trabalho vamos estudar o quadro clinico e histolégico de pacientes com
miopatia congénita relacionada com provaveis alteragbes em proteinas
sarcoméricas, assim sendo, as miopatias congénitas com agregados proteicos
e achados inespecificos na biépsia muscular; sequenciar os genes ACTAT,
TPM3, SEPN1 e MYH7 analisando a frequéncia de mutagéo destes genes nos
grupos de pacientes selecionados e também, analisar a utilizagdo e a cobertura

de NGS nestes pacientes.



2. REVISAO DE BIBLIOGRAFIA

21 Miopatias congénitas

MC s&o doengas musculares hereditarias que se manifestam com
hipotonia e fraqueza muscular de inicio precoce na infancia. Sao classificadas
de acordo com alteracdes estruturais especificas na biopsia muscular. De acordo
com esses achados, podem ser divididas em 4 grandes grupos: (1) miopatias
com acumulos proteicos (bastdes nemalinicos); (2) miopatias com cores; (3)
miopatias com nucleo central; e (4) miopatias com variagdo no tamanho das
fibras (North, 2011). Achados morfolégicos mistos como cores e bastées ou
cores e nucleos centrais ja foram descritos (Olive et al., 2010). A maior parte
das miopatias congénitas sdo diagnosticadas pela microscopia Optica. As
reacdes imunohistoquimicas sao raramente necessarias e a microscopia
eletrbnica pode auxiliar em casos que geram duvidas ou naqueles com suspeita

clinica nos quais os achados estruturais ndo foram identificados (North, 2011).

O espectro clinico das MC é amplo e pode variar desde quadros graves
com acinesia fetal, diminuicdo dos movimentos intrauterinos e insuficiéncia
respiratoria grave no periodo neonatal, a quadros leves com fraqueza proximal
de inicio tardio e inaptidao para atividade fisica. As principais manifestacoes
clinicas sao: fraqueza muscular de inicio no periodo neonatal, hipotonia
neonatal, reflexos tendinosos profundos reduzidos ou abolidos e atraso na
aquisicdo dos marcos motores sem comprometimento cognitivo. Outros
sintomas frequentes s&o: dificuldade para sugar, dificuldade para engolir,
infeccbes respiratérias de repeticdo, achados dismoérficos faciais (palato

arqueado, dolicocefalia e face alongada), deformidades osteoesqueléticas



(escoliose, contraturas, pectus carinatum) e deformidades nos pés.
Oftalmoparesia, fraqueza facial e ptose palpebral ocorrem em algumas formas
clinicas e quando presentes representam importantes pistas diagnésticas. A
fraqueza muscular pode se apresentar em diversos padroes. As formas com
fraqueza generalizada ou de predominio proximal sdo as mais caracteristicas,
no entanto, quadros predominantemente axiais ou distais podem ser observados

(Colombo et al., 2015; Nance et al., 2012; North, 2011).

Exames complementares auxiliam no diagnéstico diferencial. Os niveis
séricos da enzima creatinofosfoquinase (CPK) encontram-se normais ou com
discreto aumento, diferente dos valores aumentados encontrados nos pacientes
com distrofia muscular congénita. A eletroneuromiografia (ENMG) pode sugerir
miopatia ou ser normal, com estudos de condug&o nervosa normais. Este exame
€ importante no diagnostico diferencial com doenca do neurbno motor e

neuropatia periférica (North, 2011).

Do ponto de vista molecular, varios genes ja foram implicados na
etiopatogenia das MC. Existe uma grande variabilidade fenotipica e genotipica
neste grupo de pacientes. Um mesmo gene pode determinar varios fenétipos,
como por exemplo o gene da tropomiosina 3 (TPM3) que estd associada a MN
(Durling et al., 2002), miopatia com cap (Ohlsson et al., 2009) e DCTF (N. F.
Clarke et al., 2008). Além disso, um mesmo fendtipo pode ser causado por
diferentes genes. A miopatia mine-core, por exemplo, pode ser causada por

mutag¢des no gene RYR1, SEPN1 e MYH7 (Jungbluth et al., 2011).

Varios mecanismos fisiopatogénicos ja foram propostos. Com a

descoberta de novos genes e a expansao de seus respectivos fendtipos, estes



mecanismos estao ficando cada vez mais complexos. Os principais substratos
envolvidos sao proteinas do sarcomero, proteinas envolvidas na sinalizagao do
ion calcio na membrana, responsaveis pelo mecanismo de contragdo muscular
(North, 2011), e também, proteinas envolvidas na ubiquitinizagdo (Sambuughin

et al., 2010).

Apesar das miopatias congénitas serem classificadas com base nas suas
alteragdes histologicas, existe uma tendéncia atual em classificar o paciente de
acordo com o sua alteragdo molecular como por exemplo: miopatias
relacionadas com ACTA7- actinopatias (K. J. Nowak et al., 2013); miopatias

relacionadas com SEPN1 - selenopatias (Schara et al., 2008).

Abaixo uma descricdo mais abrangente dos subtipos de miopatia

congénita.



2.1.1 Miopatia Nemalinica

Varias proteinas podem se acumular no interior da fibra muscular. A
maioria dos agregados proteicos sao formados a partir proteinas oriundas do
sarcomero. A forma mais comum de miopatia com agregados proteicos é a
miopatia nemalinica, na qual os agregados sao formados a partir do filamento
fino e possuem o formato de bastbes (bastdes nemalinicos). Outras formas de
miopatia com acumulo de proteinas do filamento fino sdo a miopatia com “cap”,
miopatia com corpos zebroides e miopatia com agregados de actina. Miopatias
com acumulo de proteinas oriundas do filamento espesso sdo mais raras e a
miopatia com corpos hialinos é o seu subtipo mais comum (Agrawal et al., 2004;

North, 2011).

O nome nemalinico é proveniente do prefixo grego nema que significa
“fio”. Esta nomenclatura foi utilizada pela primeira vez na descricdo de miopatia
em 1963 por Shy et al, que relatou uma crianga hipoténica do sexo feminino com
a presenca de estruturas em forma de bastdes de tamanhos variaveis na biopsia

muscular (Shy et al., 1963).

Atualmente MN é um dos subtipos mais frequentes de MC. Corresponde
a cerca de 17% dos casos e afeta 1:50.000 individuos (Romero et al., 2013).
Além das formas congénitas hereditarias classicas, o quadro pode ter inicio na
idade adulta, conhecido como miopatia nemalinica de inicio tardio (slow onset
nemaline myopathy - SLONM). A maior parte destes casos permanece sem
confirmagao genética, o que sugere uma etiologia diferente daquela encontrada

nas formas congénitas (Chahin et al., 2005).



Como ja mencionado acima, a MN caracteriza-se histologicamente pela
presencga de estruturas eosinofilicas na coloragao Tricromico de Gomori (GO)
em formato de bastdes na fibra muscular. Os bastdes sdo polimeros compostos
de materiais de linha Z como teletonina, miotilina, filamina, miozenina,
miopaladina e principalmente alfa-actina. A sua localizacdo e quantidade no
interior da fibra muscular séo variaveis e nao se correlacionam com a clinica que
o paciente apresenta. Quanto a sua distribuicdo, podem estar aglomerados em
regides subsarcolemais, inclusive com a formagéo de massas citoplasmaticas,
estar distribuidos difusamente pelo citoplasma da fibra ou até mesmo dentro do
nucleo. Com relagao a quantidade, podem estar presentes em 100% das fibras
ou apenas em uma pequena populagao de fibras ou ainda se restringir a um tipo
de fibra (North et al., 1997). Em alguns casos é necessario mais de um sitio de
bidpsia para a visualizagdo dos agregados. A microscopia eletrénica é de grande
utilidade nos casos inconclusivos, principalmente nos casos em que os bastdes
sdo muito pequenos ou intranucleares. Serao visualizadas estruturas elétron-
densas ovoides ou em formato de bastdes, determinado pelo plano de seccéo,
ou paralelas ao eixo longo do sarcobmero. Ha um caso descrito em que nao foram
encontrados bastdes na biopsia muscular e o diagnoéstico foi feito de acordo com
o padrdo de acometimento muscular nos exames de imagem e teste molecular

(Castiglioni et al., 2014).

Assim como outras miopatias congénitas, associados aos achados
estruturais predominantes, outros achados na bidpsia muscular sdo relatados
com frequéncia como: (1) variagdo no tamanho das fibras, (2) desproporgao de
tipo de fibras e (3) predominéancia de fibras tipo 1 (llkovski et al., 2001). Mais

raramente podem ainda ser encontrados achados como: aumento de tecido



conjuntivo, internalizagdo nuclear e necrose/regeneragao de fibras musculares

(Ryan et al., 2003).

Os bastdes nemalinicos podem ser encontrados em outras situacoes
além de MN. Podem estar presentes na jungao neurotendinea, em idosos e em
musculos extraoculares sem qualquer substrato fisiopatoldgico, bem como em
outras doengas como na miopatia core-bastbes (Wallgren-Pettersson et al.,

2011).

O fendtipo dos pacientes com MN também é bastante variavel. O espectro
de acometimento abrande desde formas neonatais graves com acinesia fetal e
insuficiéncia respiratoria até formas leves de inicio na infancia ou no adulto. A
fraqueza muscular, na maioria dos casos, € simétrica, generalizada, com
predominio proximal e de musculos flexores do pescogo (Nance et al., 2012).

Quanto as formas clinicas, o ENMC (European Neuromuscular Center)
através da realizagao de consorcios internacionais com especialistas de diversos
paises (International Consortium on Nemaline Myopathy) divide a MN em 6
categorias com base na forma tipica, sendo elas: (1) forma congénita grave -
pacientes possuem movimentacao espontanea pobre, acinesia fetal, dificuldade
de deglutir e necessitam de suporte respiratério logo ao nascer. Podem
apresentar retragdes tendineas e fraturas; (2) forma congénita intermediaria —
pacientes apresentam movimentagao espontdnea e movimentos respiratorios
logo ao nascer mas evoluem precocemente com necessidade de suporte
ventilatorio. As aquisicbes motoras séo pobres e os pacientes ndo chegam a
adquirir marcha; (3) forma congénita tipica - pacientes apresentam atraso na
aquisicdo dos marcos motores, hipotonia neonatal e fraqueza muscular em

distribuigao tipica com lenta progresséo; (4) miopatia nemalinica leve com inicio
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na infancia —pacientes ndo apresentam atraso dos marcos motores. Apresentam
fraqueza proximal insidiosa e intolerancia ao exercicio; (5) miopatia nemalinica
de inicio no adulto; (6) outras formas de miopatia nemalinica, sendo a MN da
populagao Amish, a principal representante (Wallgren-Pettersson et al., 2011).

O acometimento da musculatura respiratéria € frequente e precoce,
tendendo a ser desproporcional ao grau de fraqueza apendicular. A fungao
respiratoria deve ser monitorada rigorosamente, portanto, mesmo em pacientes
com fendtipos aparentemente mais leves. Apesar de casos com cardiomiopatia
dilatada ja terem sido relatados na literatura, a contratilidade cardiaca nao é
frequentemente afetada. Avaliagdes cardiacas sao realizadas logo apds o
diagnostico e podem ser repetidas apos longos intervalos ou na suspeita clinica
de cardiopatia (Colombo et al., 2015; Wallgren-Pettersson et al., 2011).

A MN se manifesta em um amplo espectro genotipico. Até o momento,
dez genes foram associados ao espectro das MN (tabela 1): TPM3/ TPM2 —
tropomiosinas 2 e 3, NEB — nebulina, ACTA1 — alfa actina esquelética, TNNT1 —
troponina T lenta, CFL2 — cofilina musculo especifica, KLHL40 — membro 40 da
familia Kelch, KLHL41 — membro 41 da familia Kelch, KBTBD13 — membro da
familia BTB/Kelch, LDM3 — leiomodina 3 e miosina XVIIIB (MYO18B) (Laing et
al., 2009; Pelin et al., 1999; Romero et al., 2013; Tan et al., 1999; Yuen et al.,
2015). Todas as formas caracterizadas molecularmente sdo autossdémicas com
padrdo de heranga recessivo ou dominante. A maioria dos genes codificam
proteinas do filamento fino do sarcémero. A excegdo do gene TNNT1, que esta
associado a um distinto quadro de miopatia nemalinica descrito inicialmente na
populagcdo Amish, a distribuigdo em frequéncia dos outros genes parece ser

homogénea ao redor do mundo. A causa mais comum de MN com padréo de
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heranga autossémica recessiva sdo mutagdes no gene NEB, enquanto para as

formas dominantes, o gene ACTA1 é o predominante (Romero et al., 2013).

A seguir discutiremos isoladamente os genes envolvidos com a MN em

ordem decrescente de frequéncia.

Tabela 1 - Genes relacionados a MN e correlacao fenotipica.

Gene Fenétipo Numero Proteina Heranca Fenétipo Proporgao
(OMIM) MIM de pacientes
TPM3 NEM1 609284 alfatropomiosina AD/AR Cong grave (AR); <2%
lenta cong interm e inicio
na infancia (AD)
NEB NEM2 256030 Nebulina AR forma tipica >50%
(maioria); outros
fenotipos (menos
comum)
ACTA1 NEM3 161800 Alfa-actina AD/AR Variavel / cong 15-25%
esquelética grave
TPM2 NEM4 609285  betatropomiosina AD Forma tipica <2%
TNNT1 NEM5 605355 Troponina T lenta AR Miopatia nemalinica Populagao
Amish Amish
KBTBD13 NEM6 609273 Repeticao Kelch AD Inicio na infancia, desconhecida
e dominio BTB e lentiddo nos
proteina 13 movimentos
CFL2 NEM7 610687 Cofilina 2 AR Congénita tipica rara
KLHL40 NEMS8 615348 Membro 40 AR Cong grave <5%
familia Kelch
KLHL41 NEM9 615731 Membro 41 AR Frameshift — cong. rara
familia Kelch grave
Misscence — cong
infantil tardia
LMOD3 NEM10 616165 Leiomodina AR Cong grave rara
MYO18B 616549 Miosina 18B AR Sindrome Klippel- rara

Feil com miopatia
nemalinica e

dismorfismos faciais

NEM: sigla do OMIM para miopatia nemalinica. Cong.: Congénita. Interm.: intermediario.

AD: Autossdbmica dominante. AR: Autossémica recessiva.
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2.1.1.1 Gene da Nebulina (NEM2)

Nebulina € uma proteina filamentosa gigante (600 — 900-KDa) codificada
pelo gene NEB. Faz parte da constituigdo do filamento fino e atua na
estabilizagao do filamento da actina, na regulagdo da contragdo muscular e na
homeostase do célcio. A expressao desta proteina no musculo se correlaciona
diretamente com a gravidade da doenga, de tal modo que quanto menor a
quantidade da proteina detectavel pior o prognéstico do paciente (Labeit et al.,
2011).

O gene NEB possui 183 exons. Por ser um gene muito grande e néo
apresentar hot spots, o seu sequenciamento através de técnicas convencionais
€ muito dificil (Pelin et al., 2008). A maioria das mutagbes séo pequenas
delegdes, duplicagbes ou substituicbes de base causando cddons de parada
prematuros ou splicing anormal. Todas as mutagdes sido recessivas podendo
ocorrer em homozigose ou heterozigose composta (Pelin et al., 2008).

Mutacdes neste gene sao associadas a MN, classificadas geneticamente
como NEM2 (segundo gene a ser descoberto). Este gene é responsavel pela
maioria dos casos com padrao de heranga recessivo, podendo acometer mais
de 50% destes pacientes. A forma clinica de MN mais associada a este gene é
a forma tipica, mas se associa também a formas mais graves (Pelin et al., 1999).
Os pacientes com NEM2 apresentam fraqueza de predominio proximal mais
pronunciada na musculatura axial e em cinturas. Evoluem com acometimento
distal principalmente em dorsiflexores dos pés. Os extensores dos joelhos
tendem a ser melhores que os flexores. A incapacidade de flexdo do pescogo
quando em posi¢ao supina e o envolvimento facial, bulbar e de lingua também

séo achados frequentemente observados. Estudos de imagem em pacientes
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com NEM2 mostram um acometimento predominantemente distal em
compartimento anterior com musculatura da coxa relativamente poupada
(Wallgren-Pettersson et al., 2004).

Existem varios fendtipos de miopatia com  envolvimento
predominantemente distal associados a mutagdes no gene NEB sendo eles: (1)
miopatia distal sem bastées nemalinicos, (2) pacientes com NEM2 e
envolvimento predominantemente distal (Lehtokari et al., 2011) e (3) miopatia
distal com presenca de cores e bastdes (Romero et al., 2009).

Quanto aos aspectos histologicos envolvendo MN causadas por

mutac¢des no gene NEB as principais sao: (1) bastdes em ambos os tipos de

fibras e (2) associagéo entre cores e bastdes (North et al., 2014).
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Figura 1 - Estrutura esquematica do sarcémero: localizagcdo da proteina
nebulina e seus sitios de ligagdo com as proteinas tropomodulina, KLHL40,
desmina, titina, e alfa-actina. Essas ligagdes sugerem a importancia desta
proteina gigante na manutenc&o da estrutura e estabilizagdo do sarcémero (Chu
et al., 2016).
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2.1.1.2 Gene da Alfa-actina (NEM3)

As actinas formam uma familia constituida por 6 isoformas que
compartilham mais de 90% de similaridade estrutural ao nivel de aminoacidos.
Estas proteinas estdo envolvidas em varias fungbes celulares como morfologia
e motilidade celular.

Alfa-actina musculo esquelética é a principal isoforma de actina do
musculo esquelético adulto. Esta proteina é a estrutura central do filamento fino
do sarcbmero e interage com diversas proteinas envolvidas na contragao
muscular. A alfa-actina cardiaca & a principal isoforma expressa no musculo
cardiaco e a principal isoforma expressa no musculo esquelético durante a
gestagao, diminuindo sua expressao a partir do terceiro trimestre. A alfa-actina
esquelética e a alfa-actina cardiaca sao estruturalmente semelhantes e diferem
entre si por apenas 4 residuos em sua proteina matura (Sheterline, et al., 1998).

O gene ACTA1 codifica a alfa-actina esquelética. Esta localizado na
regiao 1g42,13, é formado por sete exons dos quais seis sao codificantes. O
RNAm codifica uma proteina de 377 aminoacidos que se modula em um
mondmero globular (G-actina) com peso de 42kDa que sera polimerizada em F-
actina, componente primario do filamento fino (Laing et al., 2009).

As actinas sao proteinas muito conservadas, portanto a maioria das trocas
de aminoacidos resultantes de mutacdes missenses sdo causadoras de doencgas
(Laing et al., 2009).

Mutagées no gene ACTA71 podem resultar em varios subtipos de
miopatias: (1) miopatia nemalinica (NEM3) (D. Nowak et al., 1999); (2) miopatia
com bastao intranuclear(Goebel et al., 1997); (3) miopatia com agregados

filamentosos de actina (Sparrow et al., 2003); (4) desproporgdo congénita de
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tipo de fibras (DCTF) (Laing et al., 2004), (5) miopatia com areas core-like
(Kaindl et al., 2004), (6) miopatia cap (Hung et al., 2010) , (7) miopatia com
corpos zebroides (Sewry et al.,, 2015) e mais recentemente, (8) miopatia
escapuloperoneal progressiva (Zukosky et al., 2015). A mistura de todos estes
achados pode ser encontrada em um unico paciente.

Com relagdo a MN, até um quarto dos casos das formas tipicas sao
causados por mutagdes neste gene, sendo ainda mais frequente dentro do grupo
das formas clinicas mais graves. O tipo de mutacdo n&o esta relacionado
diretamente com a gravidade do quadro clinico (Laing et al., 2009).

O quadro clinico dos pacientes com NEM3 é frequentemente grave,
cursando com hipotonia neonatal, acinesia fetal e insuficiéncia respiratéria.
Formas intermediarias, leves e tipicas também sdo comuns(Feng et al., 2009).
Os pacientes apresentam envolvimento preferencial dos musculos extensores
do joelho quando comparados aos flexores preservando os dorsiflexores dos
pés, diferente dos pacientes com NEM2 (Oishi et al., 1998).

A maior parte das mutagdes identificadas sao mutagcdes dominantes de
novo, mutagdes em heterozigose que nao estao presentes nos pais. Mosaicismo
é raro e ja foi documentado em algumas familias. Mutagdes recessivas se
comportam como mutagdes nulas causando fenétipos graves, no entanto formas
moderadas e leves ja foram relatadas. Provavelmente este fato esta relacionado
a expressao compensatoéria da alfa-actina cardiaca (K. J. Nowak et al., 2007).

Apesar dos mecanismos fisiopatogénicos ainda n&o estarem
completamente desvendados, a posicdo da mutacao influencia diretamento no
fendtipo. O conhecimento da estrutura da proteina é fundamental para se

compreender os diferentes fendtipos. As mutagées que causam miopatia com
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agregados de actina estao localizadas nos subdominios um e trés préximos a
regiao central (hinge) e parecem comprometer a formagao da ligagdo entre os
nucleotideos. Ja as mutagdes que causam MN com bastdes intranucleares estéao
normalmente localizadas entre os residuos 139 e 165, também préximos a regiao
central (Sparrow et al., 2003).

A analise imunohistoquimica em pacientes com NEM3 é complexa.
Inicialmente llkovvski et al, ndo observou nenhum aumento compensatério na
alfaactina cardiaca em mutagdes no ACTA1. Este achado foi confirmado em
casos com mutagdes dominantes por Pankaj et al, 2004, entretanto, em um
paciente com combinagao de uma mutagdo missence com delegao/frameshift foi
observado um aumento na expresséo da alfaactina cardiaca (Agrawal et al.,
2004).

Quanto aos aspectos histolégicos envolvendo MN causadas por
mutagdes no gene ACTA1, as principais séo: (1) bastdes em ambos os tipos de
fibras; (2) acumulo de actina visualizadas como areas com dep0ésito proteico na
coloragdo HE ou GO que nao possuem atividade na ATPase; (3) bastbes
intranucleares; (4) corpos zebroides e (5) desproporgéo de tipo de fibras (North

et al., 2014).

2.1.1.3 Genes das tropomiosinas (NEM1 e 4)

Tropomiosinas (Tm) sao proteinas expressas em células eucaribticas
acopladas na actina que atuam na contragédo muscular estabilizando a actina e
regulando interagdo actina/miosina ao limitar os sitios ligadores de miosina ao
longo do filamento de atina (Gunning et al., 2005). Participam da ligacao da

miosina com a actina para que ocorra a contragao muscular. Os filamentos finos
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do musculo estriado contém principalmente actina, tropomiosina e troponina e
sdo ativados através da ligagdo com calcio promovendo assim a ligagdo com a
troponina e miosina. Foram inicialmente isoladas como sendo a principal
proteina miofibrilar do musculo esquelético e chamadas de Tm pela grande
semelhancga entre sua composicéo e suas propriedades fisicas com a miosina

muscular (Bailey, 1946).

As Tm sao produzidas por quatro genes (TPM1-4), sendo os mais
importantes o TPM1, que codifica a alfatropomiosina rapida; TPM2, que codifica
a betatropomiosina (Tm2) e TPM3 que codifica a alfatropomiosna lenta (Tm3),
uma isoforma musculo-especifica expressa nas fibras musculares tipo1

(Gunning et al., 2005).

Mutacdes nestes trés genes foram associadas as seguintes doengas do
musculo estriado: MN (TPM2 e TPM3) (Donner et al., 2002), DCTF (TPM2 e
TPM3) (DeChene et al., 1993), artrogripose distal (TPM2) (Sung et al., 2003),
doenga com “cap” (TPMZ2) e cardiomiopatia com DCTF (TPM1) (Durling et al.,

2002).

2.1.1.3.1 Alfa-tropomiosina lenta (NEM1)

O gene TPM3 é constituido por 10 exons (Tan et al., 1999). Mutag¢des
neste gene ja foram descritas em pacientes com MN, DCTF, miopatia com cap
e até mesmo em MCI. A presenca de desproporgdo de fibras € um achado
comum dentre pacientes com mutac¢des neste gene, no entanto, a sobreposi¢céo
de achados pode ocorrer como a presenca de cap e bastdes (Ohlsson et al.,

2009).
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O gene TPMS3 foi a primeira causa genética estabelecida para a MN,
classificada do ponto de vista genético como NEM1. A primeira descrigédo foi em
uma familia australiana com uma mutagcdo dominante com fraqueza de
predominio nos membros inferiores (Laing et al., 1995). Subsequentemente, se
observou que os achados clinicos nestes pacientes eram variaveis (Tan et al.,

1999).

Nos pacientes com MN e mutacdo TPM3, a desproporcao de fibras é
variavel, com atrofia de fibras tipo 1 e presenca de bastdes nemalinicos
predominantemente em fibras tipo 1. A fraqueza tem predominio nos membros

inferiores (Romero et al., 2013; Wallgren-Pettersson et al., 2011).

Os mecanismos pelos quais mutagbes neste gene causam doenga
muscular ndo foram totalmente elucidados. Em um trabalho com um modelo
experimental no qual foi induzida uma mutagdo, que em humanos causa MN
(Met8Arg), foi visto que a mutagcdo compromete a afinidade dos filamentos finos
da actina e leva a acumulo de dimeros. Esta mutacdo ocasiona uma substituicdo
de um residuo de arginina por uma metionina em um sitio de ligagdo da actina
préximo ao residuo N-terminal da Tpm3 de modo a fortalecer a ligagéo actina-
tropomiosina (Laing et al., 1995). A relativa lenta progressdo da doenga é
atribuida ao fato da Tpm3 se expressar somente em fibras tipo 1 e ainda de nao
ser a unica tropomiosina expressa. Estudo em 12 familias turcas com MN
recessiva identificou uma mutacao fundadora, dele¢cao do primeiro nucleotideo
do ultimo exon, que remove o ultimo nucleotideo antes do cédon de parada
causando um efeito de erro de leitura. A proteina que é produzida possui 73

aminoacidos a mais que o normal, resultando em uma proteina ndo funcional
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pela alteracdo na sua conformacdo. Mais estudos sdo necessarios para uma

melhor compreensao da sua fisiopatogenia (Lehtokari et al., 2008).

2.1.1.3.2 Beta-tropomiosina (NEM4)

Mutacdes no gene da beta-tropomiosina (TPM2) sdo uma causa rara de
MC com achados clinicos e histologicos variaveis. Mutagbes neste gene estéo
presentes em até 2% dos pacientes com MN, classificada do ponto de vista
genético como NEM4. Os pacientes seguem um padréo de heranga autossémico
dominante e apresentam-se clinicamente com quadro clinico leve da infancia ou
tipico. Mutacbes neste gene foram descritas também causando miopatia Cap,
DCTF, miopatia com fendtipo “Bethlem-like” e também formas de artrogriposes
distais e Sindrome de Escobar associada ou ndo a MN (Donner et al., 2002). A
maior parte dos pacientes apresenta envolvimento da musculatura mastigatéria
e distal dos membros inferiores. Acomete principalmente o musculo sdleo,
poupando a cintura pélvica e escapular. O espectro clinico da doenca também é

muito variavel (Jarraya et al., 2012).

2.1.1.4 Troponina T (NEMS5)

O gene TNNT1 se localiza no cromossomo 19913 e uma mutagéo
nonsense em homozigose neste gene esta associada a uma forma distinta de
MN (NEMS) descrito apenas na populagdo Amish. Relatos recentes identificaram
mutacédo neste gene em uma familia holandesa (van der Pol et al., 2014), em
uma familia hispanica (Marra et al., 2014) e sete familias palestinas (Abdulhaq

et al., 2016)
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NEMS5 se trata de uma forma de MN com caracteristicas préprias
caracterizada por fraqueza muscular progressiva grave de inicio precoce,
deformidade toracica com grave pectus carinatum, atrofia muscular, tremores e
contraturas precoces. O curso é rapidamente progressivo levando ao 6bito por
insuficiéncia respiratéria por volta do segundo ano de vida (Johnston et al.,
2000).

Até o momento 4 variantes patogénicas foram identificadas neste gene. A
primeira variante (p.E180X), pertence a familia Amish, introduz um codon de
parada prematura no exon 11 (Marra et al.,, 2014). Duas variantes foram
descritas em heterozigose composta na familia holandesa (splice site
¢.309+1G>A e delecao no exon 14) (van der Pol et al., 2014), e outra variante
patogénica nonsense em homozigose (c.323C>G) no exon 9, foi descrita em
uma familia hispanica (Marra et al., 2014). Recentemente um rearranjo
complexo em homozigose (NM_002383), determinando truncagem da proteina,
foi identificado em sete familias palestinas conferindo uma nova variante deste

gene (Abdulhaq et al., 2016).

2.1.1.5 Cofilina (NEM7)

Cofilina € uma proteina moduladora da actina e atua regulando
dinamicamente esta proteina. Mutagdes no gene CFL2 (proteina cofilina
musculo esquelética especifica) sao raras, porém ja foram descritas em duas
familias consanguineas (Agrawal et al., 2007). Uma das familias é composta
por duas irmas afetadas, de origem iraquiana com a presenga na bidpsia
muscular de bastbes nemalinicos, degeneracbes e agregados miofibrilares.

Cofilina-2 é expressa no musculo cardiaco, no entanto, apesar dos pacientes
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ainda serem jovens, cardiopatia nao foi observada em nenhum dos casos

(Ockeloen et al., 2012).

2.1.1.6 Familia Kelch (NEM 6, 8 e 9)

As proteinas Kelch sdo membros de uma superfamilia constituidas por
diversas proteinas que possuem em comum a repeticdo de um dominio: kelch
(Adams J 2000). Essas proteinas estdo relacionadas em varios processos
celulares como migracdo celular, estrutura de citoesqueleto, regulacdo da
morfologia celular, degradagao proteica e expressao génica (Gupta et al., 2013).

A superfamilia Kelch é formada por 66 genes, dos quais 63 sao
codificantes. De acordo com o seu respectivo dominio proteico, ela é classificada

em 3 subfamilias:

e KLHL
e KBTBD
e KLHDC

As proteinas Kelch ligam-se a diferentes substratos através dos seus
dominios. Mesmo de subfamilias diferentes, alguns dominios podem se
apresentar com sequéncia homologa e estarem relacionados a fendtipos
semelhantes como € o caso da MN. Até o momento, ja foram associadas a esta
miopatia mutagdes nos genes dos seguintes membros da familia Kelch: KLHL40,
KLHL41 e KBTBD13. Isso sugere que dominios homdlogos possam regular
processos biolégicos semelhantes ou compartilhar interagées (Dhanoa et al.,
2013).

KBTBD13 é um membro da subfamilia KBTBD e mutagbes no gene

KBTBD13 estao relacionadas a um fendétipo de MN (NEM6) autossémica
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dominante com a presenca de bastbes e cores na bidpsia e predominancia e
hipertrofia de fibras tipo1. Os pacientes apresentam intolerancia ao exercicio,
alteragdo de marcha e fraqueza muscular progressiva. Um dado clinico que
chama atengao nestes pacientes € que sao lentos, ndo conseguem correr e tem
uma dificuldade em realizar corregbes posturais. A fraqueza muscular é
lentamente progressiva, com predominio em musculatura cervical e proximal,
poupando musculatura facial (Gommans et al., 2002).

Mutagdes no gene KLHL40 foram associadas a um fenétipo grave de MN.
Mutagdes recessivas sdo associadas a acinesia fetal, diminuicdo da
movimentagao intrauterina, insuficiéncia respiratéria, dificuldades de sugar,
disfagia, retragcbes tendineas, fraturas e achados dismorficos. Oftalmoparesia é
encontrada em 17% destes pacientes, podendo ser uma pista diagndstica, ja que
nao € comum em outros grupos de MN. As mutagcbes podem se localizar em
exons que codificam todos os dominios, sendo a maioria delas nas repeticoes
Kelch. Uma mutagédo fundadora foi descrita em pacientes japoneses, turcos e
curdos (Ravenscroft, Miyatake, et al., 2013). Mutagcdes neste gene podem se
associar a um fendétipo mais leve. Seferian (2016) relatou um caso de uma
paciente com MN apresentando hipotonia neonatal, dificuldade de sugar, atraso
motor e fatigabilidade e mutagdo detectada no gene KLHL40 (Seferian et al.,
2016).

Os mecanismos fisiopatogénicos ainda nao estdo claros, mas sabe-se
que a proteina Klhl40 interage com o complexo CUL3 ubiquitinaligase com
significado funcional indeterminado. Um trabalho recente evidenciou relagao
com o myoD, que € um importante fator na diferenciagdo muscular (Bowlin et

al., 2013)



23

Mutagdes no gene KLHL41 foram associadas a uma forma recessiva de
MN com uma certa correlagdo gendtipo/fenétipo. Mutagées que truncam a
proteina, como no caso das mutagdes frameshift, se associam a um fendtipo
grave com acinesia fetal, artrogripose, luxagcao de quadril e joelhos e morte
prematura. Mutagcbes missenses levam a uma forma leve ou intermediaria com
comprometimento de fungbes motoras, mas com melhora da sobrevida (Gupta
et al., 2013).

Estudos funcionais em zebrafish mostraram que a perda da proteina
KlIhl41 resulta em diminuicdo da fungao motora e desorganizagéao miofibrilar com

formacéao de corpos nemalinicos (Gupta et al., 2013).

2.1.1.7 Leiomodina 3 (NEM10)

O gene LMOD3 entrou recentemente na lista de genes causadores de
MN. As leiomodinas, proteinas da familia das tropomodulinas, sao codificadas
por trés genes: LMOD1, LMOD2 e LMOD3. A maioria das mutagbes do gene
LMODS3 resultam em perda completa da expressado da proteina leiomodina-3.
Esta proteina é expressa no tecido muscular esquelético e muscular cardiaco
desde a diferenciagcdo do mioblasto até a 14 semana de gestagdo. Os
mecanismos envolvidos na fisiopatogenia da MN ainda n&o estéo claros, mas a
estrutura do filamento fino é alterada em pacientes com a mutagéo. Yuen (2015)
descreveu 21 individuos de 14 familias com diagnéstico de MN com mutagdes
em heterozigose composta e homozigose consistente com padrao de heranga
autossdmica recessiva. Todas as variantes descritas até o momento sdo
nonsense ou frameshift e estao dispostas ao longo de todo o gene. Estudos com

Western Blotting no tecido de pacientes com mutagao confirmada, mostraram
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auséncia da proteina em praticamente todos os pacientes, exceto em um
paciente, no qual a proteina foi detectada em niveis reduzidos (Tian et al., 2015;
Yuen et al., 2015).

Os pacientes apresentam a forma grave de apresentagdao em 90% dos
casos, com graus variados de diminuicdo da movimentacao fetal, polidraminio,
prematuridade e retragdes articulares. Todos os pacientes apresentaram ao
nascer hipotonia, fraqueza muscular, insuficiéncia respiratéria, dificuldade
alimentar e fraqueza bulbar. Em alguns casos foi observado oftalmoplegia. Os
achados histolégicos na bidpsia muscular sdo bastante peculiares. Na
microscopia Optica, foram vistos corpos nemalinicos, atrofia de fibras musculares
e aumento de tecido conjuntivo, e na microscopia eletrbnica os corpos
nemalinicos apareceram em pares circundados por pequenos filamentos finos
(Yuen et al., 2015).

Em resumo, mutagdées no gene LMOD3 estao relacionadas a forma de
MN neonatal grave e se apresenta com achados caracteristicos a microscopia

eletronica.

2.1.1.8 Miosina XVIIIB (MYO18B)

Mutagdo no gene MYO18B foi descrita recentemente em dois casos
pertencentes a duas familias, n&o relacionadas, com sindrome de Klippel-Fei,
MN e dismorfismos faciais (MIM616549). A mutacao encontrada foi nonsense
em homozigose S2302X (Alazami et al., 2015), uma outra variante, ainda de
significado indeterminado, foi relacionada a um quadro grave e letal de MN com
cardiopatia. A analise por Western-Blotting mostrou a proteina truncada. Ao

nascimento o paciente apresentou hipotonia grave, retragées tendineas,
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disfagia, e ainda achados dismorficos faciais como: palato arqueado,
implantagédo baixa de orelhas, clinodactilia e pectus excavatum (Malfatti et al,
2015). A miosina XVIIIB é expressa em musculo cardiaco e esquelético, mas
pode ser que a cardiopatia seja relacionada a sitios especificos ou a truncagem
da proteina, ja que foi vista no caso de Malfati (2015) e nao nos pacientes com
Sindrome de Klippel-Feil descritos por Alazami (2015). Por isso, 0 gene
MYQ18B, apesar de ainda néo listado nas causas de MN, deve ser um candidato
importante para pacientes com MN e cardiopatia grave precoce e/ou achados

dismorficos faciais.

2.1.2 Miopatia com nucleos centrais

As miopatias centronucleares (MCN) sao MC caracterizadas pela
internalizacdo nuclear sem achados proeminentes de degeneracdo e
regeneragdo somadas a falhas especificas nas coloragbes de atividade
oxidativa. Quanto ao padrdo de heranga, pode ser classificada em heranga
ligada ao X, heranga dominante e heranga recessiva(Jungbluth et al., 2014).

A miopatia centronuclear de heranga ligada ao X ou miopatia miotubular
€ causada por mutagao no gene MTM1 que codifica a proteina miotubularina e
acomete neonatos do sexo masculino. Apresentam-se com hipotonia neonatal
grave, dificuldade de sugar, engolir e insuficiéncia respiratéria. Um achado
clinico importante é a oftalmoplegia, mas pode ndo ser observado logo ao
nascer. A mortalidade é alta e precoce e 0os que sobrevivem sdo normalmente
dependentes de ventilagdo mecanica (Jungbluth et al., 2008). A histopatologia

€ caracteristica. As fibras musculares se apresentam com nucleo grande, central
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e unico. Nas coloracdes de atividade oxidativa as fibras podem mostrar um halo
palido na periferia (Bevilacqua et al., 2009).

As formas autossbmicas dominantes sao relacionadas ao gene da
dinamina (DNM2). Sua apresentagao clinica pode variar entre formas graves de
inicio na infancia a formas leves compativeis com vida adulta. Os principais
achados clinicos sao hipotonia, fraqueza muscular de predominio proximal,
fraqueza facial, ptose palpebral, oftalmoplegia e, em casos mais graves,
contraturas, limitagdo da abertura da boca e pé cavo (Bohm et al., 2012). A
histologia relacionada a mutagdes no gene DNM2 mostra uma triade especifica
de achados: (1) organizagao radial das organelas sarcoplasmaticas conferindo
0 aspecto em “roda de carroga”; (2) aumento da internalizagado nuclear e (3)
predominio e atrofia de fibras tipo 1(Bohm et al., 2012).

As formas autossdmicas recessivas séo relacionadas com o gene BINT.
Apesar de raras estdo associadas a uma grande variabilidade fenotipica. Na
histologia pode-se observar fibras do tipo 1 atrofiadas e arredondadas com
nucleo grande e central na maioria das fibras (Claeys et al., 2010; Sher et al.,
1967).

A maioria dos genes associados a miopatia com nucleos centrais estdo
envolvidos nos mecanismos de remodelamento e reparo de membrana. Estes
processos envolvem proteinas que atuam na regulagao de lipidios que por sua

vez participam da organizacao do citoesqueleto (Jungbluth et al., 2008).
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2.1.3 Miopatia com presenca de cores

Cores sao definidos histopatologicamente por areas destituidas de
atividade oxidativa, encontradas nas coloragdes especificas para atividade
oxidativa (NADH, SDH) na biépsia muscular.

A miopatia com core pode ser classificada dependendo da morfologia do
core em miopatia central core, quando core € unico e central, e em miopatia
multi/minecores quando sao varios e/ou pequenos (North, 2011).

O gene do receptor do canal da rianodina (RYR1) é o mais
frequentemente implicado na miopatia central core, principalmente nas formas
de heranga dominante. Mutagdes no gene da selenoproteina (SEPN1) podem
estar envolvidas nos casos de heranca recessiva (Wu et al., 2006).

Doenga multi/minecores € mais heterogénea do ponto de vista clinico e
genético. Casos dominantes estdo relacionados ao gene RYR7 e casos
recessivos ao gene SEPN1 (Ferreiro et al., 2002). Clinicamente os casos podem
separados entre uma forma classica, uma forma com oftalmoplegia externa, uma
forma com envolvimento das mé&os e uma forma neonatal grave, todas
associadas ao gene RYR1. Os casos relacionados com gene SEPN1
apresentam-se tipicamente com espinha rigida, escoliose, e comprometimento
respiratério desproporcional ao grau de fraqueza apendicular (Jungbluth et al.,
2011).

Os casos dominantes se iniciam na infancia com hipotonia e atraso na
aquisicao dos marcos motores. Podem estar presentes mialgia, caimbras, piora
com exercicios e rabdomidlise. A distribuicao da fraqueza é tipicamente proximal
com predominio em cintura pélvica e musculatura axial. Em adultos pode ser

exclusivamente axial (Jungbluth et al., 2011). Envolvimento bulbar e
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respiratério sdo raros, mas ja foram relatados em neonatos mais graves
(Romero et al., 2003).

O gene RYR1 é muito grande, sendo dificil o seu estudo por técnicas
convencionais. Pode estar relacionado a outras formas de miopatia como MCN
(Wilmshurst et al., 2010), DCTF (N. F. Clarke et al., 2010), MCI e hipertermia
maligna (Denborough et al., 1973).

O gene SEPN1 também esta associado a outras miopatias como: distrofia
muscular congénita com espinha rigida e DCTF (Moghadaszadeh et al., 2001).

Recentemente foi descrita miopatia com cores excéntricos causada pelo

gene MYH7 (Romero et al., 2014).

2.1.4 Miopatias com variagdo no tamanho das fibras e achados

inespecificos

Em 1970, Brooke usou pela primeira vez o termo desproporgéo congénita
de tipo de fibras (DCTF) para descrever criangas com histologia muscular
demonstrando uma importante variagao entre o tamanho das fibras tipo 1 e tipo
2 na auséncia de outras alteragcbes estruturais, na maioria das vezes com
hipotrofia e predominio de fibras tipo 1 e hipertrofia de fibras tipo 2. Nesta
descricao os pacientes apresentavam luxagao de quadril, deformidades nos pés,
contraturas, cifoescoliose, palato arqueado, hipotonia e fraqueza muscular

(Clancy et al., 1980).

Atualmente o diagnostico DCTF € um dos mais controversos na miologia.
A nomenclatura é utilizada para pacientes com achados clinicos de MC e

histologia muscular com fibras tipo 1 consistentemente menores que as tipo 2,
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originalmente descrito com 12% de desproporgéo entre as fibras, na auséncia

de outros achados estruturais (Brooke et al., 1969).

Com o passar do tempo foi constatado que varias outras doencas
neuromusculares podem cursar com desproporgao entre as fibras o que sugere
que este seja um achado comum nestas doencgas e ndo um diagndstico isolado.
Alguns exemplos de doengas que cursam com desproporgao de tipo de fibras
sao: distrofia miotbnica, doengas cerebelares, doengas centrais, doencas de
nervo periférico e doencas de coluna anterior da medula. Com relagdo aos
achados clinicos, o maior problema do diagnostico de DCTF é que existem
poucas séries clinicas até o momento e o relato de Brooke permanece o maior

relato descritivo deste grupo (N. F. Clarke et al., 2003).

Mesmo com essas dificuldades, DCTF ainda permanece como um
diagnéstico de exclusdo para aquele grupo de individuos que apresentam
quadro clinico compativel com miopatia congénita e os achados histolégicos

caracteristicos na biépsia muscular.

Os achados clinicos mais comuns s&o: fraqueza muscular de predominio
proximal, face alongada, palato arqueado, diminuigdo ou auséncia de reflexos
tendinosos. Envolvimento cardiaco observado em raros casos. Pacientes mais
graves podem apresentar retragdes, oftalmoplegia, envolvimento respiratorio (N.

F. Clarke et al., 2003).

O padrao de herancga é heterogéneo e ja foram descritas herangas ligadas
ao X, autossémicas dominantes ou autossdémicas recessivas (N. F. Clarke et al.,
2003). Os trés genes mais frequentemente associados sdo: TPM3 (N. F. Clarke

et al., 2008); ACTA1T (Laing et al., 2004) e SEPN1 (N. F. Clarke et al., 2006). O
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gene TPM3 é o mais frequente e até o momento mais de 6 mutagdes foram
associadas a este diagndstico (N. F. Clarke et al., 2008). Apesar dos NGS, a

base genética na maioria dos pacientes ainda permanece desconhecida.

Além da DCTF, existem também pacientes com achados clinicos de
miopatia congénita que se apresentam com achados inespecificos na bidpsia
muscular como por exemplo predominio de fibras tipo 1, predominio de fibras
tipo 2, falhas focais na arquitetura interna e a prépria variagao no tamanho das
fibras. Em decorréncia da dificuldade em ver DCTF como um diagndstico isolado,
optamos por estudar todos estes pacientes com achados inespecificos na

biépsia muscular em um grupo ao qual denominamos MCI.

2.1.5 Diagnéstico diferencial das miopatias congénitas

O diagndstico diferencial das miopatias congénitas é feito entre as
sindromes que causam hipotonia neonatal (“Sindrome do Bebé Hipotbnico”),
sendo as princiapais a sindrome de Prader-Willi, atrofia espinhal progressiva,
miopatias metabdlicas incluindo doenca de Pompe, distrofias musculares
congénitas e sindromes miasténicas congénitas. Alguns padrdes de
acometimento podem auxiliar neste diagnético como, a presenga de
envolvimento facial importante, a presenga ou auséncia de ptose palpebral,
hipotonia neonatal generalizada, hiporreflexia, envolvimento respiratério e
bulbar. Sensibilidade e inteligéncia sdo habitualmente normais neste grupo de
doengas, o que auxilia no diferencial com doencas centrais. Os principais
achados clinicos n&o usuais nos pacientes com MC s3o: reflexos aumentados,

anormalidades em sistema nervoso central (SNC), fasciculagdes de lingua,
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dismorfismos faciais e anormalidade metabdlicas como aumento de lactato ou

acidose metabdlica (North, 2011).

Apés afastadas doengas do neurbnio motor, doengas da jungéo
neuromuscular e doengas centrais, investigagdo gira em torno basicamente da
bidpsia muscular que ird demostrar os elementos estruturais necessarios para a
sua definigdo diagndstica. Os valores da CPK sao habitualmente normais ou
discretamente elevados, quando o aumento é maior que cinco vezes o valor de
referéncia o quadro de distrofia muscular deve ser considerado. A
eletroneuromiografia auxilia no diferencial com neuropatias periféricas e doengas
do neurdnio motor, mas pode também evidenciar potenciais miopaticos

sugerindo o diagnéstico de miopatia.

Exames imagem de musculo (ultrassonografia, tomografia
computadorizada e ressonancia) podem ser utilizados no diagndstico e
seguimento dos pacientes. Estes métodos oferecem pistas importantes para o
estudo genético. A deteccdo de padrdes de acometimento apresentados pelo
paciente pode guiar o estudo molecular, evidenciar outras areas acometidas n&o
detectadas pelo exame fisico e ainda determinar o melhor sitio para a realizacao

da bidpsia (Castiglioni et al., 2014).

Cada método oferece vantagens e desvantagens em relagdo a técnica
utilizada. Na escolha do método, os principais aspectos a serem analisados sao:
necessidade de sedagao, duragdo do exame e a sua abrangéncia a nivel de
plano muscular (Oishi et al., 1998). O Ultrassom (USG) tem sido utilizado na
investigacao e no acompanhamento das doengas musculares desde 1980, é um

método rapido, ndo invasivo e avalia bem o plano muscular superficial, no
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entanto, depende de um operador experiente para que seja realizado e analisado
de maneira apropriada. A tomografia computadorizada (TC) oferece boas
imagens de planos musculares superficiais e profundos. Apesar da sua
qualidade de imagem, é pouco utilizada na pratica clinica devido a grande
quantidade de radiacdo necessaria na obtencdo das imagens. A ressonancia
magnética de musculo (RM) oferece boas imagens de planos superficiais e
profundos, discrimina achados inflamatdrios, fibrose, substituicdo por tecido
conjuntivo e atrofia muscular. As principais desvantagens sado a sua longa
duracgéo, alto custo, a necessidade de sedagao para criangas e o fato de algumas
deformidades nao permitirem o adequado posicionamento dentro da maquina,

impossibilitando exame (North et al., 2014; Oishi et al., 1998).

2.1.6 Abordagens no tratamento das miopatias congénitas

Até o momento ndo ha nenhum tratamento efetivo para miopatia nemalinica.
No entanto, tratamentos sintomaticos como suporte ventilatorio, fisioterapia,
fonoterapia, alimentagao via sonda e 6rteses tém sido praticas modificadoras no

perfil destes doentes e na sua sobrevida (Wallgreen-Pettersson C et al, 2004).

A MN representa um dos mais comuns subtipos de MC. Sete dos dez genes
implicados com esta doenga codificam o filamento fino, que € um componente
essencial ao funcionamento normal do musculo. Apesar de todos os avangos na
compreensao dos mecanismos patofisiolégicos dessa miopatia, assim como os
outros tipos de MC, ndo ha atualmente cura e o manuseio dos pacientes é
puramente sintomatico ((Jungbluth et al., 2016)Nowak et al, 2013). Inumeros

compostos farmacoldgicos e suplementos ja foram testados. Como exemplo a L-
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tirosina, que demostrou melhora da fadiga em pacientes com MN em um estudo
piloto com 5 pacientes (Ryan et al., 2003). Recentemente, um relato demonstrou
efeitos benéficos do uso de piridostigmina em um paciente com mutagéo no
gene KLHL40, sugerindo uma provavel associagao com defeitos na transmisséo
neuromuscular nestes pacientes (Natera-de Benito et al., 2016). Drogas
visando o filamento fino e suas interacdes estdo sendo desenvolvidas como por
exemplo CK-20017357, Omecamtiv Mecarbil (CK-1827452), mas ndo sao muito
promissoras na MN (Jungbluth et al., 2016). Em alguns pacientes com
mutagdes no gene ACTA1, o upregulation do gene ACTC, que codifica a proteina
alpha-actina cardiaca, também tem sido estudado (Ravenscroft, McNamara, et

al., 2013).

As miopatias com core sao relacionadas com mutagdées no gene RYR1 ou
SEPN1 e agora mais recentemente TTN (Chauveau et al., 2014) e MYH7
(Cullup et al., 2012). Por causa da alta frequéncia com que vem sendo
encontradas mutagbes no gene RYR7 em pacientes com varios subtipos de
miopatia, alternativas terapéuticas para estas mutagdes tem sido um importante

alvo da pesquisa (Jungbluth et al., 2016).
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3. JUSTIFICATIVA

As miopatias congénitas formam um grupo amplo, embora raro, de
miopatias dentro do grupo das doengas neuromusculares. Seus subtipos se
diferenciam basicamente pelos aspectos histolégicos. Com o desenvolvimento
de novas técnicas de sequenciamento, estabelecer o diagndstico molecular e
correlacionar com o fendtipo correspondente, tem ganhado cada vez mais
importancia. Ainda pouco se sabe sobre os mecanismos fisiopatolégicos que
envolvem as miopatias congénitas. O diagndstico molecular permite uma nova
visdo sobre estas doencas, auxilia na compreensao destes mecanismos, oferece
aos pacientes um conhecimento mais detalhado sobre a sua doenca e ainda e

orienta a idealiza¢ao de novas terapéuticas.

Este estudo procurou analisar de forma mais abrangente os aspectos
clinicos, histolégicos e moleculares de pacientes com miopatia nemalinica e
miopatias com alteragbes minimas na nossa populagao, incluindo pacientes de
dois grandes centros de investigagdo em doengas neuromusculares na cidade
de Sao Paulo. Existem poucos estudos semelhantes na populacéo brasileira e
por isso ndo sabemos se o perfil molecular dos nossos pacientes corresponde

ao observado em outros paises.
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4. OBJETIVOS

e Descrever o quadro clinico e histolégico de pacientes com miopatia
congénita nemalinica e com miopatia congénita com achados leves e

inespecificos (alteragdes minimas).

¢ |dentificar mutagcdes nos genes ACTA1, TPM3, MYH7 e SEPN1 em
pacientes com miopatia congénita nemalinica e com miopatia congénita
com achados leves e inespecificos, e correlacionar o quadro clinico e

histolégico com as mutagdes encontradas.

e Analisar a utilidade do sequenciamento de nova geragao nestes dois

grupos de pacientes.
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5. PACIENTES E METODOS
5.1 Pacientes

Foram selecionados através de laudos de bidpsia muscular pacientes com
diagnoéstico histolégico de MN e MCI em dois grandes bancos de bidpsia
muscular da cidade de Sao Paulo: 1) Laboratério de bidpsia muscular do Hospital
das Clinicas, do Departamento de Neurologia, da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP), e 2) Laboratério de bidpsia muscular
do Setor de doengas neuromusculares, da Disciplina de Neurologia Clinica, da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP). No grupo de MN foram incluidos
pacientes com este diagndstico histolégico e no grupo de MCI foram incluidos
pacientes com quadro clinico de inicio nos primeiros anos de vida, com evolug¢ao
relativamente estavel, valores de CPK proximos da normalidade e com achados

leves e inespecificos na bidpsia muscular.

Os pacientes foram convocados para atendimento no seu respectivo centro
de origem, ou no prédio dos ambulatérios do HC-FMUSP ou no ambulatério de
Doengas Neuromusculares da UNIFESP. Todos foram convocados a
comparecer de livre espontanea vontade ao local determinado, ja orientados de
que seria um atendimento voltado para pesquisa e que O seu nao
comparecimento nao influenciaria no seu seguimento clinico. Todos os pacientes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. O projeto foi aprovado
pelo comité de Etica do HC-FMUSP sob o protocolo de pesquisa CAPPesq

(namero parecer: 294320) aprovado em 05 de junho de 2013.

Apdés a assinatura do termo de consentimento, os pacientes foram

submetidos a anamnese, exame fisico e analise de exames complementares ja
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realizados. Neste mesmo atendimento, o paciente ou o responsavel, receberam
pedidos para coleta de sangue periférico para a extragdo de DNA. Pacientes que
tiveram seu diagndstico concluido durante a execugédo do trabalho também
foram incluidos sob os mesmos critérios. Para alguns pacientes foram solicitados
alguns exames que fazem parte da rotina do atendimento tais como:
ecocardiograma transtoracico, espirometria, holter cardiaco, eletrocardiograma

e radiografia de térax.

5.1.1 Critérios de inclusao

1. Pacientes de qualquer idade e sexo com diagndstico histolégico de
miopatia nemalinica,

2. Pacientes com quadro clinico de miopatia congénita com diagndstico
histolégico muscular inespecifico, tais como, desproporgdo congénita de
fibras, predominancia de fibras do tipo 1, predominio de fibras tipo 2 e
falhas focais na arquitetura das fibras demonstradas pelas reacdes

histoquimicas que avaliem a atividade oxidativa.

5.1.2 Critérios de exclusao

1. Pacientes com aspecto distréfico franco na bidpsia muscular, sem
alteragdes estruturais especificas.

2. Presenga de achados histolégicos relacionados com outras formas de
miopatias congénitas estruturais, tais como, miopatia centronuclear e

miopatia do central core.
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5.2 Analise Histoloégica

Os pacientes foram selecionados conforme seu diagnéstico histolégico, ou
seja, todos os pacientes ja haviam realizado previamente a biépsia muscular e
as laminas com as reagdes histoldgicas estavam armazenadas no servigo de

origem.

Rotineiramente, apds a coleta do fragmento de musculo, este é congelado
utilizando isopentano resfriado no nitrogénio liquido ou diretamente no nitrogénio
liquido protegido por talco. Os fragmentos sdo montados em uma placa de
corti¢a utilizando tissuetek, sdo submetidos a cortes finos onde sao aplicadas as
coloragdes de rotina e histoquimicas: hematoxilina/eosina (HE), tricrobmico de
GOmdri modificado (GO), acido periédodico Schiff (PAS),"oil red’(ORO),
nicotinamida adenine dinucleotideo desidrogenase — tetrazolium redutase
(NADH-TR), citocromo C oxidase (COX), succinato desidrogenase (SDH) e

adenosina trifosfatase (ATPase) em diferentes pHs (9.3, 4.6 e 4.3).

Todas as bidpsias foram revisadas sob a supervisdo do Prof. Dr. Edmar

Zanoteli e os seguintes aspectos foram analisados:

e Presenca de variabilidade de tamanho entre as fibras musculares;

e Presenca de aumento do tecido conjuntivo endomisial/perimisial -
aspecto avaliados em ausente ou grau leve (+), moderado (++) ou
intenso (+++);

o Presenca de centralizagdes nucleares;

o Relacdo quantitativa entre fibras tipo 1 e 2 - aspectos que foram

avaliados sob a forma percentual,;
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e Presenca de agregados (bastdes, massas citoplasmaticas) bem como
sua localizagao no interior da fibra (subsarcolemal, intracitoplasmatico,
intranuclear) e percentagem de fibras afetadas.

e Nas reagbes oxidativas (SDH e NADH), foram avaliadas a presenca
de falhas oxidativas focais intracitoplasmaticas inespecificas, falha
central unica (central-core), falhas intracitoplasmaticas multiplas

(minicores) e aspecto em mordida de traca.

5.3 Avaliagao clinica

A avaliacéao clinica de todos os pacientes foi padronizada em uma ficha de
atendimento propria do ambulatério de doengas musculares do HC-FMUSP
(anexo). Esta ficha inclui histéria clinica detalhada (gestacional, neonatal, de
desenvolvimento neuropsicomotor), evolugao clinica, histéria familiar, exame
fisico geral e neurolégico. No exame neurolégico foram avaliados o
desenvolvimento neuropsicomotor, forga muscular com graduagao de musculos
selecionados pela escala MRC (medical research consil), provas de
sensibilidade superficial e profunda, equilibrio e marcha, coordenacdo e
presenca de movimentos involuntarios. Foram avaliadas também a presenca de
deformidades osteoesqueléticas, tais como cifoescoliose, hiperlordose,

retragdes tendineas, deformidades toracicas e espinha rigida.

Resultados de exames subsidiarios que sao eventualmente solicitados
durante o acompanhamento ambulatorial foram anexados a avaliagao, incluindo
dosagem sérica de CPK, exames de imagem muscular e do sistema nervoso

central, eletroneuromiografia, provas de fungdo pulmonar, polissonografia,
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ecocardiograma transtoracico, radiografia de térax e eletrocardiograma.

5.4 Estudo genético

O estudo genético foi realizado de maneira sequencial (Diagramas 1, 2 e 3)
e individualizado apo6s a discussdo clinica visando estabelecer o fendtipo do
paciente. Iniciamos com o sequenciamento Sanger do gene ACTA1 seguido do
gene TPM3 no laboratério de investigacdo meédica (LIM15/45 FM/USP) e,
SEPN71 e MYH7 no laboratério da divisdo de neurogenética e doencgas
neuromusculares da infancia do National Institute of Neurological Disorders and
Stroke / National Institutes of Health (NINDS/NIH) — Bethesda/MD. O
sequenciamento exémico (SE) e painéis génicos também foram realizados com

a colaboracdo do NINDS/NIH para alguns casos selecionados.

5.4.1 Extracao de DNA e sequenciamento Sanger

Apos a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, foi coletada
uma amostra de 5 a 10 ml de sangue periférico dos pacientes e dos familiares
no Laboratério Central do Hospital das Clinicas da FMUSP. Este material foi
enviado para o LIM45 (Disciplina de Neurologia Experimental- FMUSP), onde foi
realizada a extracdo de DNA linfocitario usando protocolo descrito por Miller et
al. Para os pacientes da UNIFESP, o material coletado foi transportado no
mesmo dia da coleta para o LIM45 (FMUSP) onde foi realizada a extragéo de

DNA.
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A extragao de DNA a partir de leucécitos de sangue periférico, as reagées em
cadeia de polimerase (PCR) — etapa inicial do sequenciamento Sanger, e a
purificagdo do produto de PCR foram realizados no LIM45. O sequenciamento
foi realizado no LIM25 e o resultado foi analisado no LIM45 utilizando o programa
Mutation Surveyor e NCBI Blast. Apos esta primeira parte, o DNA dos pacientes
ainda sem diagndstico foi enviado para a divisdo de neurogenética e doengas
neuromusculares da infancia do NINDS/NIH, onde a autora, sob supervisao do

Dr Carsten Bonnemann, complementou o estudo molecular.

5.4.2 Sequenciamento dos genes ACTA1, MYH7, TPM3 e SEPN1

O gene ACTAT1 possui 7 exons sendo 6 codificantes. Os fragmentos de DNA
incluindo a regido codificante foram amplificados em termocicladora da marca
Eppendorf utilizando-se pares de oligonucleotideos de acordo com método
descrito por Novak et al, 1999. Neste método foi obtida uma solugdo com volume
final de 25 pL com cerca de 100 ng de DNA, 10 mM de Tris- HCI com pH de 8.3
como tampao de reagdo, 200 uM de dNTP, 1.5 a 2.0 mM MgCI2, 10 pmol de
cada primer e 1 U de Taq polymerase. O Protocolo de PCR do termo ciclador foi
especifico para cada exon. O produto de PCR foi corrido em gel de agarose a
2% por 50 min para verificar a qualidade da amplificagdo. Em seguida o produto

foi purificado e enviado para o sequenciamento.

O gene TPM3 possui 10 exons e existem mutagdes descritas ao longo de
todo o gene. Este gene foi estudado em todos os pacientes com aspecto
histolégico inespecifico. A PCR foi preparada com mix idéntico ao do gene

ACTA1. O Protocolo de PCR do termociclador foi 0 mesmo para todos os exons.
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O produto de PCR foi corrido em gel de agarose a 2% por 50min para verificar a
qualidade da amplificagdo. Em seguida o produto foi purificado e enviado para o

sequenciamento.

O gene SEPNT1 possui 13 exons. Todos os exons foram amplificados e
sequenciados no NINDS/NIH para os pacientes selecionados. O volume total da
PCR foi de 30uL contendo 19,45 uL de agua para PCR, 3 uL de tampéo para
PCR sem magnésio, 2,4 uL de MgCI2 a 10%, 2,5 yL de DnTP, 1 uL de cada
primer a 10% e 1,5 yL da enzima Taq. Foi utilizado o protocolo de PCR do
termociclador do préprio servigo com temperatura de anelamento de 58 graus.
Apo6s verificado o produto de PCR em gel de agarose a 1,5% por 15min, a

amostra foi enviada para o sequenciamento.

A amplificagcdo do exon 1 necessitou de programa proprio devido a alta
percentagem de GC. Foi utilizado o “Kit Roche GC-Riche PCR System
n12140306001”. Para a elaboragdo do mix de PCR foi utilizado 13uL de agua
para PCR, 5uL de DNTP a 1uM, 1 uL de cada primer (forward e reverse), 2uL
do DNA e 10uL de solugao 3 do kit (GC-Resolutionsolution #3). Apds misturar e
centrifugar foi acrescentado mais 4 yL de agua para PCR, 10uL da solugéo 2 do
Kit (5xGC-Rich buffer #2) e 1uL da solugdo 1 do Kit (enzime Mix #1). O total
desta PCR foi de 47uL. Ela foi processada no termociclador a 95° C por 3min,
95° C por 30s, 55°C por 30s, 68°C por 1min e 15s, em um total de 29 ciclos,
seguido de incubacéo a 68°C por 7min e sera mantida a 18°C. O produto de PCR
foi verificado em gel de agarose a 1,5% por 15min, enviado para sequenciamento

e analisado.
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O gene MYH?7 possui 38 exons, sendo estudado apenas o exon 34 nos
pacientes selecionados. O volume total da PCR foi de 30uL contendo 19,45 uL
de agua para PCR, 3 uL de tampao para PCR sem magnésio, 2,4 yL de MgCI2
a 10%, 2,5 yL de DnTP, 1 uL de cada primer a 10% e 1,5 uL da enzima Taq. Foi
utilizado o protocolo de PCR do termociclador do préprio servigo com
temperatura de anelamento de 58 graus. Apoés verificado o produto de PCR em
gel de agarose a 1,5% por 15min, a amostra foi enviada para o sequenciamento.

A sequéncia de oligonucleotideos utilizados constam na tabela 2.
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Tabela 2 — Sequéncia de oligonucleotideos para amplificacdo de regides
codificadoras dos genes ACTA1, TPM3, SEPN1 e MYH?7.

Exon

Sequéncia F

Sequéncia R

ACTA1-exon 1

ACTA1 - exon 2

ACTA1-exon 3

ACTA1-exon 4

ACTA1-exon 5

ACTA1 - exon 6

ACTA1 -exon 7

TPM3 - exon 1

TPM3 - exon 2

TPM3 - exon 3/4

TPM3 - exon 5

TPM3 - exon 6/7

TPM3 - exon 8

SEPN1-exon 1

SEPN1-exon 2

SEPN1-exon 3

SEPN1-exon 4

SEPN1-exon 5/6

SEPN1-exon 7

SEPN1-exon 8/9

SEPN1-exon 10

SEPN1-exon 11/12

SEPN1-exon 13

MYH7-exon 34

TGG CTC AGC TTT TTG GAT TCAG

TGA GAC TTC TGC GCT GAT GCA

CAC CCG GAG CGG CGT TAACG

CGC TGA GCG CCT AGC CTC GG

CGG CGG CCT GAG TGA GGG CT

CCC GGC CCGAGCTTCTGC TC

CTC CAG GGT GAG GTC TCC CC

CCT ACC AAC AGC CACTGC TCA

TCGCCTCTGCTT CCCTTGTC

TTT TGT TCC TAT TTC TGG CAG

TTC CCT TTT CCT CTC CTG TG

TCT ACT CTG AAATTT TTAATC TAC

TCC TCCCTGTGG TTC CTG TG

CCCCGCCCCGCTCTTTCGCTTC

ACA TTT GCA CAG ATG GAC CG

CCC CAG TTT CCC AAG CTAGA

GGC TAT CCT GAA ACT AAAATG CG

CTG CGC GGA TAT TGC TAAGC

GAG CGA CAT TTG GAGAGC C

CCAGAATCCCAGTGGCTCT

AGT AGC ACC CAC TTC ACA CA

AAG CCT AAT CTC AGC CCA GG

AGG GTG ATG AGA TGG TGT CG

TCT TCATAG CTG GCT CTC CC

GGC TGA CCA GGT GAACCGACTG

GTG GCA CCAGGC TGG CTT ACG

GCG CGC GGG AGA GAG TGA GT

TGC GGA GGG CAG AAG CAG GA

GGG GAG CGT GAG CAG AAG CT

CCGACAGCCCGCGCAGGCCACC

TAT GTA CAC GTT ATAAACACT G

CTGTTT ACTTCTTTC TTC TG

TAT AAG GAA ATC TTG ATC AGA AC

GTT TGG GGA GCT AGATACTC

ATG CGT GTC TCC AGT CTT TC

CTATTT CAATCC CTACTC CAG

CAG CCC CAC TCT ACT GTC AG

GCG CTC CCG CCC CCAGCCAGCTC

CCT CGC AGA CCA AAG AAT GT

ACA CCT GTAATT CCAGCACTT

ATG CTT CTC TCT CCT GCT CC

CTT TCT GAACCC TCACGT GC

TCATTC TCT TGC CTG CCT CA

TCC TGG CCA CAAGTG ATT CT

GTT TGA ACC CAG TCT GCC AG

GGA CAACGG AGG CTTAGACT

CCG AGT GAC AGT CAG AGC TA

GAT CAG GAG AGT GGG CAT GA
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5.4.3 Sequenciamento de nova geracido (NGS)

As plataformas de NGS permitem o sequenciamento paralelo de milhdes de
fragmentos de DNA simultaneamente. Com a atual redugdo de custo destas
técnicas, o seu uso tem se tornado mais acessivel e de grande importancia nas
doengas genéticas. O resultado do sequenciamento retorna ao laboratério nos
formatos SAM ou BAM juntamente com o arquivo de variantes. Estes arquivos
serao convertidos em formatos apropriados para a analise bioinformatica.
Nossos arquivos foram analisados no formato vcf utilizando um software gratuito

— Varsifter.

As técnicas de NGS tém se mostrado muito uteis no estudo molecular de
doengas nao diagnosticadas, no entanto a interpretagao dos resultados deve ser
cautelosa. O SE produz uma lista de genétipos na ordem de 10* por paciente,
quando realizado apenas no caso-unico, podendo ser menor quando realizado
em mais de um membro afetado ou em trio (paciente, mae e pai). Esta lista de
gendtipos inclui polimorfismos comuns, variantes raras e falso-positivos. A
analise inicial é feita seguindo uma filtragem a fim de se detectar variantes
potencialmente causadoras da doenga. O primeiro passo € verificar a qualidade
do sequenciamento e a sua cobertura para regides de interesse, estabelecemos

nos nossos resultados que a cobertura deveria ser de no minimo 10.

A filtragem é baseada em fatores como frequéncia populacional, segregacao,
expressao no tecido em questdo e consequéncias da variante na fungao do
gene, preditas por modelos pré-estabelecidos. A filtragem pela frequéncia
populacional é uma tentativa de remover polimorfismos comuns que

provavelmente ndo causam doenga. Presume-se que a variante causadora de
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doenca seja rara, de alta penetrancia e responsavel por um amplo efeito
fenotipico. Um banco de dados publico frequentemente usado nesta etapa é o
dbSNP (Sherry et al., 2001), no qual encontra-se variantes genéticas comuns ja
estudadas. Para estarem no banco ndo € exigido uma frequéncia minima de
alelo nem que sejam obrigatoriamente neutras, portanto essas variantes devem
ser analisadas com cautela e ndo devem ser excluidas da analise
indiscriminadamente porque este banco pode conter variantes patogénicas,
cerca de 8% das sequencias encontradas também estao descritas no Human
Gene Mutation Database (HGMD) (Won et al., 2008). O projeto 1000 genomas
também é uma fonte importante na detecgdo de polimorfismos, sendo uma

importante ferramenta na filtragem destas variantes (L. Clarke et al., 2016).

Apés a filtragem, devemos ficar com uma lista de variantes pequena o
suficiente para possibilitar a sua interpretacdo. Nesta etapa analisa-se
individualmente cada uma das variantes quanto a predi¢gdes de patogenicidade,
expressao no tecido de interesse, padrao de heranca estabelecida, dentre ouros
aspectos. Existem muitos softwares disponiveis que s&o ferramentas
importantes na associagao entre variantes e sindromes clinicas, neste estudo
utilizamos: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), Pubmed, HGMD,

NCBI’s ClinVar.

Neste estudo foram incluidas apenas variantes que alteram a estrutura da
proteina como variantes em truncagem (stop loss, start loss ou frameshift),
variantes missenses, em sitios de splicing e variantes intrénicas na transi¢cao

intron/exon (foi considerado até 8 bases margeando o exon).
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Algumas doengas ja possuem uma lista propria de genes previamente
associados a doenca, como no caso da miopatia nemalinica. Nestes casos, 0

estudo se concentrou inicialmente nestes genes.

Apos a analise do sequenciamento € necessario confirmar as variantes
candidatas. Esta validagdo € normalmente feita utilizando-se um método ja
aprovado pelo FDA. Como por exemplo, o sequenciamento convencional

(Sanger).

Para considerar “diagnéstico genético” foi exigido que o fenétipo da doenga
no OMIM fosse compativel com os achados do paciente em analise, que o
genotipo encontrado fosse compativel com o padrao de heranga encontrada no
OMIM e ainda que a variante em si ja tenha sido descrita em um fendtipo
semelhante ou que pertenga a uma mesma classe funcional de alguma variante

relatada em um quadro semelhante (Zhu et al., 2015).

Os arquivos vcf e BAM do exoma dos pacientes e os filtros para doencgas
neuromusculares e miopatia nemalinica foram fornecidos pelo grupo do
NINDS/NIH e analisados individualmente no programa Varsifter pela propria
autora do trabalho, com supervisdo do Dr. Osério Abath Neto (NINDS/NIH),

colaborador do trabalho.
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5.4.4 Algoritimo para o estudo genético

O estudo genético foi realizado de maneira sequencial de acordo com a

hipétese diagndstica. Portanto dividimos o estudo em duas partes:

(1)

Pacientes com MN (diagrama 1): foram incluidos 23 pacientes com

MN pertencentes a 20 familias. Foram avaliadas as caracteristicas
clinicas e histolégicas de todos os pacientes. O estudo genético foi
feito inicialmente em um paciente afetado de cada familia. Uma
provavel heranga recessiva foi estabelecida em quatro familias
(familia 1, 3, 15 e 16). Devido a baixa probabilidade do envolvimento
dos genes ACTA1 e TPM3, o DNA de um paciente afetado de cada
uma destas familias foi enviado para o SE, bem como um paciente
(12.1) com achados atipicos na bidpsia muscular. Nas restantes 15
familias, foram sequenciados os 6 exons codificantes do gene ACTAT.
Apds a analise clinica optamos por nao realizar o estudo do gene
TPM3 em todos os pacientes com MN por causa da baixa frequéncia
de casos que sdo atribuidos a este gene. Sendo assim, nove dos dez
exons condificantes deste gene foram estudados em 5 destas familias
(familias 5, 6, 7, 8 € 9). O exon 1 do gene TPM3 nao foi sequenciado
devido a dificuldades técnicas em sequenciar exons ricos em GC.
Portanto, ndo foi possivel excluir completamente a presenca de
mutacdes neste gene. Em apenas 3 pacientes o diagnostico molecular
foi concluido com a presenga de variantes patogénicas no gene
ACTA1. O DNA de um membro afetado de cada uma destas 12

familias restantes foi encaminhado para o SE.
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Diagrama 1 - Esquema do estudo genético dos pacientes com MN mostrando o local
onde cada etapa foi realizada.
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(2)

Pacientes com MCI: foram incluidos 22 pacientes com MCI

pertencentes a 20 familias. Na tentativa de estratificar o estudo
genético de uma maneira mais uniforme em um grupo tao variado, os
pacientes foram divididos em 3 subgrupos. Pacientes com achados
leves e inespecificos (grupo 1), pacientes com espinha rigida (grupo
2) e pacientes com quadros atipicos (grupos 3), no qual incluimos os
pacientes com achados clinicos proeminentes como deformidades
osteoesqueléticas, oftalmoparesia e envolvimento oculofacial.

No grupo 1 (familias 21, 31, 32, 33, 34 e 37) — diagrama 2: foi
realizado o sequenciamento dos exons codificantes do gene ACTA1
e dos exons 2-10 do gene TPM3. Deste grupo apenas 4 seguiram
para o SE.

No grupo 2 (familias 22, 23, 24, 25, 26, 27, 29, e 30) — diagrama 2:
foi realizado o sequenciamento dos 13 exons codificantes do gene
SEPN1. Como nao foram encontradas mutagdes neste gene para este
grupo de pacientes, o DNA de um paciente de cada familia foi enviado
para o SE.

No grupo 3 (familias 28, 35, 36, 38, 39 e 40) — diagrama 3: foram
utilizadas apenas técnicas de NGS. Nas familias 28 e 40 foi optado
pelo painel de doengas musculares, enquanto que nas familias 35, 36
e 39 foi optado pelo SE. A escolha do tipo de sequenciamento utilizado
nesta situacdo foi em decorréncia da disponibilidade do servico no

momento do estudo. O SE do paciente 38.1 encontrou uma mutagao
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no exon 34 do gene MYH?7. Por causa da semelhancga fenotipica deste
paciente com o 39.1, foi realizado o estudo deste exon por

sequenciamento convencional na familia 39.
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Diagrama 2 - Esquema do estudo genético dos pacientes com MCI sem espinha
rigida (grupo 1) e com espinha rigida (grupo 2) mostrando o local onde cada
etapa foi realizada.
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Diagrama 3 - Esquema do estudo genético dos pacientes com MCI com achados
clinicos atipicos (grupo 3).

MCI
+

Achados Atipicos

l

Sequenciamento Exdmico /
painel de doengas
musculares
(NINDS-NIH e FM-USP)

N

Mutagao
identificada

Mutagao nao
identificada

Correlagao

genétipo/fenétipo




54

6. RESULTADOS

Na divisao de neurologia do HC-FMUSP, no periodo 1974 a 2015, foram
identificados 21 pacientes com MN e 25 pacientes com MCI. No departamento
de neurologia da UNIFESP, no periodo 1987 a 2015 foram identificados 28
pacientes com MN e 13 pacientes com MCI. A partir destes, 45 pacientes,
pertencentes a 40 familias (20 com MN e 20 com MCI), foram contactados e

aceitaram participar do estudo.

6.1 Descrigao clinica e histolégica dos pacientes com MN

6.1.1 Aspectos gerais

Foram avaliados 23 pacientes pertencentes a 20 familias com diagndstico
de MN, sendo oito do sexo feminino e 15 do sexo masculino. A idade dos

pacientes na data da avaliac&o variou entre sete e 46 anos.

Consanguinidade foi relatada em duas familias (familias 3 e 15), sendo
uma delas com dois irmaos afetados. Além destes, histéria familiar positiva para
doencga muscular foi relatada em outras trés familias (familia 1 e 16). Para melhor
visualizag&do dos dados, os heredogramas das familias com MN est&do na figura

4,

6.1.2 Evolucgao clinica

As formas clinicas de MN encontradas nesta coorte foram: (1) forma

infantil intermediaria em um paciente, (2) forma tipica em 21 pacientes e (3)
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forma infantil tardia em um paciente. Para a melhor visualizacdo dos dados, os
resultados referentes aos achados clinicos e evolugao clinica dos pacientes com
MN estao dispostos nas tabelas 3 e 4 e ilustrados nos graficos 1 e 2 e na figura

2,

6.1.2.1 Aspectos gestacionais e perinatais:

Quanto aos aspectos gestacionais, a diminuigdo da movimentagao
intrauterina foi relatada em apenas dois pacientes, no entanto onze pacientes

apresentaram complica¢des neonatais.

As manifestagdes clinicas iniciais mais frequentemente apresentadas
foram: hipotonia neonatal, dificuldade para sugar, infecgdes respiratérias
neonatais e um importante atraso na aquisicado dos marcos motores. A maioria
dos quadros de infecgao respiratoria nos primeiros meses de vida foram

atribuidos a dificuldade de sugar, engasgos e provavel aspiragéo de alimentos.

A maioria dos pacientes teve alta com menos de 72h apds o nascimento,
no entanto, cinco tiveram intercorréncias graves necessitando de internagédo em
UTI, suporte ventilatério e alimentagao via sonda. Um destes pacientes teve alta
com menos de uma semana de internacéo, trés ficaram internados entre 7 a 21
dias e um ficou internado por mais de 30 dias. Gastrostomia foi realizada
precocemente em 3 pacientes, sendo que em dois destes foi mantida até a data
da avaliagdo. Traqueostomia foi realizada no periodo neonatal em apenas 1

paciente.
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6.1.2.2 Desenvolvimento

O atraso dos marcos motores foi marcante e relatado em 21 pacientes. O
sustento cefalico foi normal (obtido antes dos 3 meses) em dois pacientes, entre
trés e seis meses em sete, entre seis e 12 meses em nove e apds os 12 meses
em 5 pacientes. Nenhum paciente engatinhou. Todos os pacientes adquiriram
marcha, sendo em menos de 15 meses dois pacientes, entre 15 e 24 meses em
oito e apos os 24 meses em 13. A paciente com forma de apresentacao tardia
nao tem as informacodes relativas a todos os seus marcos motores, mas referiu
que foi normal, portanto foi considerado sustento cervical menor que trés meses
e marcha antes dos 15 meses. Quedas da proépria altura frequentes nos
primeiros anos de vida e dificuldade em se levantar do ch&do foram apontadas

em todos os pacientes.

6.1.2.3 Evolugao

Todos os pacientes evoluiram com ganhos motores na primeira década.
Piora funcional foi relatada na adolescéncia na maioria dos pacientes e foi
relacionada principalmente com o aparecimento de deformidades
osteoesqueléticas e problemas respiratérios. O quadro motor apresentou uma
tendéncia a estabilidade apdés a adolescéncia. Apesar disso, em quatro
pacientes foi observada piora lentamente progressiva das retracbes e da
fraqueza muscular resultando em limitagao funcional importante e perda da
marcha, que ocorreu entre primeira e segunda década. Na data da avaliagao,
seis pacientes conseguiam deambular até 100metros, nove entre 100 e 1000m

e quatro pacientes referiam nao ter limitagdo para deambular no plano. Quinze
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pacientes referiam conseguir subir degraus apenas com apoio uni ou bilateral

enquanto que quatro conseguiam subir degraus sem apoio.

Infecgdes respiratorias de repeticao e dificuldade em ganhar peso foram
relatados em todos os pacientes, a maioria deles evoluiu com melhora apés os
dois anos de vida, no entanto, nove pacientes ainda apresentavam mais de 3
episodios de infecgdo respiratoria ao ano. Nao foram realizadas avaliagdes de
degluticido sistematizadas nos pacientes da coorte, mas foi observado que
engasgos frequentes e dificuldade para ganhar peso foram observados em sete
pacientes e 16 pacientes relataram que demoram mais que 30 minutos em cada

refeicéo.

6.1.3 Exame clinico

Os principais achados no exame clinico dos pacientes com MN na data
da avaliagao foram: face com aspecto miopatico (aspecto alongado, hipomimia
facial e boca entreaberta com eversao do labio inferior), fraqueza muscular e
deformidades osteoesqueléticas. Envolvimento cognitivo ndo foi observado em
nenhum paciente. Para a melhor visualizacdo, os achados do exame clinico

estdo dispostos nas tabelas 3 e 4 e ilustrados na figura 2 e nos graficos 1 e 2.

Palato ogival, paresia facial e face miopatica foram observados em 22
pacientes em variados graus de envolvimento. Ptose palpebral foi observada em
13 pacientes e apenas um deles apresentou oftalmoparesia. Fraqueza muscular
foi observada em todos os pacientes, sendo de predominio proximal com
importante envolvimento da musculatura axial em 22 pacientes. Fraqueza da

musculatura flexora do pescogo foi observada em todos os pacientes com grau



58

de acometimento variavel, 19 apresentaram envolvimento distal nos membros
inferiores e cinco nos membros superiores. Quanto aos grais de fraqueza
muscular, foi utilizado o MRC para todos os grupamentos musculares e foi
considerada fraqueza leve aquela com MRC maior/igual a IV, moderada entre
IV- e lll, e grave abaixo de lll. Ao analisar separadamente os grupamentos
musculares, conforme pode ser analisado no grafico fraqueza grave foi
encontrada nos musculos flexores cervicais em 12 pacientes, abdutores do
ombro em cinco, extensores do antebrago em trés, extensores do punho em um,
extensores da coxa em dois pacientes, flexores da coxa em oito e extensores
dos pés em sete. Musculos adutores e abdutores do quadril, flexores e
extensores da perna e flexores do antebrago e do punho n&o foram gravemente

acometidos nessa coorte.

O aparecimento de deformidades osteoesqueléticas ainda na primeira
década de vida foi observado na maioria dos casos, sendo as principais:
cifoescoliose e deformidade toracica. Estas deformidades foram determinantes
no comprometimento respiratério, que também se mostrou grave e precoce na
maioria dos pacientes e ainda, desproporcional ao grau de fraqueza apendicular.
Apenas seis pacientes apresentaram retragdes tendineas, seis apresentaram
hiperelasticidade distal e trés apresentaram espinha rigida toracolombar ao

exame fisico, definida como restricao a flexao e rotacéo de tronco.
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6.1.4 Exames complementares e biopsia muscular

6.1.4.1 Exames complementares

Os exames complementares estdo demonstrados na tabela 5 e no
grafico 3. A enzima CPK estava normal em todos o0s pacientes.
Eletroneuromiografia foi realizada em quase todos os pacientes no inicio da
investigacao e todos eles apresentaram padrao miopatico. O paciente 20.1 havia
realizado mais de uma EMNG, sendo a primeira neurogénica e a segunda,

miopatica.

Com relacado a prova de funcdo respiratéria, pacientes com capacidade
vital forcada (CVF) inferior a 40 foram classificados com disturbio ventilatorio
restritivo grave, moderado com valores entre 40 e 60, leve com valores entre 60
e 80. Valores de CVF superior a 80 sao considerados normais, mas nao afastam
completamente a presenca de disturbio ventilatério, por este motivo foi solicitado
polissonografia para alguns pacientes. Isto possibilita afastar disturbios
ventilatérios precoces que cursam apenas com hipercarbia noturna, aumento do

indice de apnéia e hipopnéia e dessaturagédo de oxigénio durante o sono.

A realizagédo da espirometria ndo foi adequada em alguns pacientes. Em
decorréncia da fraqueza da musculatura facial, alguns pacientes nao
conseguiram executar o teste e ndo haviam dispositivos adaptados para esta
situacao no nosso servigo. No entanto, disturbio ventilatério grave foi encontrado
em doze pacientes, sendo que destes, seis faziam uso de suporte ventilatorio
nao invasivo tipo binivel apenas durante o sono e trés utilizavam o aparelho ao
longo de todo o dia, com periodos de uso variados. Disturbio ventilatorio restritivo

moderado foi encontrado em seis pacientes e leve foi encontrado em quatro.
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Apenas um paciente apresentou funcdo respiratéria normal. Os exames
cardiolégicos foram normais na maioria dos pacientes e cardiopatia foi
observada apenas em uma paciente desta coorte, mas foi considerada

secundaria ao disturbio respiratério.

6.1.4.2 Biopsia muscular

Os achados histolégicos foram variados e estao demonstrados no grafico
4 e ilustrados na figura 3. Aumento na variabilidade do tamanho das fibras foi
observado em 18 pacientes, sendo discreto em sua maioria. Aumento de
centralizacoes foi observada em apenas um paciente. A maioria dos pacientes
apresentou predominio e atrofia de fibras tipo 1, sendo que predominio total de

fibras tipo 1 foi observado em cinco pacientes.

A quantidade e localizagao dos bastdes nemalinicos foi variada entre os
pacientes e ndo observamos nenhuma correlacdo da quantidade de bastdes
com a clinica do paciente. Os bastées foram encontrados em 100% das fibras
em dezesseis pacientes. Quanto a sua localizagdo, o predominio foi
subsarcolemal em quatroze e em onze pacientes estavam distribuidos
difusamente pelo citoplasma. Um paciente apresentou atrofia de fibras tipo 1 e
presengca de bastdes exclusivamente nestas fibras. Massas citoplasmaticas
foram detectadas em dois pacientes, sendo que em um deles foi detectado

também bastbes intranucleares.
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6.1.5 Reabilitagcao e escolaridade

No acompanhamento destes pacientes foi observado que a MN se trata
de uma doenga com importantes aspectos sociais. Conforme pode ser
observado no grafico 5, apenas onze pacientes faziam fisioterapia motora e oito
faziam fisioterapia respiratoria ao menos uma vez por semana, sendo que esta
foi solicitada de maneira continua para todos os pacientes. Apesar das queixas
fonoaudiolégicas serem tao frequentes, apenas sete pacientes seguem em

acompanhamento fonoterapico.

Nao foi observado envolvimento cognitivo em nenhum paciente e 21 deles
referiram bom desenvolvimento escolar. Apesar disso seis pacientes tiveram
algum atraso nos estudos, dois abandonaram os estudos ainda no ensino

fundamental e trés no ensino médio.
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Tabela 3 - Principais caracteristicas clinicas dos pacientes com MN (Pacientes 1.1 até 10.1).

Sust
Idade Forma clinica cefalico Marcha I.R. Def.
Paciente (anos) Consang (MN) (meses) (meses) Disfagia repeticao esquel. Face Exame clinico
entre 3  entre 15 ao nascer ao nascer e
1.1 19 néao tipica e 6m e 24m e atual atual DT, CE PP, PF  Fp mod, Ffc grave, Fdfgrave e HD
entre 3 ao nascer ao nascer e Fp mod, Ffc grave, Fdf grave e
1.2 21 nao tipica e 6m <15m e atual atual DT, CE PP, PF HD
entre 6
2.1 10 nao tipica e 12m >24m ao nascer primeiro ano DT LEVE PP, PF Fp leve, Ffc mod, Fdf grave
entre6  entre 15 DT, CE
3.1 13 sim tipica e 12m e 24m nega primeiro ano grave PP, PF Fp leve, Ffc leve, Fdf grave
entre 6 DT, CE
3.2 11 sim tipica e 12m >24m ao nascer primeiro ano grave PP, PF Fp mod, Ffc mod, Fdf grave
entre 6 ao nascer
4.1 9 nao tipica e 12m >24m e atual primeiro ano DT LEVE PF Fp mod, Ffc mod, Fdf grave, HD
Normal
5.1 43 nao infantil tardia (?) <15 nega atual DT leve PF Fp leve, Ffc mod
6.1 12 nao tipica >12m >24m nega primeiro ano DT,CE PP, PF Fp leve, Ffc mod, Fdf grave
infantil ao nascer e
71 12 néao intermediaria >12m >24m ao nascer atual CE PF Fp leve, Ffc mod, Fdf grave
entre 15 DT,CE
8.1 12 nao tipica >12m e 24m ao nascer primeiro ano PF leve Fp leve, Ffc mod
entre 3 ao nascer ao nascer e DT,CE
9.1 13 nao tipica e 6m > 24m e atual atual PP, PF Fp mod, Ffc grave, Fdf leve
entre 3  entre 15 ao nascer ao nascer e DT,CE
10.1 8 nao tipica e 6m e 24m e atual atual PP, PF Fp mod, Ffc grave, Fdf mod, HD

Consang: consanguinidade, sust: sustento, IR: infeccdo respiratéria, def.: deformidade, esquel.:

esquelética, ER: Espinha rigida, DT:
deformidade toracica, CE: cifoescoliose, PO: palato ogival, PP: ptose palpebral, PF: paresia facial, OP: oftalmoparesia, Fp: fraqueza
proximal, Ffc: fraqueza cervical, Fd: fraqueza distal, mod: moderado, alt: alteragao.

63
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Tabela 4 - Principais caracteristicas clinicas dos pacientes com MN (Pacientes 11.1 até 20.1)

Forma Sust
Idade clinica cefélico Marcha I.R.
Paciente (anos) Consang (MN) (meses) (meses) Disfagia repeticao Def. esquel. Face Exame clinico

Entre 6 e

111 36 nao tipica 12m <24 nega ao nascer DT,CE PF leve Fp mod, Ffc grave, Fdf mod
Entre 3e entre 15e aonascer ao nascer DT, CE, ER,

121 14 nao tipica 6m 24m e atual e atual retracées PF Fp grave, Ffc grave

ao nascer  ao nascer

13.1 13 néo tipica >12m >24m e atual e atual DT,CE, ER PP, PF Fp mod, Ffc grave, Fdf grave
Entre3e entre15e primeiro Fp mod, Ffc grave, Fdf grave,

141 9 nao tipica 6m 24m nega ano DT leve PP, PF HD
Entre 6 e primeiro

15.1 17 sim tipica 12m >24m nega ano CE PF Fp grave, Ffc grave, Fdf grave
Entre 6 e primeiro

15.2 15 sim tipica 12m >24m nega ano CE PF Fp grave, Ffc grave, Fdf grave
Entre 3 e primeiro

16.1 24 nao tipica 6m >24m ao nascer ano DT LEVE,ER PP, PF Fp leve, Ffc leve
Entre 6 e primeiro

171 46 nao tipica 12m >24m ao nascer ano DT,CE PF Fp mod, Ffc mod, Fdf mod

entre 15 e primeiro

18.1 17 nédo tipica <12m 24m ao nascer ano DT, ER PP, PF Fpleve, Ffcmod, Fdf grave
Entre 6 e primeiro

19.1 7 nao tipica 12m >24m ao nascer ano DT leve PP, PF Fp mod, Ffc grave, Fdf e HD

entre 15 e
20.1 11 nao tipica <3m 24m nega nega sem alt sem alt FFfc mod, Fdgrave

Consang: consanguinidade, sust: sustento, IR: infeccao respiratéria, def.: deformidade, esquel.: esquelética, ER: Espinha rigida, DT:
deformidade toracica, CE: cifoescoliose, PO: palato ogival, PP: ptose palpebral, PF: paresia facial, OP: oftalmoparesia, Fp: fraqueza
proximal, Ffc: fraqueza cervical, Fd: fraqueza distal, mod: moderado, alt: alteragao.
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Paciente Fung¢do pulmonar Ecocardiograma ECG CPK ENMG
1.1 CVF<40 normal normal normal miopdtica
1.2 CVF<40 normal normal normal ndo realizou
2.1 CVF>60 normal normal normal miopatica
3.1 CVF<40 normal normal normal miopatica
3.2 CVF<40 normal normal normal ndo realizou
4.1 CVF<40 normal normal normal miopdtica
5.1 CVF<40 Hipertensdo pulmonar  normal normal miopdtica
6.1 CVF>60 normal normal normal miopdtica
7.1 CVF<40 normal normal normal miopdtica
8.1 CVF>60 normal normal normal miopdtica
9.1 CVF<40 normal normal normal miopdtica
10.1 CVF41-60 normal normal normal miopatica
11.1 CVF<40 normal normal normal miopdtica
12.1 CVF<40 normal normal normal miopatica
13.1 CVF41-60 normal normal normal miopatica
14.1 CVF41-60 normal normal normal miopatica
15.1 CVF<40 normal normal normal miopatica
15.2 CVF<40 normal normal normal miopatica
16.1 CVF41-60 normal normal normal miopatica
17.1 CVF41-60 Insuf. Mitral leve normal normal miopatica
18.1 CVF41-60 aguarda normal normal miopatica
19.1 CVF>60 normal normal normal miopdtica
20.1 CVF>80 normal normal normal miopatica/neuropatica

CVF: capacidade vital forcada, ECG: eletrocardiograma, CPK: creatinofosfoquinase,
ENMG: eletroneuromiografia. Insuf: insuficiéncia.
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Grafico 1 - Principais caracteristicas clinicas (historia clinica, exame fisico e
queixas atuais) dos pacientes com MN (N=23).
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Grafico 2 - Grupos musculares mais gravemente afetados — fraqueza muscular
grave (forca MRC menor/igual a lll) nos pacientes com MN (N=23).
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Grafico 3 - Exames complementares dos pacientes com MN (N=23).
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Grafico 4 - Principais caracteristicas histolégicas observadas na analise da
bidpsia muscular dos pacientes com MN (N=23).
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Grafico 5 - Escolaridade e reabilitagdo dos pacientes com MN (N=23).
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Figura 2 — Caracteristicas clinicas gerais dos pacientes com MN. A: face miopatica
(paciente10.1). B: palato ogival (paciente 4.1). C: presenca de retragdes tendineas
(paciente12.1). D: cifoescoliose e escapula alada (paciente 13.1). E e F: deformidade
toracica (pacientes 13.1 e 3.1 respectivamente). G e H: presencga de hiperelasticidade
articular distal (pacientes 12.1 e 20.1 respectivamente).
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Figura 3 - Caracteristicas gerais da biopsia muscular dos pacientes com MN. A:
bastdes em 100% das fibras com aumento do tecido conjuntivo (paciente 3.1) (GO, 40x).
B: bastdes localizados em regido subsarcolemal e intranuclear (paciente 13.1) (GO,
40x). C: aumento da variabilidade no tamanho das fibras com presenca dos bastbes
apenas em fibras atrofiadas (paciente 7.1) (GO, 40x). D: bastdes localizados
difusamente pelo citoplasma presentes em 100% das fibras, sem alteragdes distréficas
e sem aumento da variabilidade no tamanho das fibras (paciente 10.1) (GO, 40x). E:
bastbes presentes na maioria das fibras, localizados apenas em regido subsarcolemal
(paciente 2.1) (GO, 40x). F: falhas focais de atividade oxidativa (paciente 14.1) (NADH-
TR, 40x). G: Predominio de fibras tipo 1 (paciente 10.1) (ATPase 4.3, 20x). H:
predominio de fibras tipo 1 com destituicdo de atividade da ATPase nas regides dos
bastbes (paciente 3.1) (ATPase 4.3, 40x). I: predominio total de fibras tipo 1 (paciente
2.1) (ATPase 4.3, 20x).
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6.2 Descrigéo clinica e histolégica dos pacientes com MCI

6.2.1 Aspectos gerais

Foram avaliados 22 pacientes pertencentes a 20 familias com miopatia
com achados leves e inespecificos (MCI). Foram incluidos neste grupo, os
pacientes quadro clinico de miopatia congénita com achados inespecificos na
biépsia muscular, sendo eles: desproporcdo de tipo de fibras, aumento da
variabilidade do tamanho das fibras, centralizacbes nucleares, alteracdes
inespecificas na arquitetura interna das fibras musculares (falhas focais,
minicores, formagdes core like), aumento leve do tecido conjuntivo e predominio

de fibras tipo 1.

A idade dos pacientes na primeira avaliagao variou de quatro a 35 anos;
e a idade dos pacientes em que foi feita a bidpsia variou de um a 15 anos.
Consanguinidade foi relatada em quatro familias e casos semelhantes na familia
em seis. Para melhor visualizagao dos dados, os heredogramas das familias com

MCI estéo na figura 7.

6.2.2 Evolugao clinica

O quadro clinico observado neste grupo de pacientes foi bastante variado.
O inicio dos sintomas ocorreu no periodo neonatal em 16 familias e nos primeiros
anos de vida em quatro. Para a melhor visualizacdo dos dados, os resultados
referentes a evolugado clinica dos pacientes com MCI estdo dispostos nas

tabelas 6 e 7 e ilustrados no grafico 6 e na figura 5.

6.2.2.1 Aspectos gestacionais e perinatais
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Quanto aos aspectos gestacionais, a diminuigdo da movimentagao
intrauterina nao foi relatada em nenhum caso. As manifestacdes clinicas iniciais
mais comumente apresentadas foram: hipotonia neonatal, infecgédo respiratéria
e atraso na aquisicdo dos marcos motores. Complicagdes neonatais foram
relatadas em 11 pacientes. Destes, apenas dois necessitaram de cuidados
intensivos logo ao nascer, mas o periodo de internagéo foi inferior a dez dias. As
principais complicacbes neonatais foram: insuficiéncia respiratéria, infec¢ao
respiratoria, dificuldade de sugar, perda de peso importante e redugcéo de
movimentos espontaneos. Nove pacientes apresentaram infecgdes respiratorias
de repeticdo no primeiro ano de vida e oito ndo conseguiam sugar
adequadamente. Um paciente da coorte (22.1) necessitou de corregaéo para
comunicacao intraventricular nos primeiros anos de vida e apresentou provavel
quadro de hipertermia maligna durante o procedimento anestésico. Esta
complicagéo anestésica também foi apresentada por outro paciente (29.1) desta
coorte nos seus primeiros anos de vida, caracterizada por rigidez da musculatura
e febre logo apds o uso de anestésico inalatério. Deformidade congénita nos pés
foi relatada em dois pacientes (21.1 e 35.1), sendo que um deles também

apresentou luxagcdo congénita de quadril (21.1).

6.2.2.2 Desenvolvimento e evolugao

Atraso dos marcos motores foi relatado em 18 pacientes e foi o principal
motivo que levou os pacientes a procurarem atendimento especializado seguido
por quedas frequentes e dificuldade em se levantar do ch&do. O sustento cefalico

foi obtido antes dos trés meses em seis pacientes, entre trés e seis meses em
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trés e entre seis e doze meses em doze pacientes. Nenhum paciente engatinhou.
Todos os pacientes adquiriram marcha, sendo antes dos 15 meses em quatro p,

entre 15 e 24 meses em nove e apos 0s 24 meses em oito.

A maioria dos pacientes, apesar do atraso, evoluiu com ganhos motores
na primeira década, no entanto, uma piora funcional foi relatada na adolescéncia
na maioria dos pacientes, com tendéncia a estabilizagdo do quadro clinico apos
este periodo. A piora clinica foi caracterizada pelo aparecimento de
deformidades osteoesqueléticas como cifoescoliose, deformidade toracica e
retragdes, piora da funcao respiratéria e das queixas de fraqueza muscular. Um
paciente perdeu a marcha aos 8 anos (26.1) e um aos 33 (40.1). Outros trés
pacientes evoluiram com piora importante do quadro de fraqueza axial com
deformidades osteoesqueléticas. Dois pacientes deambulavam menos de 10m
e apresentaram limitacdes funcionais importantes com necessidade de auxilio
em atividades diarias como comer, vestir, tomar banho e ndo subiam degraus
nem com apoio bilateral, dois deambulavam entre 10 e 100m, quatro
deambulavam entre 100 e 1000m e nove referiram deambular mais que 1000m
até precisarem descansar. Quanto a subir degraus, seis pacientes nao
necessitavam de apoio, 10 pacientes necessitavam de apoio uni ou bilateral e
quatro pacientes n&o conseguiam subir degraus. Apenas trés pacientes

conseguiam correr e pular no momento da avaliagao.

Outras queixas comuns foram quedas frequentes, Infecgdes respiratorias
de repeticdo, engasgos frequentes e dificuldade em ganhar peso, sendo todas
estas mais proeminentes nos primeiros anos de vida. No entanto, na ultima

avaliacao, oito pacientes ainda mantinham a queixa de infecgdes respiratorias
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de repeticdo, oito referiam quedas de repeticdo, dois referiam sintomas de

disfagia e outros demoravam mais de 30min em cada refeigao.

6.2.3 Exame clinico

Os principais achados no exame clinico dos pacientes com MCI na data
da avaliagéo estdo dispostos nas tabelas 6 e 7, grafico 6 e na figura 5. Os
achados mais encontrados foram: fraqueza muscular e deformidades
osteoesqueléticas. Envolvimento cognitivo ndo foi observado em nenhum

paciente.

Envolvimento facial foi observado na maioria dos pacientes, face
miopatica foi observada em 15 pacientes, palato ogival em 17 e ptose palpebral

em 10 pacientes, dos quais apenas trés com oftalmoparesia.

Fraqueza muscular foi observada em todos os pacientes, sendo de
predominio proximal em 18 pacientes. Fraqueza da musculatura flexora do
pescoco foi observada em 16 pacientes, sendo moderada a grave em 11,
envolvimento distal nos membros inferiores em cinco pacientes e distal nos

membros superiores em trés pacientes.

A maioria dos pacientes evoluiu com deformidades osteoesqueléticas
ainda na primeira década de vida, sendo as principais: cifoescoliose e
deformidade toracica. Espinha rigida foi observada em oito pacientes e foi
definida como limitagcao para a flexao e rotagédo do tronco e ainda por presenca
de rigidez a palpagcdo na musculatura paraespinhal. Estes pacientes

apresentaram um maior comprometimento da musculatura axial e respiratéria.



7

Oito pacientes apresentaram retra¢des tendineas, sendo graves em apenas um
paciente e onze apresentaram cifoescoliose, sendo que trés foram submetidos
a corregao cirurgica antes dos 15 anos de idade e um aos 20 anos. Todos 0s
quatro pacientes submetidos a corregao cirurgica apresentaram melhora e/ou

estabilizagdo do disturbio ventilatério.

6.2.4 Exames complementares e biépsia muscular

6.2.4.1 Exames complementares

Os exames complementares dos pacientes podem ser visualizados na
tabela 8 e no grafico 7. Alguns pacientes ndo possuiam todos os exames. A
espirometria nao foi solicitada para pacientes com menos de seis anos pela
dificuldade técnica do exame. A enzima CPK estava normal em todos os
pacientes. Disturbio ventilatério restritivo foi encontrado em 13 pacientes, sendo
leve em seis, moderado em quatro e grave em trés, os quais fazem uso de
suporte ventilatério ndo invasivo tipo binivel. Cardiopatia relacionada a doenga

muscular nio foi observada nesta coorte.

6.2.4.2 Biépsia muscular

Bidpsia muscular foi realizada em algum momento da investigagdo em
pelo menos um individuo de cada familia. N&o foi realizada nos pacientes 36.2

e 39.2.
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Os achados histologicos foram variados e estao ilustrados no grafico 8 e
na figura 6. As fibras musculares eram atrofiadas com aspecto arredondado em
sete pacientes. Aumento de centralizagées nucleares foi detectado em trés
pacientes e fibras em necrose em apenas um. Aumento na variabilidade do
tamanho das fibras foi observado em 18 pacientes. Quanto ao tipo de fibras,
predominio e/ou atrofia de fibras tipo 1 foram encontradas em dez pacientes,
sete apresentavam apenas predominio de fibras tipo 1, um paciente apresentou
predominio total de fibras tipo 2 e um paciente apresentou atrofia de fibras tipo
2. Falhas focais de atividade oxidativa foram detectadas em oito pacientes.

Agregados proteicos nao foram observados em nenhum dos casos.

6.2.5 Reabilitacao e escolaridade

Conforme pode ser observado no grafico 9, a reabilitacdo dos pacientes
com MCI foi mantida apenas na minoria dos casos. Apenas oito pacientes faziam
fisioterapia motora ao menos uma vez por semana, enquanto que, dos 13
pacientes que apresentavam disturbio ventilatorio restritivo, apenas cinco faziam
fisioterapia respiratdria. Dois pacientes seguiam em acompanhamento

fonoterapico.

Nao foi observado envolvimento cognitivo em nenhum paciente, apenas
uma paciente apresentou atraso na linguagem, mas fazia acompanhamento para
disfonia. Exceto um paciente, todos os outros referiram bom desempenho
escolar, mas quatro pacientes abandonaram os estudos e relacionaram este fato

a dificuldade motora. Apenas dois de cinco pacientes com mais de 20 anos de
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idade haviam concluido ou estavam concluindo o ensino superior e estavam

inseridos no mercado de trabalho.
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Tabela 6 - Principais caracteristicas clinicas dos pacientes com MCI (Pacientes de 21.1 até 30.1)

Sust
Idade Sintomas cefalico Marcha .R. Deform Exame
Paciente (anos) Consang Forma clinica iniciais (meses) (meses) Disfagia repet. esquelética Face clinico
Fp mod,
211 4 nao MCI LCQ e HN <3 >24m neonatal neonatal LCQ e pé torto PO Ffc mod,
Retracbes Entre3e Entre15e Retracées (ECM e
221 10 nao MCI + ER e SHM 6m 24m nega nega AD), ER PO forca normal
Entre 6 e >24m engasgos e Fp mod, Ffc
231 12 sim DCTF + ER HN e ADM 12m inapeténcia neonatal DT leve, ER PP, PO grave
Entre 6 e >24m Fp mod, Ffc
241 9 nao DCTF + ER HN e ADM 12m engasgos neonatal ER e CE PP mod,
Entre6e Entre 15e CE (corregao PF, PP Fp leve, Fic
251 24 nao DCTF +ER HN e ADM 12m 24m nega neonatal  cirtrgica), ER e DT e PO mod
Entre 6 e Fp grave, Ffc
12m <15m CE (corregéo FM, PP  grave, PC e, Fd
26.1 20 nao DCTF + ER HN e ADM nega atual cirargica), ER e PO leve
Quedas e primeiros Fp mod, Ffc
271 24 nao MC + ER Fp <3 <15m nega 2 anos ER, DT PF, PO leve
Entre 6 e >24m
28.1 6 nao MCI HN e ADM 12m nega neonatal normal PF, PO Fp mod
Entre 6 e neonatal ER, DT discreta, Fp mod, Ffc
291 6 nao MCI + ER HN e ADM 12m >24m neonatal e atual retracoes PO leve
Fp grave, Ffc
ER + fraqueza Entre6e Entre15e grave, PC e, Fd
30.1 12 nao cervical HN e ADM 12m 24m neonatal apresenta ER, DT, retracbes PP, PO mod

Consang: consanguinidade; Sust: sustento, IR: infeccdo respiratoria, deform: deformidade, HN: hipotonia neonatal, ADM: atraso do
desenvolvimento motor, DCTF: desproporgédo congénita de tipo de fibras, LCQ- luxagdo congénita de quadril, RC: retragao cervical, ER: espinha
rigida, DT: deformidade toracica, PO: palato ogival, PP: paresia facial, OP: oftalmoparesia, HD: hiperelasticidade distal, Fp: fraqueza proximal,
Ffc: fraqueza cervical, Fd: fraqueza distal, mod: moderada, SHM: sindrome de hipertermia maligna, ECM: esternocleidomastoideo, AD: adutores

da coxa, PC: pescogo caido.
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Tabela 7 - Principais caracteristicas clinicas dos pacientes com MCI (Pacientes de 31.1 até 40.1).

Sust
Idade Forma Sintomas cefalico Marcha I.R. Deform Exame
Paciente (anos) Consang clinica iniciais (meses) (meses) Disfagia repet. esquelética Face clinico
Entre 6 e Entre 15 e
31.1 14 nao MCI HN e ADM 12m 24m neonatal neonatal CE leve, HD PO Fp leve
Entre 6 e Entre 15 e
321 11 néao MCI HN e ADM 12m 24m nega neonatal HD, CE leve PO Fp mod, Ffc leve
Entre 6 e Entre 15 e nao
33.1 6 néao MCI HN e ADM 12m 24m nega apresenta normal PO Fp leve, Ffc grave
Entre 3 e Entre 15 e PP, PO,
341 14 sim MCI HN e ADM 6m 24m neonatal atual CE e DT OP Fp mod, Ffc mod
Entre 6 e Entre 15 e CE (corregao PP, PO e forga muscular
35.1 14 nao MCI HN e ADM 12m 24m neonatal atual cirargica), DT OP normal
36.1 9 sim MCI HN e ADM <3 >24m neonatal atual CEleve e DT PP, PO Fp leve, Ffc grave
>24m Fp leve, Ffc
36.2 5 sim MCI HN e ADM <3 nega atual normal PP, PO moderada
Entre 6 e >24m forga muscular
37.1 12 nao MCI HN e ADM 12m nega nega normal PO normal
distal + fraqueza Fp leve, Ffc grave,
38.1 12 nao proximal cervical,QF <3 <15 nega nega CE,PCe DT PF leve PC, Fd grave
distal + fraqueza Entre 6 e Fp leve, Ffc grave,
391 11 nao proximal cervical,QF 12m <15 nega nega CEePC PF leve PC, Fd grave
fenotipo de nao nao nao
39.2 43 nao cinturas QF recorda recorda nega nega ndo apresenta apresenta Fp leve
distal + fraqueza Entre 15 e CE (corregéo paresia Fp mod, Ffc grave,
40.1 33 nao proximal distal <3 24m nega atual cirurgica) e DT facial leve Fdf mod

Consang: consanguinidade; Sust: sustento, IR: infeccdo respiratéria, deform: deformidade, HN: hipotonia neonatal, ADM: atraso do
desenvolvimento motor, DCTF: desproporgao congénita de tipo de fibras, LCQ- luxagao congénita de quadril, RC: retragao cervical, ER: espinha
rigida, DT: deformidade toracica, PO: palato ogival, PP: paresia facial, OP: oftalmoparesia, HD: hiperelasticidade distal, Fp: fraqueza proximal,
Ffc: fraqueza cervical, Fd: fraqueza distal, mod: moderada, SHM: sindrome de hipertermia maligna, ECM: esternocleidomastoideo, AD: adutores
da coxa, PC: pescoco caido.
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Tabela 8 - Exames complementares dos pacientes com MC

Prova fungao

Paciente pulmonar Ecocardiograma ECG CPK ENMG
211 nao realizou normal normal normal normal
221 Entre 60 e 80 normal normal normal miopatica
231 entre 40-60 normal normal normal miopatica
241 aguardando normal normal normal miopatica
251 CVF<40 normal normal normal miopatica
26.1 CVF<40 normal normal normal miopatica
271 entre 40-60 normal normal normal miopatica
28.1 nao realizou normal normal normal normal
291 nao realizou normal normal normal normal
30.1 CVF<40, normal normal normal miopatica
31.1 Entre 60 e 80 normal normal normal miopatica
321 AN EYEEL normal normal normal miopatica
33.1 nao realizou normal normal normal normal
341 entre 40-60 normal normal normal miopatica
35.1 Entre 60 e 80 normal normal normal miopatica
36.1 nao realizou normal normal normal nao realizou
36.2 nao realizou normal normal normal nao realizou
371 CVF>80 normal normal normal miopatica
38.1 Entre 60 e 80 normal normal normal neurogénica / miopatica
391 Entre 60 e 80 normal normal normal miopatica
39.2 nao realizou normal normal normal nao realizou
40.1 entre 40-60 normal normal normal miopatica

CVF: capacidade viltal forgada, CPK: creatinofosfoquinase, Ecocardio: ecocardiograma,
ENMG: eletroneuromiografia.



Grafico 6 - Principais caracteristicas clinicas dos pacientes com MCI (N=22).
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Grafico 7 - Exames complementares dos pacientes com MCI (N=22).
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Grafico 8 - Principais achados na bidopsia muscular dos pacientes com MCI

(N=22).
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Grafico 9 - Escolaridade e reabilitagdo dos pacientes com MCI (N=22).
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Figura 5 - Pacientes com MCI e espinha rigida. A: hipotrofia difusa (paciente 30.1).
B: retragdo cervical (paciente 30.1). C: retragdo em musculatura paraespinhal com
espinha rigida lombar (paciente 27.1). D: hipotrofia difusa e deformidade toracica
(paciente 24.1). E: Hiperlordose (paciente 23.1). F: fraqueza flexores do pescogo
(paciente 22.1). G: Palato ogival (paciente 27.1). H: escapula alada (paciente 29.1). I:
retracdo cervica; (paciente 25.1).



Figura 6 - Principais achados histologicos em bidpsia muscular de pacientes com
MCI. A. discreto aumento da variabilidade do tamanho das fibras (paciente 21.1) (HE,
40x). B: aumento do tecido conjuntivo (paciente 31.1) (GOM, 40x). C: arquitetura das
fibras musculares preservada com aumento da variabilidade do tamanho das fibras e
predominio de fibras tipo 1 (paciente 34.1) (NADH, 40x). D: falhas focais da atividade
oxidativa (paciente 37.1). E: atrofia e predominio de fibras tipo 1 (paciente 23.1) (NADH,
40x). F: predominio total de fibras tipo 2 (paciente 39.1) (ATPase 9,4, 20x).
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Figura 7 - Heredogramas das familias da coorte de MCI.
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6.3 Resultados do estudo genético

Encontramos neste estudo variantes patogénicas nos genes ACTA7 em
4 familias com MN, NEB em 3 familias com MN, RYR1 em 2 familias com MCI,
TPM3 em 2 familias com MCI, TTN em uma familia com MCl e MYH7 em 3
familias com MCI. Em 2 familias com MN e em 5 familias com MCI n&o foi
estabelecido gene candidato mesmo apdés a andlise do sequenciamento
exbmico. Nao foram encontradas variantes patogénicas no gene TPM3 nos
pacientes com MN nem no gene ACTA1 nos pacientes com MCI. Os resultados

do estudo genético constam na tabela 9.



90

Tabela 9 - Resultados do estudo genético dos pacientes com MN e MCI.

Paciente Diagnéstico Estudo Genético Gene Exon Variante
1.1 MN analise exoma NEB 134 p.Thr7832fs
3.1 MN analise exoma inconclusivo
6.1 MN Sanger ACTA1 4 p.Thr204lle
intron 43 c.5343+5G>A//
8.1 MN analise exoma NEB e exon 63 c.8889+1G>A,
p.Ala2724Pro //
9.1 MN analise exoma NEB 61 e 63 p.lle2919Val
10.1 MN analise exoma inconclusivo
12.1 MN analise exoma ACTAT1 6 p. Ser350Leu
13.1 MN Sanger ACTAT1 4 p.His163Asp
171 MN Sanger ACTA1 4 p.Asp181His
211 MCI analise exoma CHRNE 2 136dupC
231 MCI analise exoma TPM3 4 p.Arg142Cys
241 MCI analise exoma inconclusivo
251 MCI analise exoma TPM3 5 p.Arg168His
26.1 MCI analise exoma inconclusivo
p.Arg1075GIn //
271 MCI analise exoma RYR1 25 e 26 p.Glu1175Lys
p.Pro1586Leu //
28.1 MCI analise painel RYR1 p.Glu4635Lys
30.1 MCI analise painel inconclusivo
p.Pro12803fs //
31.1 MCI analise exoma TTN 194 e 166 p.Glu12034*
331 MCI analise exoma inconclusivo
341 MCI analise exoma inconclusivo
38.1 MCI analise exoma MYH7 34 p.Arg1608Pro
39.1 MCI Sanger MYH7 34 p.Arg1608Pro
39.2 MCI Sanger MYH7 34 p.Leu1601Pro
p.Arg1608Ser //
40.1 MCI analise painel MYH7 34 p.Ala1611Asp
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6.3.1 Pacientes com mutagdes no gene ACTA1

Foi realizado o estudo do gene ACTA71 em todas as familias com MN e
em 6 familias com MCI. Foram encontradas mutagdes em heterozigose em
quatro pacientes com MN (6.1, 12.1, 13.1 e 17.1) - Figuras 8-11. As quatro
variantes encontradas (tabela 9) ja foram previamente descritas e associadas a

MN.

A forma clinica de MN apresentada pelos pacientes com mutacdes no
gene ACTAT1, foi a congénita tipica. As principais manifestagdes clinicas foram:
hipotonia neonatal, dificuldade de sugar, dificuldade em ganhar peso, atraso dos
marcos motores, deformidades esqueléticas, infeccbes respiratorias de
repeticdo, fraqueza muscular com envolvimento da musculatura flexora do
pescoco, flexora do tronco e proximal dos membros inferiores. Fraqueza distal

foi encontrada apenas no paciente 6.1.

O paciente 6.1 é do sexo masculino e foi avaliado aos 13 anos.
Apresentou hipotonia neonatal e atraso dos marcos motores com sustento
cefélico apos os 12 meses e marcha apds os 24. Conseguia deambular mais
que 1km no plano e subir escadas sem apoio. Negou queixas como mialgia,
fadiga e caimbras. Ao exame clinico apresentou fraqueza leve de predominio
proximal com envolvimento grave dos flexores cervicais e moderado dos
dorsiflexores dos pés Os valores de CPK eram normais, bem como,
ecocardiograma e eletrocardiograma. A eletroneuromiografia realizada
precocemente na investigagao tinha padrdo miopatico e apresentou disturbio

ventilatorio leve (CVF maior que 60%) na prova de fungao respiratoria. A bidpsia
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muscular, realizada aos 3 anos apresentou escassos bastdes subsarcolemais e

intracitoplasmaticos com importante DCTF (figura 8).

O paciente 12.1 (figura 9) é do sexo masculino, filho unico de pais néo
consanguineos, sem historia familiar de miopatia ou outra doenga
neuromuscular. Foi avaliado aos 14 anos. Iniciou investiga¢ao devido a hipotonia
neonatal e atraso na aquisicdo dos marcos motores. Adquiriu sustento cefalico
aos 5 meses e marcha aos 18, apresentava disfagia com dificuldade em ganhar
peso e apresentou infecgdes respiratorias frequentes nos primeiros 2 anos de
vida sem necessidade de suporte ventilatério durante os eventos infecciosos.
Evoluiu inicialmente com ganhos motores, melhora na parte respiratoria e da
degluticdo, mas aos 9 anos apresentou piora da fraqueza proximal e
aparecimento de deformidades osteoesqueléticas como cifoescoliose, retragcoes
tendineas em pescocgo, punho, cotovelos e joelhos, e piora do padréo respiratorio
com diminuigdo da capacidade vital forcada. Realizou corregao cirurgica da
escoliose aos 10 anos com melhora e estabilizacdo do padrdo respiratorio.
Perdeu a marcha aos 12 anos. Ao exame clinico apresentou fraqueza grave de
predominio proximal com envolvimento dos flexores cervicais. Devido as
retragdes tendinosas em cotovelos, punhos, joelhos e pés o exame de forga de
porcdes distais ficou comprometido. Seus exames complementares mostraram
valores normais de CPK, ENMG realizada aos dois anos de idade, com padrao
miopatico e espirometria com disturbio ventilatorio grave. Ecocardiograma, holter
e eletrocardiograma estavam normais. Apesar do disturbio ventilatério grave, o
paciente fazia uso do aparelho de suporte ventilatério binivel esporadicamente
atribuindo a uma ma adaptacao ao aparelho. Abandonou os estudos aos 14 anos

referindo dores musculares, apesar da adaptacdo da cadeira e nao fazia
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regularmente fisioterapia respiratéria ou motora. A biépsia muscular, realizada
aos 6 anos, mostrou aumento moderado da variabilidade no tamanho das fibras,
auséncia de necrose, auséncia de inflamagao, aumento pronunciado de tecido
conjuntivo, falhas focais da arquitetura interna (core-like) e presenca de
agregados proteicos, massas citoplasmaticas, e bastdes nemalinicos

distribuidos difusamente pelo citoplasma em menos de 50% das fibras.

O paciente 13.1 (figura 10) é do sexo masculino, filho unico de pais nao
consanguineos, sem histéria familiar de miopatia, iniciou investigagdo por
hipotonia neonatal e atraso da aquisicdo dos marcos motores. Apresentou
disfagia grave no periodo neonatal e necessitou de sonda para alimentagéo nos
primeiros dois meses. Infec¢des respiratorias repetidas nos primeiros dois anos
de vida o levaram a varios episddios de internagdo hospitalar, mas sem
necessidade de suporte ventilatorio nestes eventos. O sustento cefalico foi
obtido apds o primeiro ano de vida e marcha apo6s os trés anos. Evoluiu com
ganhos motores e melhora parcial da disfagia, no entanto, desde os 10 anos
notou uma piora lentamente progressiva da fraqueza muscular e o aparecimento
de deformidade osteoesqueléticas (cifoescoliose e deformidade toracica). Na
ultima avaliagdo queixou-se de cansago aos esforgos, nao conseguia subir
degraus e necessitava de apoio para se levantar da posigao sentada. No plano
conseguia deambular até 10 metros sem precisar descansar. Ao exame clinico
apresentou fraqueza leve a moderada de predominio proximal com envolvimento
grave dos flexores cervicais e dos dorsiflexores dos pés. Apresentou também
deformidade toracica, cifoescoliose leve e espinha rigida. Exames
complementares mostraram valores normais de CPK, ENMG com padrao

miopatico, ecocardiograma normal, eletrocardiograma normal e espirometria
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com disturbio ventilatério restritivo grave (CVF<40%). A bidpsia muscular foi
realizada aos 10 anos e evidenciou aumento pronunciado da variabilidade no
tamanho das fibras, predominio e atrofia de fibras tipo 1, auséncia de necrose,
auséncia de inflamagao, aumento do glicogénio em fibras tipo 2, aumento
pronunciado de tecido conjuntivo com presenca de agregados proteicos, bastdes

subsarcolemais e intranucleares.

O paciente 17.1 é do sexo masculino e foi avaliado aos 46 anos.
Apresentou hipotonia neonatal e atraos dos marcos motores com sustento
cefalico aos 9 meses e marcha apds os 5 anos. Na avaliacao ele era cadeirante
ha 18 anos, perdeu a marcha aos 28 anos, mas conseguia ficar em pé, trocar
passos e realizar trocas posturais. O paciente tocava manualmente a sua prépria
cadeira, ndo usava cadeira motorizada e apresentava um bom desempenho
funcional. Ao exame clinico apresentou fraqueza de predominio proximal com
envolvimento moderado dos flexores cervicais e dos dorsiflexores dos pés.
Apresentou exames cardiolégicos normais e espirometria evidenciando disturbio
ventilatério moderado. Realizou trés biépsias musculares, uma aos 14 anos, uma
aos 15 e a ultima aos 28 anos. Todas apresentaram discreto aumento da
variabilidade do tamanho das fibras com preservacao da sua arquitetura interna

e presenca de bastdes subsarcolemais em 100% das fibras (figura 11).
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Figura 8 - Paciente 6.1 (MN). A e E: hipotrofia difusa e face miopatica. B: escapula
alada. C: biopsia muscular mostrando bastées nemalinicos esparsos e
intracitoplasmaticos (GO, 40x). D: biépsia muscular mostrando predominio e atrofia de
fibras tipo 1 (ATPase 4.3). F: Mutacao p.Thr204lle no gene ACTAT.
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Figura 9 - Paciente 12.1 (MN). A: deformidade toracica e cifoescoliose. B e C: retragéo
cervical. D: retracdo em cotovelos. E: hiperelasticidade distal. F: Mutagdo ¢.1050 C>CT
(p- Ser350Leu) no gene ACTA1. G: bidpsia muscular evidenciando agregados proteicos
em forma filamentosa e de bastbes (GO, 40x). H: bidpsia muscular mostrando aumento
do tecido conjuntivo e aumento da variabilidade no tamanho das fibras (HE, 40x). I
biépsia muscular mostrando falhas focais de atividade oxidativa (NADH-TR, 40x).
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Figura 10 - Paciente 13.1 (MN). A) deformidade toracica. B) cifoescoliose e escapula
alada. C) face miopatica com paresia facial. D) Biépsia muscular com a presencga de
agregados proteicos intracitoplasmaticos e aumento da variabilidade do tamanho das
fibras (HE, 40x). E) mutagao p.His163Asp no gene ACTA1. Biépsia muscular mostrando
bastées nemalinicos subsarcolemais e intranucleares na maioria das fibras (GO, 40x)
(F e G); predominio e atrofia de fibras tipo 1 e hipertrofia de fibras tipo 2 (ATPase 4.3,
40x) (H) e hipertrofia de fibras tipo 2 com aumento de glicogénio (PAS, 40x) (1).
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Figura 11 - Bidpsias musculares do paciente 17.1 (MN): Bidpsias realizadas aos
14 anos (A e B), 15 anos (C e D) e 29 anos (E e F). Observar a presenca dos bastdes
nemalinicos de localizagdo subsarcolemal na coloragao GO, 40x (B e F), a discreta
variabilidade do tamanho das fibras com discreto aumento de tecido conjuntivo (HE,
40x) (A, C e E) e a presencga de falhas de atividade oxidativa na regido dos bastbes
(NADH 40x) (D). Observar que ndo houve piora no padrao histolégico.
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6.3.2 Pacientes com variante patogénica no gene NEB

Variantes patogénicas no gene NEB foram encontradas em 3 familias
através de sequenciamento exdmico (figura 12). Foram detectadas duas
variantes em heterozigose com alta predicdo de patogenicidade no SE nos

pacientes 8.1 e 9.1 e apenas 1 variante em heterozigose na paciente 1.1.

A familia 1 é uma familia ndo consanguinea, com prole de quatro, sendo
duas filhas afetadas. As pacientes 1.1 e 1.2, ambas do sexo feminino,
apresentaram quadro de hipotonia neonatal e sucgdo débil, mas apenas a
paciente 1.1 apresentou atraso importante dos marcos motores. Ela foi avaliada
aos 19 anos, apresentou atraso dos marcos motores com sustento cefalico aos
5 meses e marcha aos 15 meses, sem atraso de linguagem. Evoluiu com ganhos
motores mas apresentou piora da fraqueza proximal e deformidades em térax e
na coluna. Neste mesmo periodo iniciou uso de suporte ventilatério mantido na
data da avaliacdo. Na avaliagdo referiu quadro motor estavel, conseguia
deambular entre 100 e 1000m no plano e subir escadas sem apoio. Negou
queixas como mialgia, fadiga e caimbras. Ao exame clinico apresentou fraqueza
moderada de predominio proximal com envolvimento grave dos flexores
cervicais e dos dorsiflexores dos pés. Apresentava também envolvimento facial
proeminente, deformidade toracica e cifoescoliose leve. Os valores de CPK eram
normais, bem como, ecocardiograma e eletrocardiograma. Apresentou disturbio
ventilatério grave na prova de fungdo respiratéria e fazia uso de suporte

ventilatorio binivel desde os 13 anos.
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Ja a paciente 1.2, avaliada aos 21 anos, foi a primeira filha do casal.
Negou atraso motor, mas procurou o atendimento médico por hipotonia,
dificuldade de sugar, engasgos frequentes, e em seguida quedas de repeti¢ao e
dificuldade de subir degraus. O diagnéstico foi realizado apenas apoés o
nascimento da irma com sintomas semelhantes aos 3 anos de idade. A paciente
apresentou quadro motor estavel até apresentar infecgao respiratéria grave aos
15 anos, necessitou de internacdo com cuidados intensivos, foi intubada e
permaneceu na UTI por mais de 30 dias. Nesta ocasido a paciente se alimentava
por sonda e foi realizada traqueostomia. A paciente teve piora da fraqueza, néao
conseguia se levantar, andar, nem sentar sem apoio. Os ganhos motores foram
sendo restabelecidos em cerca de um ano apdés a alta hospitalar com o apoio
fisioterapico. Na data da avaliacdo, a paciente deambulava no plano mais que
1000m e conseguia se levantar apenas com apoio unilateral. O exame clinico foi
semelhante ao da irma. Os valores de CPK eram normais, bem como,
ecocardiograma e eletrocardiograma. Apresentou disturbio ventilatério grave na
prova de fungao respiratéria e fazia uso de suporte ventilatério binivel desde os
15 anos. Ambas as pacientes foram submetidas a bidépsia muscular com um e
trés anos de vida respectivamente nas quais foram visualizados bastdes
nemalinicos subsarcolemais, leve aumento da variabilidade do tamanho das
fibras com preservagcdo da sua arquitetura interna, auséncia de necrose e
moderado aumento do tecido conjuntivo. Foi encontrada apenas uma mutagao
em frameshift através do sequenciamento exémico, no entanto apds verificar a
cobertura para este gene, foi observado que 10 exons ndo foram

adequadamente cobertos. E o seu estudo devera ser complementado.
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O paciente 8.1 é do sexo masculino, filho uUnico de pais nao
consanguineos, sem historia familiar para miopatia ou outras doencgas
neuromusculares. O paciente apresentou hipotonia neonatal e atraso dos
marcos motores com sustento cefdlico aos 12 e marcha aos 18 meses.
Apresentou dificuldade de sugar, engasgos frequentes e infecgdes respiratérias
de repeticdo nos primeiros anos de vida com melhora gradual destas queixas
ainda na primeira década. Foi avaliado aos 12 anos e referia andar no plano por
mais de 1000m, subia degraus sem apoio e corria por pequenas distancias. . Ao
exame clinico apresentou fraqueza leve de predominio proximal com
envolvimento moderado dos flexores cervicais. Os exames complementares
mostraram valores normais de CPK, ENMG com padrao miopatico, espirometria
com disturbio ventilatério leve, ecocardiograma, holter e eletrocardiograma,
normais. O paciente nao fazia uso de aparelho de suporte ventilatorio ou érteses.
Apresenta bom desempenho escolar e ja havia concluido o ensino fundamental.
A bidpsia muscular mostrou aumento discreto da variabilidade no tamanho das
fibras, auséncia de necrose, auséncia de inflamacéo, falhas focais da arquitetura
interna e presenga bastdes nemalinicos subsarcolemais em cerca de 50% das

fibras.

O paciente 9.1 é do sexo masculino, quarto filho de uma prole de quatro
de pais ndo consanguineos, sem histéria familiar para miopatia ou outras
doengas neuromusculares. O paciente apresentou hipotonia neonatal grave, nao
conseguia sugar evoluiu com pneumonia aspirativa logo ao nascer, ficou
internado com necessidade de suporte ventilatério e apresentou sangramento
intracerebral. O paciente se recuperou lentamente tendo alta da unidade

intensiva apés 20 dias. Apresentou atraso dos marcos motores com sustento
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cefalico aos 6 meses e marcha aos 30 meses. Se manteve com disfagia
importante, infec¢cdes respiratérias repetidas e dificuldade de ganho de peso,
sendo realizada gastrostomia, sendo esta, a via de alimentacao preferida até a
data de avaliagdo. Foi avaliado aos 13 anos e referia andar no plano por menos
de 100m, ndo conseguia correr, pular ou subir degraus. Ao exame clinico
apresentou fraqueza moderada de predominio proximal com envolvimento grave
dos flexores cervicais e leve dos dorsiflexores dos pés. Os exames
complementares mostraram valores normais de CPK, ENMG com padrao
miopatico e espirometria com disturbio ventilatorio grave. Ecocardiograma, holter
e eletrocardiograma estavam normais. O paciente iniciou o uso de aparelho de
suporte ventilatorio binivel aos oito anos e o utilizava durante todo o sono (diurno
ou noturno), durante o dia quando se sentia mais cansado e quando voltava da
escola por algumas horas. Apresentava bom desempenho escolar, no entanto,
teve atraso escolar por causa das sucessivas internagdes. A bidpsia muscular
mostrou aumento discreto da variabilidade no tamanho das fibras, auséncia de
necrose, auséncia de inflamacéo, falhas focais da arquitetura interna e presenca
bastdes nemalinicos aglomerados na regido subsarcolemal em 100% das fibras,

formando massas citoplasmaticas em algumas fibras.
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Figura 12 - Pacientes com variantes patogénicas no gene NEB. A e B) Observar
importante envolvimento facial, hipotrofia difusa e deformidade toracica no paciente 9.1.
C e D) Observar hipotrofia difusa, envolvimento facial leve, cifoescoliose leve e escapula
alada no paciente 8.1. E e F) Importante envolvimento facial nos pacientes 1.1 e 1.2,
respectivamente. G) Bidpsia muscular do paciente 9.1 mostrando bastdes nemalinicos
subsarcolemais em 100% das fibras e massas citoplasmaticas (GO, 40x). Biopsia
muscular do paciente 8.1 mostrando bastdes nemalinicos subsarcolemais em 50% das
fibras (HE 40x) (H) e (GO, 40x) (I).



104

6.3.3 Pacientes com variante patogénica no gene CHRNE

Foi detectada a variante patogénica 136dupC no exon 2 do gene CHRNE
na paciente 21.1 (figura 13) através do sequenciamento exémico. Esta variante

ja foi previamente relatada em pacientes com miastenia congénita.

A paciente 21.1 é do sexo feminino, filha unica de pais ndo consanguineos
sem historia familiar de miopatia ou de outras doengas neuromusculares. Logo
ao nascer, foi detectada luxagdo congénita de quadril e deformidade dos pés
sendo submetida a varios procedimentos cirurgicos desde entdo. Era hipoténica,
com importante envolvimento facial e dificuldade para sugar. Apresentou atraso
dos marcos motores principalmente atribuidos a luxagao congénita de quadril e
dos pés com sustento cefalico aos dois meses e marcha apds os trés anos.
Apresentou atraso de linguagem atribuido a disfonia com boa compreensao de
comandos, sem evidéncia de comprometimento cognitivo. A paciente evoluiu
com ganhos motores e melhora da linguagem. Os exames complementares
mostraram valores normais de CPK, ENMG com padrdo miopatico,
ecocardiograma, holter e eletrocardiograma normais. A paciente ainda realizou
a espirometria. Bidpsia muscular foi realizada com menos de um ano de vida e
mostrou achados leves e inespecificos com leve aumento na variabilidade no

tamanho das fibras e predominio e atrofia de fibras tipo 1.
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Figura 13 - Paciente com variante patogénica no gene CHRNE. A) Paciente 21.1
com deformidade nos pés, face alongada e paresia facial bilateral e simétrica. B e C)
Bi6psia muscular do paciente 21.1 com leve aumento na variabilidade no tamanho das
fibras e predominio e atrofia de fibras tipo 1 (HE 40x e NADH-TR 40x, respectivamente).
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6.3.4 Pacientes com variante patogénica no gene TPM3

Foram detectadas variantes patogénicas no gene TPM3 em duas
pacientes com MCI e espinha rigida através do sequenciamento exdmico. A
paciente 23.1 apresentou uma variante nova em homozigose (p.Arg142Cys) e a
paciente 25.1, uma variante missense em heterozigose (p.Arg168His), ja

previamente descritas em DCTF.

A paciente 23.1 é do sexo feminino, filha unica de pais consanguineos
sem histéria familiar de miopatia ou outras doencas neuromusculares. Nasceu
hipoténica, com dificuldade para sugar e ganhar peso, e infec¢des respiratorias
recorrentes nos primeiros dois anos de vida. Apresentou atraso dos marcos
motores com sustento cefalico aos nove meses e marcha apds os dois anos de
vida sem atraso de linguagem. A paciente evoluiu com ganhos motores e
melhora da disfagia. Foi avaliada aos 10 anos e referiu deambular no plano mais
que 1000m, necessitava de apoio unilateral para subir degraus, ndo conseguia
pular ou correr e relatava um bom desempenho motor. Ao exame clinico
apresentou fraqueza leve/moderada de predominio proximal com envolvimento
grave dos flexores cervicais, deformidade toracica leve e espinha rigida. Ao
exame apresentava envolvimento facial com face miopatica, paresia facial
bilateral, ptose palpebral bilateral ndo flutuante e fraqueza de predominio
proximal nos membros superiores e inferiores. Nao apresentava retragdes
tendineas, mas apresentava limitagéo para a flexdo do tronco, espinha rigida e
cifoescoliose leve. Os exames complementares mostraram valores normais de
CPK, ENMG com padrao miopatico, espirometria com disturbio ventilatério

moderado, ecocardiograma, holter e eletrocardiograma normais.
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A paciente 25.1 é do sexo feminino, filha unica de pais ndo consanguineos
sem histéria familiar de miopatia ou outras doengas neuromusculares. Nao
apresentou complicagdes neonatais, mas apresentava dificuldade para sugar e
ganhar peso. Apresentou atraso dos marcos motores com sustento cefalico aos
10 meses e marcha apo6s os dois anos de vida, sem atraso de linguagem. A
paciente evoluiu com ganhos motores, quadro motor estavel, no entanto, evoluiu
durante adolescéncia com cifoescoliose grave de rapida evolugéo e disturbio
ventilatorio restritivo grave. Neste periodo foi submetida a corregéo cirurgica da
coluna e iniciou uso de suporte ventilatério tipo binivel. Foi avaliada aos 24 anos
com quadro estavel, sem infec¢des respiratorias recorrentes, deambulava mais
que 1000m no plano e necessitava de apoio unilateral para subir degraus e se
levantar. Apresentou bom desempenho escolar e estava no ensino superior. Ao
exame apresentava envolvimento facial com face miopatica, hipotrofia difusa, e
fraqueza leve de predominio proximal nos membros superiores e inferiores, com
importante envolvimento axial. Nao apresentava retragcdes tendineas, mas
apresentava limitacdo para todos os movimentos do tronco e pescogo. Os
exames complementares mostraram valores normais de CPK, ENMG com
padrdo miopatico, espirometria com disturbio ventilatorio grave e exames

cardiolégicos normais.

Quanto aos aspectos histologicos, ambas as pacientes apresentaram
importante desproporg¢ao de tipo de fibras com fibras do tipo 1 mais que 50%
menores que as fibras tipo 2 sem falhas focais de arquitetura interna ou outras

alteragdes estruturais.
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Figura 14 - Pacientes com variantes patogénicas no gene TPM3. A e B) Face
miopatica, hipotrofia de predominio proximal deformidade toracica, escapula alada e
cifoescoliose no paciente 23.1. C) Limitagdo e fraqueza em flexores do pescogo na
paciente 25.1. D e E) Desproporc¢ao de tipo de fibras com fibras do tipo 1 mais que 50%
menores que as fibras tipo 2 sem falhas focais de arquitetura interna ou outras
alteragOes estruturais nos pacientes 23.1 (D) e 25.1 (E) (NADH-TR, 40x).
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6.3.5 Pacientes com mutagao no gene RYR1

Encontramos na coorte dois pacientes com variantes em heterozigose
composta com alta predi¢cado de patogenicidade no gene RYR1 através do painel

para doengas neuromusculares (28.1) e SE (27.1).

O paciente 27.1 é do sexo masculino, segundo filho de pais nao
consanguineos sem histéria familiar de miopatia ou de outras doencgas
neuromusculares. Nasceu hipoténico e apresentava dificuldade para sugar e
perda de peso. Nao apresentou atraso dos marcos motores nem atraso de
linguagem, mas a marcha era instavel, ndo conseguia se levantar do chdo ou
subir degraus. O quadro motor foi estavel, no entanto, evoluiu com disturbio
ventilatorio restritivo grave e iniciou o uso de suporte ventilatorio binivel ainda na
adolescéncia. Foi avaliado aos 24 anos sem infecgdes respiratérias recorrentes,
deambulava mais que 1000m no plano e necessitava de apoio unilateral para
subir degraus. Apesar do bom desempenho escolar, concluiu apenas o ensino
meédio. Ao exame apresentava face miopatica, hipotrofia generalizada, fraqueza
de predominio proximal leve nos membros superiores e inferiores, e
envolvimento axial moderado. Nao apresentava retracbes tendineas, mas
apresentava limitacdo para flexdo do tronco e fraqueza cervical. Os exames
complementares mostraram valores normais de CPK, ENMG com padréao
miopatico, espirometria com disturbio ventilatorio grave e exames cardiolégicos

normais.

Foi realizado estudo do gene SEPN1 por causa da espinha rigida seguido

de SE, que detectou duas variantes em heterozigose no gene RYR1 (tabela 9)
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com alta predi¢do de patogenicidade. O estudo dos pais ainda é necessario a

fim de confirmarmos a transmissao e a posi¢cao das variantes.

A paciente 28.1 é do sexo feminino, filha unica de pais nao
consanguineos, nascida pré-termo (36 semanas), apresentou desconforto
respiratorio logo ao nascer e ficou na UTI por 5 dias. Era hipoténica e tinha
dificuldade para sugar. Iniciou investigacdo aos 3 meses por atraso do sustento
cefalico e hipotonia. Sustento cefalico foi obtido aos sete meses, sentou com
apoio aos oito e andou aos 24 meses. Aos 30 meses, mantinha dificuldade em
subir escadas e ndo conseguia correr nem pular. Foi avaliada aos 5 anos e
apresentava quadro motor estavel, apresentou ganhos motores e bom
desempenho escolar. Ao exame clinico, apresentou marcha com hiperlordose,
bascula de quadril e levantar miopatico. A inspecao apresentava face miopatica,
ptose palpebral, palato ogival e oculomotricidade normal. Possuia fraqueza
muscular de predominio proximal, pior nos membros inferiores e reflexos
tendinosos profundos hipoativos. Nos exames complementares apresentou
valores séricos normais de CPK e aldolase. Realizou trés eletroneuromiografias
que estavam normais. Ainda nao realizou espirometria. A biépsia muscular foi
realizada no segundo ano de vida, apresentando aumento da variabilidade do
tamanho das fibras, aumento discreto de tecido conjuntivo, predominio de fibras
tipo 1 e alteracbes focais da atividade oxidativa, com formacdes core-like. Foi
realizado estudo molecular através de painel com cobertura para genes
envolvidos em doengas neuromusculares, no qual foram detectadas duas
mutacdes em heterozigose no gene RYR1 com alta predigao de patogenicidade
(tabela 9). O estudo dos pais ainda é necessario a fim de confirmarmos a

transmissao e a posicéo das variantes.
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Figura 15 - Pacientes com variantes patogénicas no gene RYR1. A e B) Hipotrofia
difusa, deformidade toracica e face miopatica no paciente 27.1. C) face miopatica e
ptose palpebral no paciente 28.1. Aumento da variabilidade do tamanho das fibras com
presenca de falhas focais (core-like) (NADH, 40x). (D) Predominio e atrofia de fibras tipo
1 (ATPase 4.6) (F) na biopsia muscular do paciente 27.1. Aumento da variabilidade do
tamanho das fibras com presenca de falhas focais (core-like) e aumento da atividade
oxidativa no interior de algumas fibras (NADH, 40x) na biopsia muscular da paciente
28.1 (E).
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6.3.6 Paciente com mutagdo no gene TTN

O paciente 31.1 é do sexo masculino e foi avaliado aos 13 anos.
Apresentou hipotonia neonatal e atraso na aquisicdo dos marcos motores com
sustento cefalico aos 6 meses, sentou aos sete e andou aos 18 meses. Evoluiu
com ganhos motores, no entanto, com quedas frequentes e infecgbes
respiratorias de repeti¢cao. Tinha dificuldade maior para se levantar do chao, subir
escadas, correr e pular, mas evoluiu com melhora destas queixas ainda na
primeira década. Ao exame apresentou marcha com leve bascula de quadril e
sinal de Gowers. A inspegdo observamos palato ogival, hipotrofia e hipotonia
global, postura em hiperlordose e escapula alada. O paciente ndo apresentava
dismorfismos faciais, ptose palpebral ou oftalmoparesia. Ao exame de forga, o
paciente apresentou uma fraqueza proximal leve em membros inferiores e

superiores.

Quanto aos exames complementares, apresentou valores normais de
CPK, espirometria, eletroneuromiografia, ecocardiograma e eletrocardiograma,
todos normais. A bidpsia muscular foi realizada aos 4 anos e evidenciou apenas
achados leves e inespecificos como aumento da variabilidade do tamanho das
fibras, aumento de tecido conjuntivo e discretas falhas focais de atividade
oxidativa. Foi submetido ao SE que detectou duas variantes em heterozigose no
gene TTN, sendo uma frameshift e outra em cddon de parada (tabela 9). Estas
mutacdes possuem um alto escore de patogenicidade conforme programas
especificos e ndo sdao encontradas na populacdo de acordo com bancos de
exoma consultados (Exac). Devido ao alto numero de polimorfismos que este
gene apresenta e a sua e alta tolerabilidade a mutagdes foi realizada RM de

corpo inteiro que mostrou acometimento simétrico de vasto lateral e intermédio
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no compartimento anterior e acometimento grave e seletivo de semitendinoso
em compartimento posterior da coxa e acometimento moderado e simétrico de

séleo na perna.

A

Figura 16 - Paciente com MCI e muta¢dao no gene TTN (Paciente 31.1). A: quadro
clinico leve com hipotrofia sem envolvimento facial. B: escapula alada. C: bidpsia
muscular mostrando leve aumento da variabilidade do tamanho das fibras (HE,40x). D:
Bidpsia muscular com discreto aumento de tecido conjuntivo (GOM,40x). E: biopsia
muscular com leves falhas focais de atividade oxidativa no (NADH,40x). F: RM de coxa
(T2WI) mostrando acometimento simétrico de vasto lateral e intermédio no
compartimento anterior e acometimento seletivo de semitendinoso em compartimento
posterior (setas) das coxas. G) RM de perna evidenciando acometimento do musculo
so6leo (seta) com preservagcédo do compartimento anterior.
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6.3.7 Pacientes com variante patogénica no gene MYH7

Encontramos mutacbées em heterozigose no gene MYH7 em trés
pacientes com fendétipo de Miopatia Distal de Laing (39.1, 40.1, 41.1) e uma
mutacdo com padrdo em mosaico no paciente 40.2, pai do paciente 40.1, que
apresenta um fendtipo leve de fraqueza proximal e distal assimétrica

provavelmente relacionada ao mosaicismo.

O paciente 39.1 é do sexo masculino, foi avaliado aos 12 anos e
apresentou-se com fraqueza para a flexdo do pescogo notada pelos pais aos 10
meses de vida. Negou atraso motor, no entanto, andava com os pés evertidos e
fez uso de drtese nos pés até os 4 anos. Aos 6 anos o paciente comegou a apoiar
a cabeca com a mao e para andar e evoluiu com piora da fraqueza cervical,
deformidade espinhal e piora do padrao da marcha. Ao exame clinico foi
observada fraqueza e atrofia na musculatura cervical e nas porgdes distais dos
membros inferiores, hipotonia e hiporreflexia. Apresentava grave limitagdo para
todos os movimentos do pescoco, cifose toracolombar, desvio ulnar dos punhos,
fraqueza nos musculos extensores da mao e dos dedos poupando parcialmente
a extensdo do segundo dedo. Os musculos mais afetados ao exame clinico
foram: flexores cervicais, triceps, extensores do punho e extensores dos dedos
nos membros superiores. Nos membros inferiores os musculos mais afetados
foram: extensores do quadril, adutores da coxa, dorsiflexores dos pés e

eversores dos pés (bilaterais e simétricos).

Seus exames complementares evidenciaram valores normais de CPK.
Espirometria e exames cardioloégicos estavam normais. Realizou duas

eletroneuromiografias, sendo uma delas miopatica e outra neurogénica. A
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biépsia muscular, realizada aos 10 anos, evidenciou achados leves e
inespecificos com atrofia de fibras tipo 1 e alteracdes da arquitetura interna da
fibra tipo multi-minecores. Em decorréncia do seu quadro atipico foi submetido
ao SE onde foi encontrada variante missense em heterozigose no exon 34 do

gene MYH?.

O paciente 40.1, sexo masculino, foi avaliado aos 10 anos de idade.
Iniciou com quedas frequentes aos 18 meses sem atraso dos marcos motores
ou de linguagem. Evoluiu com escoliose, alteracdo da marcha e fraqueza nos
membros inferiores mais evidente a partir dos seis anos de idade. Realizou uma
biépsia muscular aos 10 anos, na qual observamos achados leves e
inespecificos com predominio total de fibras tipo 2. O seu exame clinico era
semelhante ao do paciente 39.1 evidenciando um acometimento axial e distal
proeminente, por isso foi optado por realizar o sequenciamento do exon 34 do

mesmo gene, que encontrou outra variante com localizagao proxima da primeira.

O paciente 40.2 é o pai do paciente 40.1. Foi avaliado aos 43 anos com
historia de quedas frequentes desde os 7 anos. Ao exame clinico apresentou
fraqueza leve distal nos 4 membros. No sequenciamento Sanger do exon 34 foi
encontrada a mesma mutacao do paciente 40.1, porém com padrdo em mosaico

confirmando transmissao autossdmica dominante.

A paciente 41.1 foi avaliada aos 35 anos era terceira filha de prole de trés
com pais nao afetados. Iniciou o seu quadro clinico com quedas frequentes aos
4 anos. Evoluiu com dificuldade de subir degraus, dificuldade em manusear
certos objetos com as maos e cifoescoliose aos 10 anos que estabilizou aos 18.

Foi submetida a cirurgia corretiva na coluna aos 24 anos e perdeu a marcha aos
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33 anos. Ao exame clinico apresentava fraqueza generalizada com envolvimento
predominante em flexores do pescoc¢o, adutores e abdutores do ombro e triceps
nos membros superiores, e os musculos flexores do quadril, extensores do
quadril e dorsiflexores dos pés e dos dedos poupando o extensor do halux. Os
exames complementares realizados evidenciaram valores normais de CPK,
espirometria com disturbio ventilatério moderado, ENMG miopatica e exames
cardioldgicos normais. Realizou 3 bidpsias musculares sendo a primeira
realizada no nosso servico com DCTF e alteragdes focais da arquitetura interna
(core like). Realizou um painel para doengas neuromusculares que detectou as
duas variantes missense no exon 34 do gene MYH?7. O seu filho foi testado para
a mutacdo e nao apresenta nenhuma das variantes confirmando que ambas

estdo na mesma fita de DNA.

No intuito de se investigar o quadro atipico apresentado por estes
pacientes, foi realizada RM de musculo dos 4 pacientes. Os grupos musculares
mais afetados nos membros inferiores nos pacientes 39.1, 40.1 e 40.1 foram
tibiais anteriores, extensores longo dos dedos e peroneal. Os musculos gluteos
médios também estavam acometidos e os adutores foram gravemente afetados
na paciente 41.1, moderadamente afetados no paciente 39.1 e levemente

afetado no paciente 40.1.
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Figura 17 - Pacientes com MCI e mutagcdo no gene MYH?7. A) Fraqueza proximal na
paciente 41.1. B e C) Envolvimento axial precoce com deformidade toracica e
cifoescoliose no paciente 40.1. E) Fraqueza cervical no paciente 39.1. F) Fraqueza dos
extensores dos dedos poupando dedo indicador no paciente 39.1. G) Fraqueza dos
extensores dos dedos pior no halux (sinal do “halux caido”) no paciente 41.1.
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Figura 18 - RM de musculo imagem pesada em T1 dos pacientes 38.1 e 39.1 com
mutacdao no exon 34 do gene MYH7. A) intensa substituicdo gordurosa e atrofia
muscular nos musculos paraespinhais cervicais no paciente 38.1. B e |) intensa
substituicao gordurosa no gluteo médio e moderado envolvimento do gluteo maximo no
paciente 38.1 e 39.1 respectivamente. C e G) intensa substituigdo gordurosa no sartério
e gracil e leve a moderada nos musculos da coxa nos pacientes 38.1 e 39.1,
respectivamente. D e H)Intensa substituicdo gordurosa nos musculos tibial anterior,
moderado em peroneal e séleo, poupando gastrocnémio medial nos pacientes 38.1 e
39.1, respectivamente. E e F) moderado envolvimento do triceps poupando o biceps
nos pacientes 38.1 e 39.1, respectivamente.
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Figura 19 - RM de musculo imagem pesada em T1 do paciente 39.2 com mutagao
em mosaico no exon 34 do gene MYH?7. Envolvimento intenso e assimétrico do gluteo
médio a esquerda (A) e ileopsoas (B). Envolvimento leve da musculatura da coxa (C).
Intensa substituicdo gordurosa no tibial anterior e gastrocnémio medial a esquerda (D)
comparada ao moderado acometimento a direita (E).
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7. DISCUSSAO

Neste trabalho estudamos uma coorte brasileira de pacientes com miopatia
nemalinica e de pacientes com miopatia congénita com achados inespecificos

na bidpsia muscular.

A coorte de pacientes com MN foi de certa forma uniforme. Apresentamos o
quadro clinico e histoldgico de 20 familias, sendo que, uma apresentou a forma
infantil intermediaria, 18 apresentaram a forma tipica e uma apresentou a forma
infantil tardia. Nao houve nenhum paciente com a forma neonatal grave. Este
fato pode estar relacionado as altas taxas de mortalidade que € encontrada em
todas as formas de miopatia congénita com inicio grave e precoce. Cerca de
10% dos pacientes vao a obito ainda dentro do primeiro ano de vida, em
decorréncia, na maioria dos casos, de infec¢des respiratorias (Colombo et al.,

2015; Wallgren-Pettersson et al., 2004).

Os principais achados clinicos como histéria perinatal, envolvimento
respiratério e bulbar neonatal, atraso nas aquisicbes dos marcos motores,
melhores habilidades motoras, periodo do aparecimento das complicagdes
ortopédicas e respiratorias e evolugdo do quadro motor, estavam de acordo com

a literatura (Colombo et al., 2015).

A forma infantil intermediaria é caracterizada por hipotonia neonatal grave e
pela necessidade de suporte ventilatério precoce como ocorreu no paciente 7.1.
A forma tipica é caracterizada pelo seu inicio no periodo neonatal, hipotonia e
fraqueza muscular precoces, sinais estes, que foram encontrados em todos os
20 casos (18 familias) da nossa coorte. Em todos os pacientes com esta forma

de apresentagao ocorreu atraso importante na aquisicdo dos marcos motores,
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marcante principalmente no sustento cefalico (maior que 12 meses na maioria
dos pacientes) e na aquisicdo da marcha (maior que 24 meses na maioria dos
pacientes). Infeccbes respiratérias de repeticdo nos primeiros anos de vida,
disfagia, sucgéo débil e dificuldade em ganhar peso também foram relatados na
maioria dos nossos casos. A maioria dos pacientes evoluiram com ganhos
motores e estabilidade do quadro motor na primeira década de vida. O inicio da
adolescéncia, por outro lado, foi marcado pelo surgimento de deformidades
osteoesqueléticas e disturbio ventilatorio restritivo, associados diretamente a

limitagao funcional.

Outro sintoma que se destacou neste grupo de pacientes foi a dificuldade
para deglutir. Envolvimento significante da musculatura bulbar levando a
dificuldade de sugar e engolir € um achado proeminente na MN (North et al.,
2014). A maioria dos pacientes com a forma tipica e intermediaria de MN
apresentou no periodo neonatal sucgéo débil, engasgos e pneumonia aspirativa.
Muitos destes, inclusive, necessitaram de sonda nasoenteral e/ou gastrostomia
nos primeiros meses de vida. A queixa de engasgos frequentes, dificuldade em
ganhar peso e uma duragao maior do que 30 min por refeicdo sugerem disfagia,
no entanto, ndo foi realizada uma avaliacdo sistematica da degluticéo.
Sugerimos que este seja um ponto a ser abordado em outros estudos, visto ser

um fator com alto impacto na evolucéo destes doentes.

Os bastdes nemalinicos s&o os achados caracteristicos da MN. O seu
numero varia por fibra, por musculo e pela sua distribuicao na fibra. Podem estar
localizados dentro do nucleo, estritamente em fibras tipo 1, agrupados na
periferia da fibra, alinhados ou distribuidos difusamente pela fibra. Nao existe um

numero minimo a ser encontrado por bidpsia, mas devem ser os achados
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principais para que seja estabelecido o diagnéstico (North et al., 2014). Corpos
nemalinicos com localizacdo intracitoplasmatica e subsarcolemal foram
detectados em todos os pacientes da coorte de MN. Outros achados frequentes
na biépsia muscular foram: predominio de fibras do tipo 1, predominéancia total
de fibras tipo 1, aumento do tecido conjuntivo e aumento da variabilidade entre
as fibras. Necrose e aumento do numero de centralizagbes nao foram
detectados. Reforcando dados da literatura, a quantidade de bastdes
intracitoplasmaticos e a percentagem de fibras musculares em que séao
encontrados nao se correlacionou com o quadro clinico e ndo se mostrou um
marcador prognostico (Romero et al., 2013; Wallgren-Pettersson et al., 2011).
No entanto, alguns achados como bastdes intranucleares e agregados proteicos
filamentosos podem ser considerados fatores de mau prognéstico (Wallgren-
Pettersson et al., 2011), o que foi observado nos pacientes com mutag¢des no
gene ACTA1. Encontramos bastées nemalinicos intranucleares no paciente 13.1
e agregados proteicos filamentosos no paciente 12.1. Ambos evoluiram com
piora progressiva da fraqueza muscular, deformidades osteoesqueléticas
graves, retragdes tendineas e piora do disturbio respiratorio logo no inicio da
adolescéncia. Nossos achados reforgam os relatados na literatura e reforcamos,
portanto, que a presencga destes na bidpsia muscular seja preditiva de mau
prognéstico. A monitorizagdo rigorosa da fungao respiratéria e cuidados
preventivos para deformidades esqueléticas nestes pacientes é fundamental e
contribui com o0 aumento da sobrevida destes doentes. Observamos também que
os pacientes com aumento do tecido conjuntivo e uma maior variabilidade no
tamanho das fibras na bidpsia, ou seja, um padrao distréfico em associagao com

os bastdes, foram os pacientes com evolugdo mais desfavoravel.
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Alguns pacientes realizaram mais de uma bidpsia e ndo foi constatado
mudangas significativas das altera¢des histologicas. Tal fato sugere que a
doenga seja estavel, ou lentamente progressiva, também do ponto de vista
histolégico. No entanto, estudos que avaliem a evolugdo histolégica
indivualizando cada gene envolvido, sdo necessarios para conclusbées mais

assertivas.

O diagnéstico molecular nas miopatias nemalinicas € complexo. Até o
momento 11 genes foram associados a esta doenca e apesar da ampla
cobertura dos sequenciamentos de nova geragdo, muitos casos ainda
permanecem sem diagnostico molecular confirmado (Seferian et al., 2016).
Enviamos amostras de todas as familias de MN nas quais nao foram
encontradas variantes patogénicas no gene ACTA1, para o SE. Recebemos e
analisamos o resultado apenas de seis familias. Desta forma, confirmamos o
diagndstico molecular em 7 familias, sendo 4 com variantes no gene ACTA7e 3
no gene NEB, duas familias ainda permanecem sem confirmagéo diagnostica
mesmo apds o exoma e ainda estamos aguardando o resultado do restante das

familias.

O gene mais frequentemente associado a MN é o NEB, principalmente nos
pacientes com padrao de heranga recessivo (Lehtokari et al., 2014). Este gene
€ muito grande, o que dificulta seu estudo pelo método Sanger. Por isso,
sugerimos que, nos pacientes com evidente padrdo de heranca recessivo,
técnicas de NGS devam ser utilizadas na primeira etapa do estudo genético. Na
nossa coorte encontramos até o momento variantes no gene NEB em 3 familias.
Duas familias apresentaram duas variantes em heterozigose (provavel

hetorozigose composta) com alta predigdo de patogenicidade. Nenhuma delas
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era consanguinea, mas em uma delas (familia 1) encontramos mais de um irmao
afetado. Nesta familia, encontramos apenas uma variante com alta predicao de
patogenicidade no gene NEB. Apdés a analise de cobertura dos exons no arquivo
BAM foi constatado que dez exons nao sao bem cobertos. Consideramos o gene
NEB ainda assim como sendo o candidado para esta familia, mas a analise
destes exons e o estudo dos pais ainda é necessario. Os quatro pacientes
apresentaram a forma tipica de apresentacdo, e exceto o paciente 9.1, os
pacientes apresentaram disturbio ventilatério restritivo com inicio de suporte
ventilatério precoce, ainda na primeira década. Os quatro pacientes
apresentavam boa for¢a apendicular (MRC de grau IV) com grave envolvimento
de flexores do pescocgo e dorsiflexores dos pés. A bidpsia muscular destes
pacientes apresentou bastbes subsarcolemais e intracitoplasmaticos com
discreto aumento de tecido conjuntivo. Achados estes correspondentes aos
encontrados na literatura tanto do ponto de vista clinico quanto histoldgico

(Romero et al., 2013).

O gene ACTA1 é o mais frequente gene associado a MN dentre os casos de
transmissao dominante, mas casos recessivos ja foram relatados na literatura
(O'Grady et al., 2015). E responsavel por até 25% dos casos com a forma tipica
de apresentagéo e até 50% dos casos com formas clinicas grave (Laing et al.,
2009). Das 20 familias com MN, mutagdo no ACTA1 foi encontrada em 4 casos
(20%), todas missense, em heterozigose e ja associadas previamente a MN

(Laing et al., 2009; Sparrow et al., 2003).

Observamos, portanto, que o gene ACTA1 pode estar associado a diferentes
fenotipos de MN com gravidade variando de formas graves a quadros leves. No

entanto, existem alguns achados histolégicos, como a presencga de agregados



125

de actina e bastbes intranucleares, que sdo encontrados apenas neste quadro
molecular e ainda séo preditivos de mau progndéstico. De uma forma geral, este
gene € muito conservado e variantes missense tem alta predicdo de
patogenicidade. A localizagdo da mutagao parece determinar entre fenétipos
com bastbes nemalinicos classicos e presenca de agregados filamentares de
actina e bastbes intranucleares. Mutagdes no gene ACTA71 podem resultar no
comprometimento da ligagdo entre a actina e as proteinas ligadoras de actina ou
na propria interagao actina-actina. A miopatia com agregados de actina € mais
especificamente relacionada a mutagdes localizadas nos subdominios um e trés
proximos ao acotovelamento. Enquanto que as variantes relacionadas a
formacbes de bastbes intranucleares estdo mais relacionadas a superficie de
alfa-hélix da proteina (Feng et al., 2009; Laing et al., 2009; Sparrow et al.,

2003).

Com relagao as familias com mutagcao no ACTA1, observamos uma importante
variabilidade fenotipica e histolégica, a qual € normalmente atribuida a este gene
(Feng et al., 2009). Dois pacientes apresentaram a forma tipica de MN com
bastbes subsarcolemais, um paciente apresentou bastées intranucleares e um

paciente apresentou MN com agregados proteicos de actina.

Nos pacientes com MN com bastdes subsarcolemais, 6.1 e 17.1, observamos
a forma tipica de apresentagao e quadro motor com tendéncia a estabilidade.
Foram encontrados bastdes predominantemente subsarcolemais em 100% das
fibras e discreto aumento de tecido conjuntivo no paciente 17.1 e bastbes
intracitoplasmaticos e proeminente DCTF no paciente 6.1. Ambas as variantes
encontradas ja foram descritas em pacientes com MN e fenétipo semelhante

(Castiglioni et al., 2014; Laing et al., 2009).
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Ja o paciente 12.1 apresentou um fendétipo mais grave com piora progressiva
apoés a primeira década que resultou em piora da fraqueza muscular, disturbio
ventilatério e deformidades esqueléticas graves, apresentando importante
limitagdo funcional. A biépsia muscular mostrou um padrdo distréfico com a
presenca de bastdes e de agregados intracitoplasmaticos. A variante encontrada
ja foi associada a miopatia com agregados de actina, um subtipo de actinopatia
(Sparrow et al., 2003). Similar ao paciente anterior, o paciente 13.1, que também
apresentou um fendtipo mais grave e possuia um aspecto histolégico peculiar:
bastdes intranucleares. A variante encontrada neste paciente também ja foi

descrita e associada a este fenoétipo (Sparrow et al., 2003).

Desta forma concluimos que o gene ACTA1 é um importante candidato nas
MN. O quadro clinico dos pacientes, bem como suas peculiares alteragdes
histologicas sdo diretamente relacionados a posicdo das mutagdes no gene e o
conhecimento da sua estrutura é muito importante. E ainda a presenca de
bastbes intranucleares e/ ou agregados filamentosos de actina sé&o

apresentagdes especificas deste gene e sdo valiosos marcadores prognosticos.

O gene TPM3 foi o primeiro gene a ser descrito e associado a MN, também
esta relacionado a formas dominantes da doenca, sendo responsavel por cerca
de 5% dos casos (Laing et al., 1995). Também & um importante candidato no
estudo das miopatias com DCTF (N. F. Clarke et al., 2008), que sera discutido
mais adiante. A grande maioria dos pacientes com MN com muta¢cdo no gene
TPM3 apresenta, na bidpsia muscular, um aumento da variabilidade no tipo de
fibras com presenca de bastbes apenas em fibras tipo 1 (North et al., 2014).
Estes achados histolégicos foram observados apenas em um paciente, no

entanto, ndo foi encontrada nenhuma variante nos exons estudados. Por
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dificuldades técnicas, o exon 1 nao foi sequenciado. Desta forma a variante no
gene TPM3 continua sendo considerada para este paciente e estamos

aguardando o resultado do SE.

O grupo dos pacientes com MCI representou um grande desafio neste
trabalho. A inespecificidade dos achados clinicos e histolégicos dificultou a
identificacdo de genes candidatos. Na tentativa de facilitar o estudo, dividimos
estes pacientes clinicamente em trés grupos, achados leves e inespecificos,

espinha rigida e quadro atipico, na tentativa de dirigir o estudo molecular.

No primeiro grupo, composto por 7 familias, foi realizado o sequenciamento
dos genes ACTA1 e TPM3. Nao foram encontradas variantes nestes genes para
este grupo de pacientes. Destes, quatro foram enviados para o SE. Foram
analisados os resultados dos pacientes 21.1 (variante patogénica no gene
CHRNE), 31.1 (duas variantes em heterozigose no gene TTN), e 33.1 na qual

nio foi detectada variante candidata.

As sindromes de miastenia congénita (SMC) compreendem um grupo
tradicionalmente classificado pelo sitio do defeito da transmissao neuromuscular,
podendo ser pré-sinapiticas, sinapticas e pds-sinapticas, sendo estas, as mais
frequentes (Engel et al., 1998). Os receptores de acetilcolina na jungao
neuromuscular sdo compostos por quatro subunidades com duas subunidades
alfa (CHRNA1), uma beta (CHRNB1), uma epsilon (CHRNE) e uma delta
(CHRND). O gene CHRNE codifica a subunidade épsilon e esta, assim como as
outras subunidades, € uma regido muito conservada nos mamiferos. Variantes
neste gene tendem a ser patogénicas e estdo relacionadas a um subtipo de

miastenia congénita pos-sinaptica (Kinali et al., 2008). A paciente 31.1 possui a
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variante ¢.136dupC no gene CHRNE. Ela apresentou quadro de hipomimia
facial, hipotonia neonatal, luxagéo congénita de quadril e deformidades nos pés.
Evoluiu com atraso motor e de linguagem com disfonia. Clinicamente
apresentava leve fraqueza muscular com envolvimento facial importante,
oftalmoparesia e disfonia, mas sem fatigabilidade clinica. ENMG era normal com
teste de estimulagao repetitiva normal, o que pode ocorrer nestes casos (Harper,

2004; Lorenzoni et al., 2012).

Os principais achados clinicos da SMC associada ao gene CHRNE séao
ptose, hipotonia, disfonia e disturbio da degluticdo (Lorenzoni et al., 2012)
compativeis com o fendtipo apresentado pela nossa paciente. A fraqueza
muscular pode variar de leve a grave e sintomas dindmicos como fatigabilidade
podem nao estar presentes ou serem dificeis de reconhecer. Estudos
eletrofisiolégicos podem nao ser conclusivos, mas o teste de fibra unica é util no
diagndstico e ainda nao foi realizado na paciente (Engel et al., 2015; Lorenzoni
et al.,, 2012). O tratamento é baseado no uso de drogas inibidoras da
colinesterase. O diagndstico de miastenia congénita e o seu diagndstico
diferencial com miopatia congénita representam um grande desafio para os
médicos assistentes visto que o quadro clinico destas desordens se sobrepde e
o estudo eletrofisioldgico nem sempre é confirmatorio. Reforgamos, portanto, a
importancia de um estudo molecular abrangente neste grupo de doencgas
principalmente por se tratar de um diagndstico com um tratamento capaz de

ocasionar melhoras expressivas no quadro clinico (Pavone et al., 2013).

O gene TTN possui 363 exons e codifica a proteina sarcomérica titina que é
a maior proteina humana. E composta por mais de 38.000 aminoacidos e

permanece ancorada aos pares a linha M e linha Z. Atua providenciando a maior
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parte da forca passiva e modulando a forca ativa na contracdo muscular
(Granzier et al., 1995). A proteina titina possui propriedades importantes para o
mecanismo de contragdo muscular, sendo responsavel por manter a estrutura
do sarcémero, a elasticidade muscular e ainda por proporcionar sitios de ligagao
para varias outras proteinas musculares incluindo calpaina-3, alfa-actina,
miosina, teletonina e, indiretamente, a miotilina, através de ligagdes com a alfa-

actina (Liversage et al., 2001).

Este gene possui varios sitios de splicing alternativo formando isoformas
de tamanhos variados presentes no musculo esquelético e cardiaco (Akinrinade
et al., 2015; Peled et al., 2014). Estas isoformas podem ser responsaveis pelo
envolvimento seletivo de alguns grupamentos musculares observadas em

miopatias causadas por mutagoes neste gene (Hackman, et al 2008).

Vérios fendtipos ja foram associados ao gene TTN, sendo o mais
frequente a distrofia muscular tibial, miopatia autossémica dominante descrita
inicialmente em pacientes finlandeses, que se manifesta com fraqueza e atrofia
seletiva de musculos do compartimento anterior da perna, principalmente o tibial
anterior apds a terceira década de vida (Hackman et al., 2002). Outras
titinopatias incluem: cardiomiopatia familiar isolada (Gerull et al., 2002), miopatia
hereditaria com faléncia respiratéria precoce (Palmio et al., 2014), miopatia
congénita com cardiomiopatia letal (Carmignac et al., 2007), Emery-Dreifuss

juvenil sem cardiopatia (De Cid et al., 2015).

Encontramos na nossa coorte um paciente (31.1) com duas mutagdes no
gene TTN sendo uma delas em cddon de parada e a outra frameshift com alta

predi¢cao de patogenicidade. O paciente iniciou os sintomas no periodo neonatal.
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Apresentou-se na avaliacdo com discreta limitacdo funcional, sem predominio
de envolvimento do compartimento anterior da musculatura da perna ou
cardiopatia que seriam esperados para pacientes com mutagédo neste gene. Foi
realizada RM de musculo de corpo inteiro que dentre outros achados evidenciou
um comprometimento seletivo do musculo semitendinoso na coxa, achado este
ja descrito previamente em titinopatias e considerado muito caracteristico (Yue
et al., 2015). Apesar das variantes terem alta predicdo de patogenicidade por
truncarem a proteina, concluir que elas sao de fato as responsaveis pelo quadro
clinico do paciente representou um grande desafio, pelo fato do gene ser muito
grande e possuir inumeros polimorfismos. No entanto, os achados de imagem

possibilitaram fortalecer o diagndstico.

No segundo grupo de MCI, composto por oito familias com a presencga de
espinha rigida no exame clinico, foi sequenciado o gene SEPN1. Todos os 13
exons foram estudados e nao foi detectada nenhuma variante patogénica neste
grupo de pacientes. O gene SEPN1 codifica a proteina selenoproteina que se
expressa no musculo esquelético. Os mecanismos fisiopatolégicos envolvendo
este gene ainda sao incertos, mas mutagdes sao uma causa reconhecida de
distrofia muscular congénita com espinha rigida (DMCER) (Moghadaszadeh et
al., 2001) e doenga multi-minicore (DMnC) (Ferreiro et al., 2002). Em ambos os
grupos, os pacientes compartilham um quadro predominantemente axial com
envolvimento progressivo e precoce da musculatura respiratéria e, na maioria
dos casos, espinha rigida (Lescure et al., 2009). As mutacdes ja foram descritas
ao longo de todo o gene e estdo presentes em uma grande proporcdo de
pacientes com miopatias predominantemente axiais, escoliose grave e

insuficiéncia respiratéria (Moghadaszadeh et al., 2001), e por esta razao, foi
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estudada neste grupo de pacientes. O que nos chamou atencao € que apesar
da espinha rigida, nenhum dos pacientes apresentava alteragbées compativeis
com miopatia multi-minicore frequentemente associada a este gene (N. F.
Clarke et al., 2006), trés dos pacientes apresentaram quadro histolégico de
DCTF e os demais alteragdes leves e inespecificas. Outro fato importante é que
0s pacientes apresentaram um quadro respiratorio estavel o que seria incomum

para paciente com selenopatias.

Apds o sequenciamento do gene SEPN1 néo ter sido esclarecedor, todos os
pacientes foram enviados para o SE. Ja foram analisados os resultados de cinco
destes e estamos aguardando o resultado dos trés restantes. Nestes cinco
resultados analisados foram encontradas variantes patogénicas no gene da
TPM3 em 2 pacientes (23.1 e 25.1), RYR1 em um paciente (27.1) e nao foram

encontradas variantes candidatas em dois pacientes.

As tropomiosinas sado proteinas coiled coil, ligadoras de actina que sao
responsaveis pela estabilizagdo da actina e pelas interagcbes entre actina-
miosina limitando o acesso aos sitios de ligagdo da miosina (Gunning et al.,
2005). Mutagdes no gene TPM3, podem estar relacionados a varios fendétipos,
sendo, MN (Laing et al., 1995), miopatia com cap (De Paula et al., 2009) e DCTF
(N. F. Clarke, 2008), os mais comuns. Um aspecto importante com relagéo a
estes fendtipos € a grande sobreposi¢cao de achados clinicos e histolégicos que
estes fendtipos apresentam. Atrofia e predominio de fibras tipo 1 podem ocorrer
em um amplo espectro de doengas musculares e ndo musculares, e sdo achados
frequentes nas miopatias congénitas, mas apenas quando essa diferenga é de
pelo menos 35-40% ¢é que se considera DCTF (Laing NG, Wallgren-Pettersson

C., 2009). Mutacbes no gene TPM3 séo a causa genética mais comum de DCTF,
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sendo responsavel por cerca de 30% dos casos e normalmente seguem padréao
de heranga dominante, sendo a maioria das mutacdes, de novo. Quando em
homozigose, as variantes estdo normalmente localizadas no inicio ou no término
do gene. A maior parte das mutagdes recessivas sdo nonsense ou em codon de
parada, enquanto que as dominantes sao missenses ou delec¢des que afetam o
codigo de leitura (N. F. Clarke et al., 2008). No grupo de MCI apenas quatro
pacientes apresentaram despropor¢ao de fibras importante, fibras tipo 1 mais
que 50% menores que fibras tipo 2, e nestes foram encontradas mutacdes no

gene TPM3 em dois.

Encontramos uma variante nova em homozigose na paciente 23.1 e uma
variante em heterozigose na paciente 25.1 ja descrita na literatura. A paciente
23.1 é filha unica de pais consanguineos (primos de primeiro grau) sem historia
familiar positiva para miopatia ou outras doengas neuromusculares. O fenétipo
apresentado pela paciente foi o de uma miopatia congénita, com achados faciais
proeminentes, fraqueza muscular leve e envolvimento axial moderado e bidpsia
com fibras tipo um mais que 50% menores que fibras tipo 2, compativel com
DCTF, no entanto, homozigose com os pais portadores assintomaticos é rara.

Vamos prosseguir com o estudo molecular dos pais.

Ja a paciente 25.1 apresenta um quadro tipico de DCTF. Teve manifesta¢des
neonatais leves, fenotipo longilineo, fraqueza muscular leve com proeminente
envolvimento axial e espinha rigida. Evoluiu com cifoescoliose, disturbio
ventilatorio restritivo grave e precoce na adolescéncia e necessitou de cirurgia
corretiva para cifoescoliose ainda na adolescéncia, seguido de estabilidade

clinica na segunda década de vida.
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Mutagdes no gene TPM3 sao raras e podem estar associadas a fenodtipos
com gravidade variavel. Estudos sugerem que mutagdes neste gene alteram a
interagcdo entre tropomiosina e F-actina (Marttila et al., 2014). Modelos
moleculares predizem que a posigdo Arg168 (envolvida na paciente 25.1 e
préxima a variante encontrada na paciente 23.1) esta posicionada proximo a uma
regido hidrofébica ligadora de F-actina, entdo acredita-se que a troca de arginina
pela histidina, como o que ocorreu com a paciente 25.1, altere a carga no
dominio alfa-hélice comprometendo a formagao de pontes com aminoacidos

polarizados na hélice F-actina (N. F. Clarke, 2008; Durling et al., 2002).

O ultimo grupo de pacientes, composto por 6 familias, continha apenas
quadros  atipicos como  envolvimento  oculofacial, deformidades
osteoesqueléticas e pronunciado envolvimento distal. Nestes pacientes
encontramos duas variantes em heterozigose no gene RYR1 na paciente 28.1 e

variantes missense no exon 34 do gene MYH7 em trés familias.

Até recentemente, o gene MYH7 era considerado uma causa incomum de
miopatia. Descobertas recentes o apontaram como uma importante causa de
miopatia com achados inespecificos na bidpsia muscular. Fato este que foi

observado na nossa coorte.

Este gene codifica a cadeia beta pesada da miosina lenta, proteina
importante no mecanismo de contracdo muscular expressa em fibras musculares
esqueléticas e cardiacas (Jaenicke et al., 1990). Os mecanismos patogénicos
que levam a miopatia ainda ndo s&o conhecidos mas sugere-se que mutacdes
no rod domain alterem o sitio de ligacdo desta proteina e muta¢cdes no dominio

globular alterem a sua estabilidade (Meredith et al., 2004). A miosina muscular
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€ uma proteina altamente conservada, forma um arranjo hexamérico composto
por duas subunidades de cadeia pesada de miosina e dois pares de subunidades
leves nao idénticas. Esta estrutura polarizada é necessaria para o seu
funcionamento, portanto, a maioria das mutagbes missenses sao patogénicas

(Muelas et al., 2010).

Mutacbes neste gene estdo associadas a varios fendtipos dentre eles
cardiomiopatia isolada (Witjas-Paalberends et al., 2013), miopatia distal de
Laing (Meredith et al., 2004), miopatia com acumulo de miosina (Tajsharghi et
al., 2007), miopatia com cores (Romero et al., 2014) miopatia com corpos
serpentiformes e alteragées miofibrilares (Tasca et al., 2012) e desproporgao

congénita de tipo de fibras (DeChene et al., 1993).

Os pacientes, nos quais encontramos mutagao no gene MYH7, possuem
quadro clinico compativel com miopatia distal de Laing (MDL), no entanto com
um pronunciado e precoce envolvimento axial. Quando sentados adquirem uma
postura compensatoria com desvio anterior da cabeca o que os deixa com uma
postura em "esfinge”. MDL € uma miopatia autossémica dominante que pode ter
inicio congénito ou na idade adulta. A principal apresentagao clinica é composta
por fraqueza nos musculos tibial anterior, extensores longos dos dedos seguido
pelos flexores do pescogo, extensores dos dedos das méaos e fraqueza facial.
Os pacientes 38.1, 39.1 e 40.1 n&o apresentaram atraso dos marcos motores,
mas tiveram inicio da fraqueza muscular em musculatura cervical e distal ja
relatada nos primeiros dois anos de vida. Evoluiram com acometimento da
musculatura paravertebral adotando uma marcha e exame clinico
caracteristicos. Todos possuiam fraqueza cervical, triceps mais acometido que

o biceps, extensores do punho e dos dedos mais acometidos que os flexores e
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comprometimento de musculatura anterior da perna. Este padrdo pode ser
confirmado pelo exame de imagem (RM), ao qual foram submetidos. Um outro
aspecto que chamou a atencao € o padrao de acometimento da musculatura
afetada na imagem. Observamos um sinal anormal central nos musculos
acometidos, principalmente no séleo, com relativa preservagao da periferia. Este
sinal fica mais evidente com a progressao da doenga e nao foi descrito em
nenhuma outra miopatia. Histologicamente €& caracterizada por achados
inespecificos, sendo os mais frequentes: 0 aumento da variabilidade no tamanho
das fibras com atrofia de fibras tipo 1 e multi-minicores como foi detectado no
paciente 38.1 e na paciente 40.1. Predominio de fibras tipo 2, encontrado no
pacientes 39.1, também ja foi associada a mutagdes neste gene (N. F. Clarke et

al., 2013).

O paciente 39.2 é pai do paciente 39.1 e possui um quadro leve de
fraqueza muscular com quedas frequentes desde infancia. Detectamos através
de sequenciamento Sanger um padrdo em mosaico da mutagdo. Atribuimos,
portanto, o fato do seu quadro clinico ter sido mais brando ao préprio
mosaicismo. Outro fator de destaque foi a assimetria de acometimento muscular
visualizada pelo exame de imagem, provavelmente também causada pelo

mosaicismo.

O gene MYH7 é também um importante candidato a cardiopatia
hereditaria, no entanto, variantes associadas a doenga cardiaca se localizam no
dominio proximal do gene, o que explica fungéo cardiaca normal nos pacientes

com miopatia de Laing.
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O gene RYR1 codifica o receptor do canal da rianodina que é um canal
de sddio no reticulo sarcoplasmatico. A cada vez que um potencial de acao
muscular se propaga ao longo do sarcolema para dentro do tubulo transverso, o
canal voltagem dependente (receptor de dihidropiridina — DHPR) é ativado e se
abre. Essa mudanga conformacional € transmitida ao receptor do canal da
rianodina que também se abre em resposta, resultando em liberagao de calcio
que por sua vez leva a contragao muscular. Alteragdes nestes receptores sao
responsaveis por mudangas funcionais na regulagéo de entrada e saida de calcio

comprometendo a contragdo muscular.

Mutagbes no gene RYR1 sado classicamente associadas a miopatia
central-cores de transmissdao dominante, fraqueza de inicio tardio na infancia,
rabdomidlise e sindrome de hipertermia maligna. Estudos recentes mostraram
que mutacdes recessivas e algumas dominantes podem resultar em quadros
mais graves associados a miopatia multi-minicores, miopatia centronuclear,

DCTF e distrofia muscular congénita (Romero et al., 2003).

Foram detectadas mutagbes em heterozigose composta neste gene em
dois pacientes da coorte. Uma delas (28.1) apresentou atraso dos marcos
motores com envolvimento facial caracterizado por ptose palpebral sem
oftalmoparesia, palato ogival e paresia facial bilateral e simétrica. Esta evoluindo
com ganhos motores, bom desempenho escolar e discretas limitagcdes
funcionais. Apresenta na biopsia um padrao miopatico com falhas focais na
atividade oxidativa compativel com o gene RYR1. Ja o paciente 27.1 apresentou
um quadro com envolvimento predominantemente axial com espinha rigida e
disturbio ventilatério grave e precoce. Na bidpsia realizada aos 24 anos foi

visualizado discreto aumento do tecido conjuntivo, leve aumento da variabilidade
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do tamanho das fibras e falhas de atividade oxidativa compativel com formacdes

core-like, compativel com o diagndstico molecular.

A variabilidade fenotipica encontrada nos dois pacientes reflete a descrita
na literatura, o que reforgca a importancia do seu estudo em miopatias em que
encontramos cores, minicores ou formacodes core-like, independente do fenétipo

clinico apresentado.

Apesar das variantes encontradas nao terem sido previamente
associadas a sindrome de hipertermia maligna, optamos por sempre orientar os
pacientes quanto aos cuidados preventivos para a sindrome, evitando o uso de
drogas anestésicas halogenadas e bloqueadores neuromusculares tipo

succinilcolina.

Cinco familias da coorte de MN e MCI permaneceram sem gene candidato
mesmo apos a analise do SE, sendo duas familias com MN e trés com MCI. Para
estes pacientes reforcamos a necessidade de repetidas analises no estudo dos
casos. Além de falhas técnicas na analise e na desatualizagao de bancos de
dados, ressaltamos a existéncia de novos genes a serem implicados nas
miopatias congénitas o que mostra a importancia em se manter o estudo nos

casos nao concluidos.
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CONCLUSAO

. Os aspectos fenotipicos dos pacientes com MN refletem o descrito na

literatura. A maioria dos pacientes manifestaram um quadro clinico de
predominio axial com comprometimento respiratério precoce.
Intercorréncias neonatais foram comumente apresentadas nos dois
grupos de miopatias avaliados, sendo as principais: hipotonia neonatal,
dificuldade para sugar e engolir, e comprometimento respiratorio.

O grupo de MN apresentou um numero maior de pacientes que
necessitaram de cuidados intensivos e também um maior tempo de
internacdo quando comparado ao grupo de MCI.

Atraso dos marcos motores foi observado na maioria dos pacientes, mas
o atraso do sustento cefalico foi mais marcante nos pacientes com MN.
Mutacdes em heterozigose composta no gene NEB foram frequentes em
pacientes com MN, em especial naqueles com a forma tipica de
apresentacao e com envolvimento do compartimento anterior da perna.
Mutacbes no gene ACTA1 foram frequentes em pacientes com MN, em
especial nas formas dominantes, manifestando-se com grande
variabilidade clinica.

Na MN, a presenca de bastdes intranucleares e agregados de actina
sugerem mutagéo no gene ACTAT.

Nas miopatias congénitas com alteragcdes leves e inespecificas, ha
grande variabilidade clinica e genética.

O gene da TPMS3 foi o principal candidato nas miopatias congénitas com

a presencga de desproporgado congénita de fibras de mais que 50% (fibras
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do tipo 2 pelo menos 50% maiores que fibras do tipo 1). Mutagdes na
TPM3 néao foram frequentes na MN.

10.0 gene da RYR1 é um importante candidato nas miopatias com
alteragdes minimas, em especial naqueles com falhas focais da atividade
oxidativa proeminentes na biopsia muscular.

11.0 gene MYH7 é um candidato importante nas miopatias com alteragdes
minimas, em especial naqueles pacientes com proeminente envolvimento
distal e axial.

12.0 uso de exames de imagem muscular pode auxiliar na interpretagéo de
variantes encontradas no estudo genético, como observado no paciente
com mutagao no gene da TTN que tinha o caracteristico envolvimento do
musculo semimembranoso no exame de RM.

13.Técnicas de sequenciamento de nova geragao, incluindo painéis de
genes e exoma, sdo excelentes métodos para investigagao de miopatias
congénitas, devido ao grande numero de genes envolvidos na doenca e
a anadlise dispendiosa de muitos destes genes através de métodos
convencionais. No entanto, o exame nao é capaz de diagnosticar todos

OS Casos.
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9. ANEXO: FICHA DE ATENDIMENTO PADRAO DO AMBULATORIO DE

DOENCAS NEUROMUSCULARES FMUSP

AMBULATORIO DE DOENGAS NEUROMUSCULARES
DISCIPLINA DE NEUROLOGIA INFANTIL (HC-FMUSP)

1) IDENTIFICAGAO: Data:

Nome:

Prontuario:

DN:

Idade: Sexo-M[ ] F[]

Procedéncia: Escolaridade:

Mae:

Pai:

Telefone:

E-mail:

2) QUEIXA PRINCIPAL:

Idade de inicio dos sintomas:

Primeiros sintomas:

3) HISTORIA CLINICA:

2) PERI-NATAL E DESENVOLVIMENTO:

Pré-Natal: [ | Sim  Consultas: [ ] Nao

a) Intercorréncias gestacionais: [| polidramnio [ ] DPP [] pré-eclampsia [ ]
tabagismo [_] etilismo

b) Uso de medicagdes:

c) Mov. fetais: [] normal [] reduzido

d) Idade gestacional: [ ] <35 sem [_]| 35-37 sem [_] 38-41 sem [_] >41 sem.

e) Parto Normal [ ] Parto Ceséarea [ ] Alta hospitalar (dias):

f) Peso: Altura: PC: Apgar: Tmin/ 5min

g) Andxia perinatal: [ ] ausente [_] presente [_]| néo sabe

h) Choro apds nascimento: [_] presente [ ] ausente [ | ndo sabe

Succdo: [ ] presente [ ]| ausente
Necessidade de terapia intensiva: [_] ndo, [ | <48hs, [ | 48hs-1sem, [ | > 1 sem
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k) Complicagdes neonatais (hipotonia, dificuldade alimentar, deslocamento de
quadril, torcicolo, micro-oftalmia, retracbes, microcefalia ou macrocefalia,
reanimacao, oxigenioterapia , convulsodes, ictericia, hipoglicemia, infec¢des, ma
formacoes, outras):

DNPM:

a) Sustento da cabecga:
b) Mobilidade ativa dos membros: [_] normal [_] reduzida
c) Lactente hipoténico: [ ] Sim  [] Nao

d) Sentar com apoio: sem apoio: Engatinhar:

e) Ficar em pé com apoio: sem apoio:

f) Andar com apoio: sem apoio:

g) Lalagéao: Primeiras palavras: Frases gramaticais:
h) Controle esfincteriano noturno:

i) DNPM atual:

j) Denver

3) HISTORIA PATOLOGICA PREGRESSA:

a) Infecgdes / Doencas cronicas / Internagdes / Cirurgias / Traqueostomia

4) INTERROGATORIO CLINICO GERAL:

a) SNC (anomalias congénitas / convulsdes-tipo / queixas intelectuais e
comportamentais, cefaléia, coréia, distonia, espsticidade, trasntorno déficit de
atencao, QI<70, disturbio comportamento)

b) Cardiovascular (dispneia / ortopnéia / palpitagbes / sincope / tosse / cardiopatia
congestiva / arritmia cardiaca / miocardiopatia)

¢) Pulmonar:
BIPAP? Sim[] néo []

Somente durante infeccdes [ ] Somente & noite [ ] >16h/dia []
Idade de inicio

Ventilacdo mecanica? Sim[] ndo []

Quantas hs/dia?
Infeccdo respiratéria de repeticdo? Sim [] nado[]

d) Fonoaudiolégico (disfagia / disfonia / lentiddo mastigatoria, perda auditiva)

e) Oftalmoloégico (glaucoma / catarata / retinite / / atrofia 6ptica / oftalmoparesia /
miopia / hipermetropia / astigmatismo / estrabismo / catarata / diplopia)

f) Distarbios do sono (insénia / pesadelos / despertares noturnos / roncos /
sonoléncia diurna)

g) Gastrointestinal (aspiragdo, hipersalivagdo, dificuldade alimentar, obstipagao,
hepatopatia)

h) Pele: (estrias, eczema, hiperqueratose folicular, ictiose, queléide)

i) Endécrinolégico: (diabetes, hiper/hipotireodismo, atraso puberal, baixa estatura)

j) Outros (queixas genito-urinarias / menstruagao / hérnias abdominais)
5) HISTORIA FAMILIAR

a) Consanguinidade: [ ]Sim Parentesco: [ ] Nao
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b) Doengas Familiares:
c) Outros acometidos na familia:

EXAME FiSICO
Geral: Peso: Altura: PC: (p )

Pulmonar (dispnéia, recrutamento mm acessoria, retragdes costais, diafragmatica):
Cardiovascular: PA= FC= ritmo=
Outros (hepatomegalia, esplenomegalia, gastrostomia):

Fascies e cranio-facial (fascies alongada / micrognatia / ma-oclusao dentaria / palato
ogival / assimetria facial / ptose / boca em carpa / aspecto triangular do terco inferior da
face / limitagdo ou excesso de abertura bucal / macroglossia / disfungdo da ATM, baixa
implantacao orelha)

Alteracoes cutineas:

Linguagem (<4anos) (normal, repete sons, balbucia, atraso na linguagem)
Linguagem (ja adquiriu fala) (nasal, escassa, disartria, apraxica)

Exame Neurolégico:

a) Cognitivo: [ ] normal [_] DM leve / moderado [ ] DM grave

b) Equilibrio estatico:
c) Equilibrio dindmico:

Marcha (lordética, ataxica, espastica, pé caido)

Nos calcanhares: Nas pontas dos pés:

d) For¢a muscular:

Manobra beira do leito:

Tempo do Gowers:

Sustento cefalico (normal, fraqueza discreta, fraqueza grave e requer suporte)

d) ROT (patelar, aquileu, biciptal, triciptal, estiloradial):

e) Ténus: normal [] reduzido [ ] aumentado []

g) Trofismo muscular (pseudohipertrofia / distribuicdo da hipotrofia / assimetria de
grupos musculares):

h) Movimentos involuntarios:
i) Coordenacao axial:
j) Coordenacgao apendicular:

k) Sensibilidade superficial:



I) Sensibilidade profunda:

m) Nervos cranianos:

n) Deformidades:
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Coluna vertebral (cifose / escoliose em S / lordose / cirurgia prévia / espinha rigida)

Membros (m&os em garra / equinovarus-valgo / pé chato-cavo / deformidades dos

dedos / hiperextensibilidade)

Contraturas/retragées/anquiloses (ombros, pescogo, dedos, tornozelos, quadril, pés,

punho e joelhos)

Térax (pectus excavatum-carinatun / em barril / abaulamentos e afundamentos / térax

em sino)

FORCA MUSCULAR (MRC)

MRC

D

Flexores do pescogo

MRC

Extensores do pescoco

Auséncia de contragdo muscular

Flexores do tronco

Contragdo muscular (sem movimento)

Extensores do tronco

Movimento que n&o vence gravidade

Abducgao do ombro

Movimento que vence a gravidade

Aducéo do ombro

Movimento que vence alguma resisténcia

Flexores do ombro

Forgca normal

Extensores do ombro

Flexores do cotovelo

Extensores do cotovelo

Extensores do punho

Flexores do punho

Extensao dos dedos

Flexores do quadril

Extensores do quadril

Abdutores do quadril
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Adutores do quadril 0 0
Flexores do joelho 0 0
Extensores do joelho 0 0
Dorsoflexdao do pé 0 0
Flexdo plantar do pé 0 0
Eversores do pé 0 0
Inversores do pé 0 0

Avaliagcao da fungao motora

Fun¢ao motora

@
3

Z
an
o

1.

Eleva a cabega quando deitado (supino e pronado)

2,

Sustenta a cabega quando sentado

. Rola de tras para frente

. Rola de frente para tras

. Senta com suporte

. Senta quando posicionada, sem suporte

. Assume a posigdo sentada sem ajuda

. Tenta engatinhar, arrasta o bumbum

9.

Posiciona-se para engatinhar

10

. Engatinha

11.

Tenta ficar de pé (pull to stand)

12.

Fica de pé quando posicionado, com ajuda

13.

Fica de pé com orteses

14.

Fica em pé sem orteses

15.

Anda com orteses

16.

Anda com ajuda

17.

Anda independentemente

Od0do0dgododgooonooodgogd

oo gddobofodggoooogogd




18.

Sobe escadas engatinhando

19.

Sobe escadas apoiando-se no corrimao

20.

Sobe escadas sem apoio ou ajuda

21.

Desce escadas engatinhando

22.

Desce escadas com ajuda do corrimao

23.

Desce sem apoio

24.

Eleva o brago/méao direito acima da cabeca

25.

Eleva o brago/méo esquerdo acima da cabeca

26.

Flete antebracgo direito

27.

Flete antebraco esquerdo

28.

Faz extensao do punho esquerdo

29.

Faz extensao do punho direito

30.

Faz flexdo do punho esquerdo

31.

Faz flexdo do punho direito

O O000dododdodogn

OO0 040d4dogogoodgdgddgod

EXAMES SUBSIDIARIOS

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

CPK: Data do exame:
Aldolase:

TGO: TGP:

Outros:

Eletrocardiograma:

Ecocardiografia com doppler:

Holter:

Prova de Fun¢ao Pulmonar:

Polissonografia:

10) Eletroencefalografia:

11) TC cranio / RM encéfalo:

12) Teste neuropsicoldgico:

13) R-X (coluna vertebral, térax e bacia):

14) Oftalmolégico (Fundo de olho/ lampada de fenda):
15) ENMG:

16) Bidpsia muscular:

Numero:

17) DNA: [ ] extraido [ ] ndo extraido

18) Tratamento fisioterapico em curso:

Data:
Data:
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19) Hipoteses disgnosticas:

20) programacgao
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