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RESUMO

Caldas VM. Avaliacao eletrofisiologica da juncdo neuromuscular em pacientes
com miastenia congénita, miopatia congénita estrutural e miopatia mitocondrial:
analise quantitativa [tese]. Sado Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo; 2022.

Este estudo foi planejado para avaliar a sensibilidade, especificidade e acuracia
dos parametros do jitter combinados com Estimulacdo Repetitiva (ER) em
pacientes com Sindrome Miasténica Congénita (SMC), Oftalmoparesia Externa
Progressiva Cronica (OEPC) e Miopatias Estruturais Congénitas (MCE). Jitter foi
obtido por Eletrodo de Agulha Concéntrica (EAC), durante ativacao voluntaria do
musculo Orbicularis Oculi em 21 pacientes com SMC, 20 pacientes com OEPC,
18 pacientes com MCE e 14 pacientes controles saudaveis. ER (3Hz) foi
realizada em seis diferentes musculos (Abductor Digiti Minimi, Tibialis Anterior,
Trapezius, Deltoideus, Nasalis e OO). ER demonstrou-se alterada em 90,5% dos
pacientes com SMC e em apenas 1 paciente fora desse grupo (um paciente com
MCE). Jitter foi anormal em 95,2% dos pacientes com SMC, 20% dos pacientes
com OEPC e 11,1% dos pacientes com MCE. Nenhum paciente com OEPC ou
CME apresentou jitter médio superior a 53.6 ps ou mais de 30% de pares com
jitter individual anormal (> 45 us). Nenhum paciente com OEPC ou MCE com
jitter alterado apresentou anormalidades concomitantes na ER. Fica
demonstrado que a ER e avaliacdo do Jitter sdo técnicas valiosas para estudo
de anormalidades da juncdo neuromuscular em pacientes com SMC. Valores de
jitter superiores a 53.6 us ou a presenca de mais de 30% de pares com jitter
individual anormal (> 45 us) sugerem o diagnéstico de uma doenca primaria da
juncdo neuromuscular na nossa amostra, favorecendo o diagnéstico de SMC.

Descritores: Sindromes miasténicas congénitas; Oftalmoparesia externa
progressiva cronica; Miopatias congénitas estruturais; Eletromiografia.



ABSTRACT

Caldas VM. Electrophysiological study of neuromuscular junction in congenital
myasthenic syndromes, congenital myopathies, and chronic progressive external
ophthalmoplegia [thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo”; 2022.

This study was designed to analyze the sensitivity, specificity, and accuracy of
jitter parameters combined with repetitive nerve stimulation (RNS) in congenital
myasthenic syndrome (CMS), chronic progressive external ophthalmoplegia
(CPEO), and congenital myopathies (CM). Jitter was obtained with a concentric
needle electrode during voluntary activation of the Orbicularis Oculi muscle in
CMS (n=21), CPEO (n=20), and CM (n=18) patients and in controls (n=14). RNS
(3Hz) was performed in six different muscles for all patients (Abductor Digiti
Minimi, Tibialis Anterior, upper Trapezius, Deltoideus, Orbicularis Oculi (OO), and
Nasalis). RNS was abnormal in 90.5% of CMS patients and in only one CM
patient. Jitter was abnormal in 95.2% of CMS, 20% of CPEO, and 11.1% of CM
patients. No patient with CPEO or CM presented a mean jitter higher than 53.6
ps or more than 30% abnormal individual jitter (> 45 ps). No patient with CPEO
or CM and mild abnormal jitter values presented an abnormal decrement. Jitter
and RNS assessment are valuable tools for diagnosing neuromuscular
transmission abnormalities in CMS patients. A mean jitter value above 53.6 us or
the presence of more than 30% abnormal individual jitter (> 45 us) strongly
suggests CMS compared with CPEO and CM.

Descriptors: Congenital myasthenic syndrome; Chronic progressive external
ophthalmoplegia; Myopathies structural, congenital; Electromyography.



1. Introducéo

A Juncdo Neuromuscular (JNM) é a estrutura da unidade motora que
envolve o botdo sinaptico do axénio terminal com suas vesiculas de acetilcolina,
a placa motora e os receptores de acetilcolina na membrana pos-sinaptica (1). A
liberacdo da acetilcolina para fenda sinaptica permite a ligacdo com receptores
nicotinicos de acetilcolina na membrana pés-sinaptica, cuja consequéncia final
€ a producdo de um potencial de acdo de placa terminal. Esse fenbmeno, por
sua vez, abre um grande numero de canais de sodio sensiveis a voltagem no
terminal pds-juncional. Como resultado, potenciais de acdo sdo gerados e
propagados ao longo da fibra muscular causando contracdo muscular (2). A
relacdo entre a amplitude do potencial de placa terminal e o limiar para
desencadear esse potencial de acéo € denominado fator de seguranca da juncao
neuromuscular e quando esse fator de seguranca esta reduzido (por defeitos em
qualquer regido da JNM), o potencial de acdo tem menor probabilidade de ser

deflagrado e h& fraqueza muscular clinica (3).

As sindromes miasténicas sdo doencas que comprometem o fator de
seguranca da JNM, causando fraqueza muscular, que em geral se manifesta
com flutuacdo de sintomas (3). Essas sindromes podem ser classificadas em
pré-sinapticas (defeito da liberacdo da acetilcolina pelo axénio terminal),
sinpticas (defeito na metabolizacdo e receptacdo de acetilcolina na fenda
singptica) ou pods-sinapticas (defeito na interacdo da acetilcolina com a

membrana pos-sinaptica na superficie do masculo) (4, 5).



De modo geral, clinicamente manifestam-se como fraqueza muscular
flutuante, podendo acometer apenas a musculatura ocular (formas oculares)
com sintomas de quebra palpebral, diplopia e oftalmoparesia, ou podem
apresentar sintomas de fraqueza muscular mais difusos (formas generalizadas),
tais quais fragueza nos membros, disartria, disfonia ou mesmo insuficiéncia

respiratOria em casos mais graves (6).

A Miastenia Gravis (MG), apesar de ser considerada uma doenca rara, € 0
exemplo mais comum de doenca da JNM, sendo classificada com uma sindrome
miasténica pos-sinaptica (7). Trata-se de doenca de origem autoimune causada
pela producéo auto- anticorpos contra os receptores e estruturas da JNM, sendo
o mais frequente o anticorpo anti-receptor de acetilcolina (8). Seu diagndstico
pode ser confirmado com alta especificidade por meio da dosagem desses auto-
anticorpos especificos no sangue (9), mas tais exames possuem uma
sensibilidade média de apenas 55% para as formas oculares e 80% nas formas
generalizadas (10). Além disso, estima-se até 20% de todos os pacientes com
MG e 50% dos pacientes com a forma ocular pura sejam soronegativos, com

necessidade de métodos complementares de diagnéstico (11).

Vale ressaltar que muitas outras doencas também afetam a JNM, tanto em
sua por¢ao pré-sinaptica, como o botulismo e a sindrome paraneoplasica de
Lambert-Eaton (12), com em todas as suas demais por¢cdes, como as sindromes
miasténicas congénitas (SMC), aumentando ainda mais a complexidade do

diagnostico diferencial das doengas da JNM.

Geralmente, em um cenario de pacientes com MG soronegativos,

especialmente se refratarios ao tratamento convencional, deve-se pensar na



possibilidade de uma SMC. A presenca de historia familiar e de inicio de
sintomas precoce (antes dos dois anos de idade) sédo outros critérios de alarme

para este diagnostico, que deve ser considerado no contexto adequado (13).

As SMC representam formas genéticas e ainda mais raras de doenca da
JNM (4), com estimativas de prevaléncia na casa de 9 caso por milhdo de
habitantes (14), mas com uma variacdo de fenétipos maior que a propria MG e
com inicio de sintomas que varia desde neonatos a adultos. Os pacientes tem
uma variada gama de manifestacdes clinicas, que vao desde fadiga leve a
fraqueza incapacitante, geralmente com flutuacdo de sintomas, que podem
afetar a musculatura extraocular, facial, bulbar, axial, respiratéria ou apendicular,
e muitas vezes ndo podem ser distinguidos clinicamente de pacientes com MG,

salvo por meio de exames complementares (4, 15-18).

Sua maior diferenca em relacdo a MG, além da auséncia de anticorpos
circulantes, é a refratariedade ao tratamento medicamentoso imunossupressor,
mas seu comportamento neurofisiolégico € muitas vezes idéntico (14). Nao é
incomum, portanto, que um paciente com SMC permanega anos com
diagndstico errdneo de MG. Sua confirmacao diagnéstica deve ser feita por meio
de testes genéticos que identifiquem sua mutacdo patolégica como painéis

genéticos ou sequenciamento completo do exoma humano (19).

Assim, uma forma simples de classificar as SMC € pela mutacéo e o defeito
que ela causa na JNM. Por este motivo, as SMC se dividem formas pré-
sinapticas, sinapticas, pos-sinapticas e por defeitos em proteinas de glicosilacéo.
Os genes causadores mais comuns sdo CHRNE (pés sinaptica), RAPSN (pos

sinaptica), DOK-7 (p6s sinaptica), CHAT (pré-sinaptica), COLQ (sinaptica) e



GFPT1 (defeito de glicosicéo), ainda que pelo menos 32 genes tenham sido

descritos (4, 14, 19).

Vale ressaltar que maioria dos pacientes com SMC responde seletivamente
a algum tratamento medicamentoso, como inibidores da acetilcolina-esterase,
3,4-diaminopiridina, salbutamol, albuterol, efedrina, fluoxetina ou atracurio, por

isso seu diagndstico etiologico especifico € muito importante (4).

Devido a essa ampla variabilidade clinica e genética, o diagnéstico de SMC
€ um desafio (15, 17, 20, 21). Nao bastasse a dificuldade de distinguir entre SMC
e MG, pode ser desafiador diferenciar as SMC de outras doencas
neuromusculares ndo relacionadas a transtornos da JNM, como miopatias
congénitas estruturais (MCE) e miopatias mitocondriais (MM), especialmente
oftalmoplegia externa progressiva cronica (OEPC), pois os fendtipos podem se

sobrepor (5, 22, 23).

Tanto na MG quanto nas SMC, uma técnica complementar para o seu
diagndstico € demonstrar neurofisiologicamente o defeito no fator de seguranca
da JNM por meio da observacdo de decremento nos potenciais de acdo
musculares obtidos por meio de estimulos neurais repetitivos a 2-3Hz (24). Em
geral, ndo se espera que em casos de OEPC ou MCE, esse teste se apresente
anormal, demonstrando boa especificidade para identificar doencas da JNM
(25). A maior questdo é que este tradicional teste neurofisioldgico, apesar de
mais especifico, ndo tem uma sensibilidade muito elevada na literatura, podendo

ser normal em muitos casos de SMC ou MG (26).

Na técnica de Estimulacdo Repetitiva (ER), considera-se anormal uma

resposta decremental superior a 10% na amplitude base-pico do potencial de



acao muscular composto entre o primeiro e 0 quarto potencial obtido (25). A
Figura 1 demonstra um exemplo de resposta decremental anormal no quarto

potencial.

SMC=Sindromes miasténicas congénitas

Figura 1 — Teste de estimulo repetitivo a 3Hz em paciente com SMC revelou
decremento superior a 10% entre o quarto e quinto potencial

Para um adequado preparo técnico, o paciente deve estar em repouso, com
o membro testado aquecido e imobilizado e medicacdes sintomaticas como os
anticolinesterasicos (piridostigmina) devem ser suspensos 24-36h antes da
avaliacao para evitar falsos-negativos, e uma ampla amostra de masculos deve
ser incluida, especialmente os musculos proximais da cintura escapular, como o

Deltoideus e Trapezius (27).

Como mencionado acima, a ER é um teste, que apesar de ser
relativamente especifico, possui uma sensibilidade baixa para diagnostico de
MG, variando de 10% a 42% pacientes com sintomas oculares puros (28, 29) até

85% para pacientes com sintomas generalizadas(29). Em pacientes com SMC,



a sensibilidade da ER pode variar de 65% a 88% nas principais séries descritas
(30-32). Assim, pela literatura, ndo € possivel se limitar a técnica de ER para o

diagnéstico de uma doenca da JNM.

Entretanto, mesmo quando essa técnica € negativa, ainda ha a
possibilidade de realizar o diagndstico neurofisiologico de distarbio da JNM por
meio de um outro método complementar, conhecido como eletromiografia de

fibra anica (EMGFU) (28, 33, 34).

Ha varios trabalhos confirmando alta sensibilidade (>97%) da EMGFU para
o diagnostico de MG (26), ainda que as custas de uma especificidade geralmente
menor, que varia de 73 a 92% (35). Esses valores de especificidade podem, no
entanto, chegar até 100% a depender do ponto de corte utilizado, mostrando que

a técnica tem grande capacidade diagnéstica na MG (36).

Em pacientes com SMC, a sensibilidade da EMGFU também ¢é alta na
literatura, podendo variar de 85% a 93%, dependendo do perfil genotipico (26,
32, 37). Trata-se, portanto, do exame neurofisiologico de maior sensibilidade
para detectar alteracbes da JNM (26, 38). Um exame normal, em paciente com
fraqueza muscular no muasculo analisado, fala contra a suspeita clinica de

sindrome miasténica (39).

Sabe-se também que a EMGFU, originalmente, era método que dependia
do uso de agulhas especificas e necessidade de reesterilizacdo, conhecido com
eletrodo de fibra Unica (EFU) (33). Frente a necessidade de uso de métodos
alternativos, nos ultimos anos, multiplos trabalhos colaborativos nacionais e

internacionais validaram a técnica com uso de uma agulha mais acessivel e



descartavel, conhecida como eletrodo de agulha concéntrica (EAC), cuja area

de captacéo (0,019 a 0,03mm?2) é maior que o EFU tradicional (34, 40).

Como a éarea registrada pelo EAC é 38 vezes maior, 0s picos registrados
geralmente vém de multiplas fibras musculares, produzindo potenciais somados
(41). A estes potenciais obtidos com o EAC chamamos de potenciais aparentes

de fibra Unica (PAFMIs) (42).

Desde sua inclusédo na pratica clinica, novos valores de referéncia foram
estabelecidos para EAC (42, 43). Inumeros trabalhos mostraram que a
sensibilidade e especificidade do jitter obtidos utilizando EAC para doencas da

JNM sédo semelhantes as obtidas utilizando EFU (35, 36, 42-45).

A padronizacdo dos aspectos técnicos para uso do EAC permitiu a
definicdo de valores de referéncia para variados musculos (42). Isso permitiu
maior reprodutibilidade dos dados, fundamental para método considerado
operador-dependente. A essa variante técnica vamos chamar de
eletroneuromiografia de fibra Gnica com uso de eletrodo de agulha concéntrica

(EMGFU-AC).

Existem duas formas de realizar a EMGFU-AC, seja por estimulacdo
muscular elétrica (técnica de estimulacdo axonal) ou por contracdo muscular
voluntaria (técnica voluntéria) (46). Varios estudos jA compararam as duas
técnicas em muasculos normais (39, 43, 46), que tem pros e contras entre si, mas

gue de modo geral séo equivalentes.

Para o estudo em questéo, decidimos padronizar a técnica voluntaria para
todos os pacientes, por ser aquela de maior experiéncia em nosso servi¢co. Vale

ressaltar que dado que a SMC € uma doenca rara, encontramos poucos estudos



com grandes coortes investigando parametros do jitter nessa condi¢cdo, nenhum
utilizando EAC (18, 20, 32). E os poucos trabalhos que encontramos usaram

técnicas de estimulacdo axonal e néo voluntéria (18, 20, 30, 32, 37, 47, 48).

Na técnica de contracdo muscular voluntaria da EMGFU-AC, apés a
insercao do eletrodo no musculo estudado, ha necessidade de cooperacdo do
paciente, que precisa manter uma contracao voluntaria leve e sustentada por
alguns segundos a minutos. Alguns musculos podem ser utilizados para essa
finalidade, sendo mais estudados os musculos Orbicularis Oculi, Frontalis,
Masseter, Extensor Digitorum (49). Dentre esses musculos, damos preferéncia
ao Orbicularis Oculi na nossa pratica diaria no ambulatério de
eletroneuromiografia (ENMG) do Hospital das Clinicas da Universidade de Séo

Paulo (HCFMUSP-SP).

Uma vez dentro do musculo, sdo realizados pequenos reposicionamentos
na agulha (3-4 insercdes) para a melhor identificacdo dos PAFMIs, que devem
ser selecionados por meio de critérios bem definidos de qualidade (50). Pelo

menos dois pares de PAFMIs devem ser selecionados por amostra.

PAFMIs com amplitude >50uV, com picos bem definidos, tempo de
ascencao (rise time) <300us e morfologias constantes em sucessivos tracados
podem ser analisados como normais ou alterados, sendo incluidos na amostra
(34). PAFMIs encavalados, com intervalo interpicos curtos ou muito longos,
amplitudes <50uV ou morfologias irregulares devem ser excluidos da analise

(42).

Uma vez marcados os PAFMIs, é possivel calcular a variagdo dos

intervalos inter-potenciais de acao de duas ou mais fibras musculares da mesma



unidade motora, que € quantificada de forma digital por meio da medida
conhecida por MCD (mean consecutive difference), aferida em ps. Quando o
MCD esta aumentado, isso equivale dizer que o paciente tem um jitter
aumentado, ou seja, que ha uma variabilidade anormal no tempo de
despolarizacdo de duas fibras de uma mesma unidade motora, e isso
individualmente € um achado de alta sensibilidade para o comprometimento da

INM (51).

O MCD tem seu valor maximo normal padronizado para cada muasculo e
valores de referéncia para os musculos frontal e orbicular dos olhos foram
validados e publicados recentemente em grande estudo colaborativo
internacional (42). O MCD é anormal no musculo Orbicularis Oculi quando
apresenta jitter > 45 us para um par individual. A presenca de mais de 10% dos
pares com jitter > 45 us indica um exame alterado. Um jitter médio > 31 ps
também é outro indicador de EMGFU-AC anormal no musculo Orbicularis Oculi

(42).

Para ajuste das médias dos pares amostrados, aqueles pares com MCD
>150us devem ser fixados em 150us para evitar o efeito da funcdo de
recuperacédo de velocidade (velocity recovery function — (VRF)), produzido por

blogueio de impulso, geralmente quando o jitter € muito elevado (46).

Quando trés ou mais PAFMIs séo obtidos, todos os valores de MCD entre
eles podem ser aceitos caso seus valores individuais estejam normais para o
musculo escolhido. Se o jitter for anormal em mais de um dos pares de PAFMIs

obtidos, seleciona-se apenas aquele com o menor valor absoluto do jitter (em



MCD), para evitar uma contribuicdo amostral anormal e excessiva daquela placa

neuromuscular alterada (34).

Com essa técnica, por protocolo, é necessario testar e comparar no minimo
20 pares de PAFMIs, com pelo menos 50 tracados por par, obtidos em 3-4
insercdes na pele, para analise de diferentes placas neuromusculares com
objetivo de afastar de forma segura um distarbio de juncdo neuromuscular (34).
Entretanto, para minimizar o tempo e desconforto do exame, e diminuir a
guantidade de pares necessarios, alguns trabalhos demonstraram, por meio de
ensaios clinicos com testes de futilidade, que o estudo pode ser interrompido no
12° par (e ndo no 20°), caso todos os pares de PAFMIs avaliados sejam
individualmente normais. Nesse cenario, caso haja apenas um valor de jitter
alterado, o teste poderia ser interrompido no 17° par, reduzindo o tempo total de

exame em 15-40% (52).

Mesmo seguindo todos os critérios de qualidade para obtencao dos pares
de PAFMIs, o exame de EMGFU, diferentemente do teste de ER, é um exame
muito sensivel, mas apresenta baixa especificidade para o diagnostico de
doencas da JNM, como MG ou SMC, podendo estar alterado em varias outras

condicdes, nos quais ndo ha sinal clinico de defeito priméario da JNM (48, 53, 54).

Essa baixa especificidade deve-se ao fato de que mesmo o processo de
reinervagao cronica, por imaturidade da juncdo neuromuscular, pode alterar o
jitter como em casos de doenca do neurbnio motor (55), polineuropatias
desmielinizantes (56) e neuropatia motora multifocal (57). Outras condi¢des que
podem alterar o jitter sdo as miopatias crénicas (58), sendo particularmente

notaveis os exemplos das MCE (48, 59-61) e da OEPC (53, 54, 62, 63).



OEPC compreende um grupo de doencas sistémicas por defeito da funcéo
mitocondrial, que costumam evoluir com leve fragueza muscular generalizada,
queda palpebral e oftalmoparesia progressiva na idade adulta, com heranca
autossbmica ou mitocondrial, geralmente com manifestacdo de uma
oftalmoparesia externa progressiva e cronica. A presenca de alteracdes
histolégicas no metabolismo mitocondrial, como achado de fibras rasgadas
vermelhas, fibras Cox-negativo e/ou fibras SDH-positivo na lamina de musculo
determina o diagndstico (53). Alguns estudos inclusive ja haviam apontado que
a EMGFU néao seria capaz de diferenciar a MG de OEPC, uma vez que o jitter

poderia estar aumentado em ambas as condi¢cdes de forma indistinguivel (54).

As MCE compreendem um grupo heterogéneo clinico, histopatoldgico e
genético de doencas musculares hereditarias raras que sao definidas por
anormalidades arquiteturais nas fibras musculares, sem aspecto distréfico na
biépsia muscular, sendo assim distinguidas das distrofias musculares congénitas
(64). Sao subdivididas pela alteracdo patoldgica estrutural predominante na
biépsia muscular, resultando em cinco subgrupos: miopatias central core;
miopatias nemalinicas; miopatias centronucleares; miopatia com desproporgao
congénita de fibras (DCF) e miopatia de armazenamento de miosina. Além das
caracteristicas clinicas, bi6psia muscular, imagem muscular e analises genéticas
sdo essenciais no diagnéstico de miopatias congénitas (23). Em geral, os
sintomas se manifestam desde a infancia com fragueza muscular, podendo ou
nao causar queda palpebral e oftalmoparesia, sendo um claro diagnéstico

diferencial importante das SMC.



Usando técnicas de sequenciamento de ultima geracdo, um grande numero
de novos genes esta sendo identificado como causa de MCE, bem como novas
mutacBes em genes conhecidos, ampliando o espectro fenotipo-gendtipo das

miopatias congénitas.

Por exemplo, no grupo das MCE, as miopatias congénitas do nucleo (core)
sao caracterizadas por apresentar hipotonia ou fraqueza muscular difusa, com
predominio proximal, desde o nascimento ou nos primeiros anos de vidas e
podem ser diagnosticadas por biopsia muscular mostrando atividade enzimatica
oxidativa focalmente reduzida e sua subclassificacGes incluem a miopatia central

core e a miopatia multiminicore.

Embora a miopatia relacionada a mutacdo no gene da Rianodina (RYR1)
seja a miopatia do core mais comum, um namero crescente de outros genes
causadores foi relatado, incluindo SELENON, MYH2, MYH7, TTN, CCDC78,
UNC45B, ACTN2, MEGF10, CFL2, KBTBD13 e TRIP4. Além disso, 0s genes
originalmente relatados como causadores da miopatia nemalinica, ou seja,
ACTAL, NEB e TNNTL1, também foram recentemente associados a miopatias do
core (65). Esse intercambio clinico e genético torna ainda mais complexo o

entendimento das MCE.

Demonstrou-se, por exemplo, que anormalidades no jitter observadas em
pacientes com MCE e mutacdes do gene RYR1 poderiam ser um preditor de
resposta satisfatéria ao tratamento com piridostigmina (66). Sugere-se também
a possibilidade de sindromes de superposicao entre pacientes com MCE e SMC,

com mutacoes (BIN1, DES, DNM2, GMPPB, MTM1 e PLEC) que podem causar



fendtipos intermediarios (48) e responsiveis a tratamento medicamentoso

sintomatico, o que em geral ndo € usual em pacientes com MCE.

Assim, fica evidente que as técnicas neurofisioldgicas de ER e EMGFU-AC
sdo ferramentas Uteis para demonstrar defeitos primarios de transmisséo
neuromuscular (4, 15, 17), ainda que apresentem particularidades em termos de

especificidade e sensibilidade.

Estudos como este expandem ainda mais a funcédo da neurofisiologia na
pratica das doencas neuromusculares, inferindo que a pesquisa ativa de sinais
de disfuncéo neurofisiolégica da JNM pode ajudar a direcionar o diagnostico e
até perfil terapéutico de alguns pacientes. Além disso, ndo foi relatada na
literatura comparacdo completa entre pacientes com SMC, OEPC e MCE

utilizando andlise de jitter com EAC sob ativagéo voluntaria.



2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Analisar e mensurar anormalidades da ER e EMGFU-AC para avaliagéo de
distarbios funcionais da JNM em grupos de pacientes com diagnostico de SMC,
OEPC e MCE e individuos sem anormalidades neuromusculares clinicamente
definidas, com a finalidade de avaliar a acuracia dos métodos diagndsticos

neurofisiolégicos.

2.2. Objetivo Especifico

Por meio da analise de curvas ROC, analisar diferentes valores de corte
para média do jitter e para percentual de pares com jitter anormal na EMGFU-
AC, com objetivo de alcancar maior especificidade para o diagnéstico de SMC

na amostra analisada.



3. Materiais e Métodos

3.1 Selecéo dos pacientes

Foram selecionados 59 pacientes com diagnostico de SMC (n=21), OEPC
(n=20) ou MCE (n=18), em acompanhamento no ambulatério de doencas
neuromusculares da Divisdo de Clinica Neurolégica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP). Também
foram incluidos no estudo como controles quatorze (n=14) voluntarios sem
queixas de fraqueza muscular ou qualquer outro sinal que pudesse sugerir

doenca neuroldgica ou neuromuscular em atividade.

O diagnostico de SMC foi definido pela analise genética em pacientes com
suspeita clinica. Da nossa série, a distribuicdo do perfil genético se deu da
seguinte maneira: mutacdo no gene CHRNE (n=13), mutacdo no gene RAPSN
(n=3), mutacdo no gene COLQ (n=2), mutagcédo no gene DOK-7 (n=2) e mutacéo

no gene COL13A1 (n=1).

Todos os pacientes com OEPC apresentaram confirmagéao de MM por meio
da biépsia muscular com achados compativeis com doenga mitocondrial, como
presenca de fibras rasgadas vermelhas e aumento da frequéncia de fibras COX

negativas acima do esperado para a idade.

Os pacientes com MCE apresentaram fraqueza de inicio infantil e foram
classificados de acordo com padrdes histoloégicos observados na biopsia

muscular: centronuclear (6 pacientes), multiminicore (5 pacientes), nemalinica (3



pacientes), central core (2 pacientes) e DCF (2 pacientes). Nove pacientes do
grupo MCE tiveram alteragdes genéticas documentadas: mutacdo no gene da
Rianodina (RYR1) em cinco pacientes; mutagcéo o gene da NEB (Nebulina) em
dois pacientes; e mutacédo o gene da TTN (Titina) em dois pacientes. Catorze

individuos saudaveis foram selecionados como controles, pareados por idade.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas (HC-
FMUSP) (CAPPesq - 85 CAAE n° 77169517.5.0000.0068). Todos os pacientes
forneceram consentimentos informados por escrito (Anexo A) e foram

submetidos a detalhada avaliacao clinica e neurofisiologica (Anexo B).

3.2. Critérios de inclusao

v' Pacientes com quadro clinico sugestivo (queda palpebral, oftalmoparesia,
alteracdes osteoesqueléticas, sintomatologia que flutua durante o dia, e

fatigabilidade) e diagndstico molecular confirmando SMC;

v Pacientes com fen6tipo tipico de OEPC (queda palpebral, oftalmoparesia ou
oftamoplegia, com ou em fraqueza muscular apendicular) e diagndéstico

histolégico com achados compativeis com MM;

v' Pacientes com fenoétipo de miopatia congénita, com alteracdes estruturais
especificas na biopsia muscular (bastées nemalinicos, centralizacao nuclear,

core, DCF);

v" Voluntarios saudaveis (controles), sem parestesco com 0S pacientes
estudados, pareados por idade com os casos acima com ENMG normal e

auséncia de sinais e sintomas clinicos de doenca neuromuscular, sem uso



prévio de toxina botulinica, sem uso corrente de drogas que interferem na
JNM, sem historia familiar de qualquer tipo de fraqueza atribuivel a doenca

neuromuscular.

3.3 Critérios de exclusao

v

Pacientes portadores de outras doencas neuromusculares, incluindo aqueles
com distrofia muscular definida, MG autoimune com confirmacao sorologica,
polineuropatia ou doenca do neurbnio motor de qualquer etiologia (fator
confundidor para interpretacdo da eletromiografia de fibra Unica). Por este
motivo, todos pacientes foram submetidos a estudo de condug¢do motora e

sensitiva e ENMG convencional antes dos testes de ER e EMGFU-AC;

Pacientes em uso qualquer medicacao que pudesse afetar a JNM tais como
relaxantes musculares, betabloqueadores, toxina botulinica, exposicdo a

agrotoxicos;

Pacientes com sinais de denervacdo muscular (fibrilagbes ou ondas
positivas) na eletromiografia de face (fator confundidor para interpretacéo da

eletromiografia de fibra Unica);

Reacao positiva para anticorpos anti-receptores de acetilcolina (anti-AChR)

ou anti- anti-tirokinase musculo especifica (anti-MuSK);

Vale reforgar que pacientes em uso de antagonistas da acetilcolinesterase
(piridostigmina, por exemplo) tiveram seu uso interrompido no minimo 24h

antes da data da realizagéo dos testes neurofisiologicos.



3.4 Biopsia muscular

Todos os pacientes dos grupos OEPC e MCE tiveram seu diagnostico
baseado na analise histologica muscular. As laminas estocadas foram revisadas
por uma banca especializada supervisionada pelo Dr. Edmar Zanoteli, Chefe do
Ambulatério de Miopatias do Departamento de Neurologia do Hospital das

Clinicas da Universidade de Sao Paulo (USP-SP).

Todos os pacientes com MM apresentavam o fenoétipo clinico de OEPC e
tiveram confirmacdo por biopsia muscular indicada pela presenca de fibras
rasgadas vermelhas (tricromio de Gomori modificado), fibras rasgadas azuis
(succinato desidrogenase) e auséncia de atividade do citocromo c oxidase (fibras

COX-negativas) em percentual acima do que esperado para a idade (67).

Os pacientes com MCE apresentaram fraqueza de inicio infantil (antes
dos dois anos de idade) e foram classificados de acordo com os padrbes
histoldgicos/histoquimicos da biopsia muscular, conforme parametros bem

definidos na literatura (64, 68-70).

3.5 Analise genética

Todos os pacientes do grupo SMC e alguns pacientes do grupo MCE

tiveram seus diagnadsticos confirmados geneticamente.

O diagnostico de SMC foi definido pela analise genética em pacientes com
suspeita clinica. Inicialmente, nosso protocolo consistiu na pesquisa das

mutacfes mais comuns nos trés genes mais relacionados a SMC no Brasil



(c.130dupG em CHRNE, p.N88K em RAPSN e c.1124 1127dupTGCC em DOK-
7), 0 que pode levar a um diagndstico molecular de SMC em mais de 60% dos

casos (16, 71).

Assim, os pacientes sob suspeita de SMC foram submetidos a PCR Sanger
para a pesquisa da variante mais comum CHRNE (c.130dupG). Em caso de
resultados negativos, foram submetidos ao estudo de PCR Sanger para a

pesquisa das variantes RAPSN (N88K) e DOK-7 (c.1124 1127dupTGCC).

Por fim, os casos negativos para os trés testes supracitados foram
submetidos ao estudo do exoma por meio da técnica de sequenciamento de

nova geracao.

Da nossa série, a distribuicdo do perfil genético se deu da seguinte
maneira: mutacdo no gene CHRNE (n=13), mutagdo no gene RAPSN (n=3),
mutacédo no gene COLQ (n=2), mutacdo no gene DOK-7 (n=2) e mutacao no

gene COL13A1 (n=1).

Por fim, nove pacientes do grupo MCE tiveram confirmagdo genética por
meio de estudo do exoma, cuja distribui¢cao ficou da seguinte forma: mutagéo no
gene da RYR1 em cinco pacientes; mutacédo o gene da NEB em dois pacientes;

e mutacdo o gene da TTN em dois pacientes.

3.6. Dosagem de auto-anticorpos

Nos casos de pacientes com OEPC confirmada por biépsia com EMGFU-
AC anormal, foi realizada dosagem do anticorpo anti-receptor de acetilcolina

(AChR) e o anticorpo contra o receptor tirosina quinase musculo-especifica (anti-



MuSK). A finalidade dessa dosagem foi descartar a possibilidade de dupla
patologia e garantir que o jitter estivesse alterado pela doenca de base e nao por
uma comorbidade associada, como MG autoimune. Cinco pacientes tiveram
indicacdo desta testagem, financiada em parceria com o Laboratério Fleury

Medicina e Salde em Sao Paulo - SP.

3.7. Eletroneuromiografia (ENMG) convencional

Pacientes novos no ambulatério e que se encaixavam nos critérios de
inclusdo do presente estudo foram submetidos ao estudo neurofisiolégico
convencional (neuroconducédo e eletromiografia dos quatro membros e face)

apos assinar o termo de consentimento informado (Anexo A).

Em caso de recusa na participacdo do estudo, o exame foi realizado de
forma independente, sem prejudicar o seguimento clinico do mesmo, com a

exclusao do paciente do trabalho.

O exame de ENMG foi realizado pelo autor principal do estudo (Dr Vitor
Marques Caldas), sob a superviséo do Dr. Carlos Otto Heise (Chefe do Setor de
Eletroneuromiografia do Departamento de Neurologia do HCFMUSP-SP e
coorientador do trabalho). O mesmo eletromidgrafo KeypointNet (Medtronic,

Skovlunde, Denmark) foi utilizado em todos os pacientes e controles estudados.

Todos o0s pacientes inicialmente foram submetidos ao estudo de
neurocondugdo convencional, sendo realizado estudo de condugdo nervosa
motora dos nervos faciais, medianos, ulnares, tibiais e fibulares; estudo de
condugéo nervosa sensitiva dos nervos medianos, ulnares, radiais, fibulares e

tibiais; estudo das ondas F nos nervos ulnares e tibiais e do reflexo H nos nervos



tibiais. Essa avaliagdo meticulosa permitiu excluir para investigacéo da presenca
ou ndo de polineuropatia. Pacientes com polineuropatia foram imediatamente

excluidos do estudo.

Apls estes testes iniciais, todos os pacientes foram submetidos a
eletromiografia em musculos faciais e proximais e distais dos quatro membros.
Pacientes com sinais de denervacdo (fibrilacbes e ondas positivas) nos
musculos faciais que pudessem prejudicar a interpretacdo da andlise do jitter

foram excluidos da sequéncia do estudo.

Paciente que ja tinham ENMG convencional previamente realizada, tiveram
seus exames revisados, e foram reconvocados apenas para 0s testes
neurofisiolégicos subsequentes, apos assinar o termo de consentimento

informado (Anexo A).

Assim, individuos com suspeita neurofisiolégica de sindrome de Lambert-
Eaton, doenca do neurbnio motor, radiculopatia cervical e lombossacral,
polirradiculoneuropatia, neuropatias compressivas ou polineuropatia foram
excluidos do estudo, 0 que nos permitiu selecionar pacientes sem outras

comorbidades neuromusculares como fatores de confusédo diagndstica.

3.8 Estimulagéo Repetitiva (ER)

Todos os estudos neurofisiolégicos foram realizados no mesmo aparelho,

KeypointNet (Medtronic, Skovlunde, Denmark).

A estimulacao repetitiva (ER) na frequéncia de 3Hz de estimulacéo foi

realizada nos nervos facial (musculos Nasalis e Orbicularis Oculi), acessorio



(musculo Trapezius), axilar (muasculo Deltoideus), ulnar (musculo Abductor

Digitorum Minini e peroneiro profundo (musculo Tibialis Anterior).

Os parametros técnicos estabelecidos em nosso servigco para esta técnica
sdo: banda de filtros entre 2Hz e 10.000Hz; varredura de tela de 2ms;
sensibilidade de 5mV; duracdo do estimulo de 0,2-0,5ms, intensidade do
estimulo: estimulacdo neural supramaxima (10 a 20% acima do nivel de
intensidade necessario para uma resposta maxima); namero minimo de

estimulos: seis.

Considerou-se para fins de andlise a comparacdo das respostas
decrementais do quarto potencial obtido em relacdo ao potencial basal, sendo
apontados como alterados os musculos com decremento superior a 10% da

amplitude basal.

De modo geral, os musculos foram testados com o paciente em repouso,
sob imobilizacdo para evitar artefatos de contaminacéo das respostas aferidas.
Antes dos testes, todos 0s pacientes tiveram as temperaturas cutaneas aferidas,

sendo realizado aquecimento do membro testado até temperatura >32°C.

Especificamente para o musculo Abductor Digitorum Minini realizou-se
também um protocolo de estimulacdo em repouso e apés a esforco muscular por
um minuto. Foram obtidas as respostas basal e apds esforco muscular de um
min, e ap6s dois minutos em repouso, com 0 objetivo de investigar o efeito da

facilitacdo do decremento apos contragdo muscular.



3.9 Eletromiografia de Fibra Unica com Agulha Concéntrica (EMGFU-AC)

A andlise do jitter foi realizada em todos os pacientes com uso de EAC de
30G descartavel (diametro de 0,30mm, area de captacdo 0,031mmz2, TE/B50600-
006, Maastricht, Netherlands) e a obtencéo dos pares foi realizado por contracéo
muscular voluntaria do muasculo Orbicularis Oculi do lado mais sintomético, em

caso de queda palpebral ou oftalmoparesia.

Decidiu-se por realizar o estudo em apenas um musculo a fim maximizar a
tolerancia dos pacientes e escolhemos justamente o musculo Orbicularis Oculi
devido a a sua alta sensibilidade na analise do jitter em outras séries de casos

(72, 73)

O estudo foi realizado com o paciente confortavelmente deitado em uma
maca. Foi realizada a insercdo da agulha no musculo Orbicularis Oculi a uma
distancia aproximada de 1cm a 2cm do epicanto lateral do olho, em um raio de
até 2cm. O registro dos PAFMIs foi feito pela técnica de ativacdo voluntéria.
Movimentos sutis para reposicionamento da agulha foram realizados nas

tentativas de identificagcdo dos PAFMISs.

A EMGFU-AC foi realizada pelo autor com supervisdo e ajuda de seu
coorientador, Dr. Carlos Otto Heise. Todos o0s registros obtidos foram
posteriormente revisados e editados, quando necessario, pelo proprio Dr. Carlos

Otto Heise, permitindo a adequada selecéo dos pares de PAFMIs.

O filtro foi definido em 1 kHz/10Hz para suprimir a atividade de fibras
musculares distantes (33). Os picos tiveram a mesma morfologia em descargas
consecutivas e nao tinham entalhe. Ligeira variacdo de amplitude entre os picos

foi tolerada.



Para evitar o efeito da funcdo de recuperacéo de velocidade (VRF), nao foi
aceito um intervalo inter-potencial acima de 4ms. A variacdo temporal da
amplitude maxima foi utilizada para medir o jitter em MCD em pelo menos 50
pares de PAFMIs (idealmente 100 pares) em cada registro. O pico de amplitude

mais alto foi definido como potencial do gatilho (Trigger potential).

Quando a razao entre o MCD e o MSD (mean sorted difference) foi superior
a 1,25, usamos o valor da MSD em vez da MCD para evitar o efeito VRF devido

a taxa de disparo muscular irregular.

O pico de gatilho (triggering spike) foi selecionado para sinais com trés ou
mais picos para dar o menor jitter somado para o complexo (50). Os valores de
jitter superiores a 150 uys foram fixados em 150 ys para minimizar o efeito do

VRF induzido pelo blogueio de impulso (46).

Os resultados da EMGFU-AC foram considerados anormais quando o jitter
médio foi superior a 31 us ou quando mais de 10% dos pares individuais tiveram

jitter individual superior a 45 s (42).

3.10 Desenho de estudo

Estudo clinico retrospectivo (revisdo de dados de exames ja realizados
previamente) e prospectivo (revisdo e coleta de dados de exames a serem

realizados pelos pesquisadores envolvidos).



3.11 Avaliacéao estatistica

Para analise dos dados demogréficos, as associacdes entre as variaveis
qualitativas foram verificadas através do teste exato de qui-quadrado de
Pearson. Nos casos em que as associacfes se mostraram significativas, uma
analise de residuo padronizada foi empregada. Valores de residuos
padronizados maiores ou menores do que dois foram considerados
estatisticamente significativos. Os valores médios da idade entre grupos foram
comparadas com uso de ANOVA e empregando-se correcdo de Bonferroni nas

comparacdes multiplas.

Comparacdes entre grupos para os valores do decremento percentual em
diversos musculos foram realizadas empregando-se o teste ANOVA para
aguelas variaveis que apresentavam em cada grupo distribuicdo gaussiana.
Para aquelas que ndo apresentavam distribuicdo gaussiana em cada grupo
empregou-se o teste ndo parameétrico de Kruskal-Wallis. Comparac¢des multiplas
duas a duas foram realizadas empregando-se a corre¢céo de Bonferroni ou teste

de Dwass, Steel, Critchlow-Fligner.

Modelos de efeitos mistos com matriz de variancia e covariancia nao
estruturada foram utilizados para se comparar os valores das medidas de ER do
musculo Abductor Digiti Mimini entre pacientes dos grupos SMC, OEPC e MCE
e individuos controles, ao longo do tempo de acompanhamento. Comparacdes

multiplas foram ajustadas com correcéo de Bonferroni.

Foram utilizadas as seguintes estatisticas descritivas para calcular o jitter
médio, a porcentagem individual de jitter anormal e a porcentagem de bloqueio

de impulso: desvio médio e padrdo para distribuicdo normal ou gaussiana e



mediana ou percentual para distribuicdo ndo normal. Para estudo de

normalidade foi utilizado o teste Anderson-Darling.

O teste t de Student foi utilizado para comparar variaveis paramétricas com
significancia de 0,05. As variaveis ndo paramétricas foram comparadas
utilizando-se o teste de Mann-Whitney (U-test) para verificar a igualdade das

medianas.

A sensibilidade e a especificidade foram calculadas para varios valores de
corte para pares anormais e o jitter médio a fim de gerar a curva para as

caracteristicas operacionais do receptor (ROC).

Considerou-se significativo valor de p < 0,05. Empregou-se o0 programa

SAS 9.4.
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4 Resultados

4.1. Dados Clinicos e Demogréficos

Ao todo, 73 pacientes ou voluntérios saudaveis foram incluidos no estudo,
sendo 21 pacientes (29% da amostra total) com diagndstico genético confirmado
de SMC, 20 pacientes com fenétipo de OEPC e diagnostico histologico
confirmado de MM (27%), 18 pacientes com fenoétipo e diagnostico histoldgico
confirmado de MCE (25 %) e 14 voluntarios saudaveis (19%), usados no grupo

controle (Figura 2).

Controles
19,18%

MCE
24,66%

27,40%

SMC=Sindromes miasténicas congénitas; OEPC=0ftalmoplegia externa progressiva crénica; MCE=Miopatias
congénitas estruturais

Figura 2 — Distribuicdo dos pacientes por grupos (SMC, OEPC, MCE, controles)



Todos o0s pacientes nos grupos OEPC apresentaram achados
histol6gicos compativeis com MM, como presenca de fibras rasgadas vermelhas
(Gomori-Trichrome  modificado), fibras rasgadas azuis (succinato
desidrogenase) e auséncia de atividade da citocromo C oxidase (fioras COX-

negativas) em percentual maior do que esperado para a idade.

De forma similar, todos os pacientes do grupo MCE tiveram seus
diagnésticos confirmados por meio da bidpsia muscular, sendo classificados de
acordo com seus padrdes histolégicos: miopatia centronuclear (6 casos; 33,3%);
miopatia multiminicore (5 casos; 27,8%); miopatia nemalica (3 casos; 16,7%);
miopatia central core (2 casos; 11,1%); DCF (2 casos; 11,1%), conforme

apresentado na Figura 3.

Desproporgao
congeénita de fibras

Nemalinica 11,11%

16,67%

Central core
11,11%

Multiminicore
27,78%

Centronuclear
33,33%

MCE=Miopatias congénitas estruturais

Figura 3 — Distribuicdo da analise histologica nos pacientes com MCE
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Com relacdo a andlise molecular, todos os pacientes com SMC
apresentaram confirmacao molecular da doenca. A mutacéo no gene CHRNE foi
aquela com maior frequéncia na nossa amostra (61,9%), seguido da mutacao
nos genes RAPSN (14,3%), DOK-7 (9,5%), COLQ (9,5%) e COL13A1 (4,8%),

conforme apresentado na Figura 4.

RAPSN
14,29%

CHRNE
61,90%

COL13A1
4,76%

SMC=Sindromes miasténicas congénitas

Figura 4 — Distribui¢cdo da anélise molecular nos pacientes com SMC

Apenas 50% dos pacientes do grupo MCE apresentaram confirmagéo
molecular genética do seu diagnéstico. A mutagdo no gene da RYRL1 foi aquela

com maior frequéncia na nossa amostra (27,8%), seguido da mutacao nos genes



da NEM (11,1%) e da TIT (11,1%) na Figura 5. Os pacientes do grupo OEPC e

controle nao foram submetidos a analise molecular.

Nebulina
11,11%

Desconhecido
50,00%

Rianodina
27,78%

Titina
11,11%

MCE=Miopatias congénitas estruturais

Figura 5 — Distribuicdo da andlise molecular nos pacientes com MCE

Os principais achados clinicos dos pacientes e dos individuos normais

(controles) estao apresentados na Tabela 1.

Pode-se observar que houve uma distribuicdo uniforme de género entre
os grupos (Figura 6), ndo apresentando diferenca significativa entre eles (p =
0,8460). Com relacdo a idade, os pacientes com OEPC foram significativamente
mais velhos do que os pacientes com SMC ou MCE e os controles (p <0.0001).
Os pacientes com SMC e MCE tiveram idades médias semelhantes entre si,

conforme pode-se observar na Figura 7.
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SMC=Sindromes miasténicas congénitas;

congénitas estruturais

57,1

SMC OEPC
Grupo

B Masculino ™ Feminino

55,6

50 50
42’9 I 44

4
MCE

Controles

Figura 6 — Distribuicdo dos pacientes segundo o0 género por grupos

OEPC=0Oftalmoplegia externa progressiva cronica; MCE=Miopatias

Numero de Idade

Grupo pacientes Média

Suc —— 2 258

DEPC P 20 482

NCE T 18 259
Controles } l " 384

00 100 00 300 400 500 600
idade
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Figura 7 — Média da idade por grupo e respectivos intervalos de 95 % de

confianga



Tabela 1 - Distribuicdo de variaveis demogréficas e clinicas por grupo (SMC,
OEPC, MCE e controles)

Variaveis SMC OEPC MCE Controles p-valor
Numero de pacientes 21 20 18 14
Idade 258+11,0 48,1 £ 15,8 259+ 13,7 38,4+131 < 0,0001
Sexo 0,8460
Masculino 9 (42,9) 10 (50,0) 8 (44,4) 8 (57,1)
Feminino 12 (57,1) 10 (50,0) 10 (55,6) 6 (42,9)
Queda Palpebral < 0,0001
Ausente 1(4,8) 0 15 (83,3) 14 (100,0)
Assimétrica 2(9,5) 12 (60,0) 0 0
Simétrica 18 (85,7) 8 (40,0) 3(16,7) 0
Oftalmoparesia < 0,0001
Ausente 4(19,0) 1 (5,0) 15 (83,3) 14 (100)
Moderada 17 (81,0) 7 (35,0) 3(16,7) 0
Acentuada 0 12 (60,0) 0 0
(Oftalmoplegia)
Fraqueza Muscular < 0,0001
Permanente
Ausente 10 (47,6) 8 (40,0) 0 (0,0) 14 (100,0)
Presente 11 (52,4) 12 (60,0) 18 (100,0) 0(0,0)
Fraqueza Muscular < 0,0001
Flutuante
Ausente 1(4,8) 20 (100,0) 18 (100,0) 14 (100,0)
Presente 20 (95,2) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Historia Familiar” 0,0026
Negativa 10 (47,6) 17 (85,0) 12 (66,7) 14 (100,0)
Positiva 11 (52,4) 3 (15,0) 6 (33,3) 0(0,0) 0,0010
Anti AChR
Negativo 0 (0,0) 6 (30,0) 0(0,0) 0(0,0)
N&o Colhido 21 (100,0) 14 (70,0) 18 (100,0) 14 (100,0)
Anti MuSK 0,0017
Negativo 0 (0,0) 5 (25,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
N&o Colhido 21 (100,0) 15 (75,0) 18 (100,0) 14 (100,0)
Resposta a <0,005
anticolinesterasico
Negativa 7 (33,3) 5(25,0) 3(14,3) 0 (0,0)
Positiva 14 (66,6) 0(0,0 0(0,0) 0(0,0)
N&o Testado 0(0,0) 15 (75,0) 15 (83,3) 14 (100,0)

SMC=Sindromes miasténicas congénitas;

congénitas estruturais

OEPC=0Oftalmoplegia externa progressiva cronica; MCE=Miopatias

Os pacientes com SMC apresentaram uma frequéncia significativamente

maior de fraqueza muscular com flutuacdo de sintomas, queda palpebral

simétrica e oftalmoparesia leve a moderada do que os demais grupos (Tabela

1). Vale ressaltar que 52% destes pacientes também apresentaram também

fragueza muscular escapular permanente, especialmente nagueles com as

mutacgdes nos genes RAPSN, DOK-7 e COLQ, conforme melhor observado na

Tabela 2.



Tabela 2 - Distribuicdo de variaveis demogréficas e clinicas nos pacientes com
SMC

Variaveis CHRNE RAPSN DoK-7 COLQ COL13A1
Numero de pacientes 13 3 2 2 1
Idade 23,0+£9,9 25,0 + 18,2 32,5+10,6 36,5+4,9 30,0
Sexo
Masculino 5(38,5) 1(33,3) 1 (50,0) 1 (50,0) 1 (100,0)
Feminino 8 (61,5) 2 (66,7) 1 (50,0) 1 (50,0) 0 (0,0)
Queda Palpebral
Ausente 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (50,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Assimétrica 0 (0,0) 1(33,3) 0 (0,0) 1 (50,0) 0 (0,0)
Simétrica 13 (100,0) 2 (66,7) 1 (50,0) 1 (50,0) 1 (100,0)
Oftalmoparesia
Ausente 0 (0,0) 1(33,3) 2 (100,0) 0 (0,0) 1 (100,0)
Moderada 13 (100,0) 2 (66,7) 090,0) 2 (100,0) 0(0,0)
Acentuada 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
(Oftalmoplegia)
Fragueza Muscular
Permanente
Ausente 10 (76,9) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
Presente 3(231) 3 (100,0) 2 (100,0) 2 (100,0) 1 (100,0)
Fraqueza Muscular
Flutuante
Ausente 0 (0,0) 0(0,0) 1 (50,0) 0(0,0) 0(0,0)
Presente 13 (100,0) 3(100,0) 1 (50,0) 2 (100,0) 1 (100,0)
Historia Familiar
Negativa 5(38,5) 3(100,0) 2 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Positiva 8 (61,5) 0(0,0) 0 (0,0) 2 (100,0) 1 (100,0)
Anti AChR
Negativo 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
N&o Colhido 13 (100,0) 3 (100,0) 2 (100,0) 2 (100,0) 1 (100,0)
Anti MuSK
Negativo 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
N&o Colhido 13 (100,0) 3 (100,0) 2 (100,0) 2 (100,0) 1 (100,0)
Resposta a
anticolinesterasico
Negativa 0 (0,0) 3(100,0) 1 (50,0) 2 (100,0) 1 (100,0)
Positiva 13 (100,0) 0(0,0) 1 (50,0) 0(0,0) 0(0,0)

SMC=Sindromes miasténicas congénitas

Os pacientes com OEPC apresentaram uma frequéncia significativamente
maior de queda palpebral assimétrica, oftalmoparesia moderada a acentuada,
inclusive com oftalmoplegia (Figuras 8 e 9), sem significativa flutuacdo de

sintomas do que os demais grupos (Tabela 1).

Os pacientes com MCE apresentaram com achados mais comuns a
presenca de fraqueza apendicular proximal nao flutuante, sem oftalmoparesia ou
gueda palpebral na maioria dos casos (Tabelas 1 e 3). Apenas quatro pacientes
do grupo MCE apresentaram sintomas oculares associados, sempre com
oftalmoparesia moderada (sem oftalmoplegia) e com queda palpebral simétrica

(Figuras 8 e 9).
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Figura 8 — Distribuicdo dos pacientes segundo o tipo de queda palpebral, por
grupo
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Figura 9 — Distribuicdo dos pacientes segundo a gravidade da oftalmoparesia
por grupo



Considerando os subtipos de pacientes com MCE, com relacdo aos seus
diagndsticos histolégicos especificos, pode ser observar na Tabela 3, que os
pacientes do grupo MCE do tipo centronuclear foram 0s que apresentaram maior

proporcao de queda palpebral simétrica, com oftamolparesia moderada.

Tabela 3 - Distribuicéo de variaveis demograficas e clinicas nos pacientes com
MCE

Variaveis Centronuclear  Multiminicore Nemalinica Central core DCF
NUmero de 6 5 3 2 2
pacientes
Idade 29,7 £14,0 21,8 +6,9 37,3+225 17,0+ 2,8 16,5 + 10,6
Sexo

Masculino 2 (33,3) 4 (80,0) 1(33,3) 1 (50,0) 0 (0,0)
Feminino 4 (66,7) 1 (20,0) 2 (66,7) 1 (50,0) 2 (100,0)
Queda Palpebral
Ausente 4 (66,7) 4 (80,0) 3 (100,0) 2 (100,0) 2 (100,0)
Assimétrica 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
Simétrica 2 (33,3) 1 (20,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Oftalmoparesia
Ausente 3(50,0) 5 (100,0) 3(100,0) 2 (100,0) 2 (100,0)
Moderada 3(50,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,00) 0 (0,0)
Acentuada 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
(Oftalmoplegia)
Fragueza Muscular
Permanente
Ausente 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
Presente 6 (100,0) 5 (100,0) 3(100,0) 2 (00,0) 2 (100,0)
Fraqueza Muscular
Flutuante
Ausente 6 (100,0) 5 (100,0) 3(100,0) 2 (00,0) 2 (100,0)
Presente 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Histdria Familiar”
Negativa 4 (66,7) 4 (80,0) 3 (100,0) 2 (100,0) 1 (50,0)
Positiva 2 (33,3) 1 (20,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (50,0)
Resposta a
anticolinesterasico
Negativa 2 (40,0) 1(20,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Positiva 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
N&o Testado 4 (60,0) 4 (80,0) 3 (100,0) 2 (100,0) 2 (100,0)

DCF=Desproporcao congénita de fibras musculares

Considerando os achados moleculares de pacientes com MCE, pode ser
observar na Tabela 4, que que os pacientes com diagndstico histolégico
desconhecido foram os pacientes com maior propor¢cdo de oftalmoparesia e

queda palpebral.



Tabela 4 - Distribuicdo de variaveis demogréficas e clinicas nos pacientes com
MCE

Variaveis RYR1 NEM TTN Desconhecido
Nimero de pacientes 5 2 2 9
Idade 192+7,3 28,5+ 23,3 245+120 29,3+15,6
Sexo
Masculino 3 (60,0) 1 (50,0) 1 (50,0) 3(33,3)
Feminino 2 (40,0) 1 (50,0) 1 (50,0) 6 (66,7)
Queda Palpebral
Ausente 4 (80,0) 2 (100,0) 2 (100,0) 7 (77,8)
Assimétrica 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Simétrica 1 (20,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2(22,2)
Oftalmoparesia
Ausente 5 (100,0) 2 (100,0) 2 (100,0) 6 (66,7)
Moderada 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 3(33,3)
Acentuada (Oftalmoplegia) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
Fraqueza Muscular
Permanente
Ausente 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Presente 5 (100,0) 2 (100,0) 2 (100,0) 9 (100,0)
Fraqueza Muscular
Flutuante
Ausente 5 (100,0) 2 (100,0) 2 (100,0) 9 (100,0)
Presente 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Histéria Familiar®
Negativa 3(60,0) 1 (50,0) 2 (100,0) 6 (66,7)
Positiva 2 (40,0) 1 (50,0) 0 (0,0) 1(33,3)
Resposta a
anticolinesterasico
Negativa 2 (40,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(11,2)
Positiva 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
N&o Testado 3(60,0) 2 (100,0) 2 (100,0) 8 (88,9)

MCE=Miopatias congénitas estruturais

Com relacéo a resposta terapéutica, foi possivel observar que a maioria
dos pacientes com a variante CHRNE apresentou resposta positiva ao
tratamento com anticolinesterasicos, ao passo que a maioria dos demais
pacientes do grupo SMC nao apresentou melhora com esta medicagao (Tabela

2).

Nos grupos OEPC e MCE, apenas 0s pacientes com alteracbes
neurofisiolégicas anormais (ER ou EMGFU-AC alterados) foram submetidos a
provas terapéuticas com piridostigmina, mas em nenhum destes pacientes

houve resposta terapéutica evidente, conforme observado na Tabela 1.



Por fim, pode-se observar uma associacéao significativa de histéria familiar
com o tipo de doenca. Pacientes com SMC e MCE estdo mais associados

presenca de historia familiar do que os demais grupos (Tabela 1, Figura 10).
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Figura 10 - Distribuicdo dos pacientes segundo a ocorréncia de histéria familiar
por grupo

4.2 Estimulacdo Repetitiva

Em todos os pacientes e controles, pelo menos seis musculos foram
testados com técnicas de ER. Considerando os critérios tradicionais para
interpretacdo da ER, foram considerados anormais os pacientes com pelo

menos um musculo com respostas decrementais superiores a 10%.

A ER apresentou decremento superior a 10% em pelo menos um musculo
testado em 90,5% dos pacientes com SMC (Tabela 5, Figura 11). Somente dois

pacientes do grupo SMC (9,5%) apresentaram ER normal em todos os seis



musculos testados (individuo 6 do grupo SMC, com mutagdo no gene CHRNE;

e individuo 9 do grupo SMC com mutacdo no gene RAPSN, conforme melhor

detalhado na Figura 12). Podemos observar na Figura 13 exemplos de ER

alterada em cada um dos musculos estudados em pacientes com SMC.

Tabela 5 — Percentual de decremento anormal nos musculos analisados para

ER entre todos os grupos analisados

SMC OEPC MCE Controles
Numero de casos por grupo 21 20 18 14
Decremento patolégico, qualquer masculo (%) 90,5 0 54 0
Decremento patolégico, DEL muscle (%) 76,2 0 5,4 0
Decremento patolégico, TRA muscle (%) 61,9 0 54 0
Decremento patolégico, OO muscle (%) 61,9 0 0 0
Decremento patolégico, NAS muscle (%) 54,2 0 0 0
Decremento patolégico, TA muscle (%) 42,8 0 0 0
Decremento patolégico, ADM muscle (%) 35 0 0 0

SMC=Sindromes miasténicas congénitas; OEPC=Oftalmoplegia externa progressiva cronica; MCE=Miopatias

congénitas estruturais
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Figura 11 — Percentual de pacientes com decremento superior a 10% em pelo menos

um musculo para cada grupo analisado
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ER=Estimulagao repetitiva; SMC=Sindromes miasténicas congénitas
ADM=Abductor Digitorum Minini; TRA=Trapezius; NAS=Nasalis; TA=Tibialis Anterior; DEL=Deltoideus; OO=Orbicularis
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Figura 13 - ER com decremento patoldgico (>10%) em cada um dos musculos
testados em diferentes pacientes dos grupos SMC (A. ADM; B. TRA; C. NAS; D.
TA; E. DEL; F. O0O)



Os dois pacientes com a mutacdo no gene COLQ (irmé&os) apresentaram
além do decremento superior a 10% na ER, um padréo tipico na neuroconducéao,
caracterizado pela presenca de duplo potencial motor durante a obtencédo dos
CMAPs tradicionais nos nervos medianos, ulnares e tibiais. A Figura 14
exemplifica o duplo potencial no nervo ulnar em um dos pacientes mencionados.
Vale ressaltar que o decremento superior a 10% é ainda mais evidente, ainda

que dificilmente quantificavel, nesse segundo potencial.

SMC=Sindromes miasténicas congénitas

Figura 14 — A. Estudo de condugé&o nervosa de nervo ulnar na paciente 11 do
grupo SMC, com variante do gene COLQ mostrando duplo potencial ap6s
estimulo Unico

Apenas um paciente fora do grupo SMC apresentou decremento superior
a 10% em pelo menos um musculo (individuo do grupo MCE, com miopatia
multiminicore, sem diagnéstico molecular definido). A Figura 15 mostra o

decremento maximo de 22% observado no musculo Trapezius neste paciente.
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MCE=Miopatias congénitas estruturais

Figura 15 — Estimulagéo repetitiva anormal no musculo Trapezius um paciente
do grupo MCE com miopatia do tipo multiminicore

Nenhum dos pacientes do grupo OEPC ou do grupo controle apresentou
ER com decremento superior a 10% em quaisquer dos musculos testados. A
Figura 16 mostra exemplos de ER normal em cada um dos musculos analisados

em pacientes do grupo controle.



ADM=Abductor Digitorum Minini; TRA=Trapezius; NAS=Nasalis; TA=Tibialis Anterior; DEL=Deltoideus; OO=Orbicularis
oculi

Figura 16 - Estimulacdo repetitiva normal em cada cada um dos musculos
testados em diferentes pacientes do grupo controle (A. ADM; B. TRA; C. NAS;
D. TA; E. DEL; F. OO)

A Tabela 6 mostra o valor de decremento percentual médio de cada um
dos musculos estudados em todos 0s grupos com as comparacgdes entre o grupo
SMC e os demais grupos. A andlise evidenciou que o decremento médio
observado em todos os musculos avaliados no grupo SMC foi superior ao
decremento médio nos demais grupos para todos 0os musculos analisados. As

Figuras de 17 a 24 discriminam essa analise musculo a musculo.



Tabela 6 - Valores do decremento percentual médio dos musculos por grupo

Musculos SMC (1) OEPC (2) MCE (3)  Controles p-valor
@ 1x2 1x3 1x4
TA -10,2+ 8,4 -22+29 -25+36 -26+25 0,0001 0,0004  0,0008
ADM 1 -9,2+9,9 -09+28 -15+26 00+16 0,0001  0,0006 <0,0001
ADM 2 -6,6 8,0 -03+36 0523 03+27 0,0009 0,0004 0,0016
ADM 3 -11,1+119 -083+30 -0,7+30 0,3+27 <0,0001  0,0002 <0,0001
DEL -17,9+9,1 -1,4+28 -1,7£53 -05+39 <0,0001 <0,0001 <0,0001
TRA -14,7 £ 13,6 -15+£2,2 -23+£6,0 19x27 <0,0001 <0,0001 <0,0001
NAS -144+128 04+4,6 -0,1+2,7 09+29 <0,0001 <0,0001 <0,0001
00 -169+125 -07+24 -13+35 06+24 <0,0001 <0,0001 <0,0001

SMC=Sindromes miasténicas congénitas; OEPC=Oftalmoplegia externa progressiva cronica; MCE=Miopatias
congénitas estruturais

ADM=Abductor Digitorum Minini; TRA=Trapezius; NAS=Nasalis; TA=Tibialis Anterior; DEL=Deltoideus; OO=Orbicularis
oculi
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TA= Tibialis Anterior

Figura 17 - Valores do decremento percentual médio e respectivos intervalos
de 95 % de confianca do musculo TA por grupo
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Figura 18 - Valores do decremento percentual médio e respectivos intervalos de
95 % de confianca do musculo ADM 1 (basal) por grupo
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Figura 19 — Valores do decremento percentual médio e respectivos intervalos
de 95 % de confian¢ca do musculo ADM 2 (pos esforgo) por grupo
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Figura 20 — Valores do decremento percentual médio e respectivos intervalos
de 95 % de confianca do musculo ADM 3 (repouso por 2 minutos) por grupo
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Figura 21 — Valores do decremento percentual médio e respectivos intervalos
de 95 % de confiangca do musculo DEL por grupo
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Figura 22 — Valores do decremento percentual médio e respectivos intervalos
de 95 % de confianca do musculo TRA por grupo
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Figura 23 - Valores do decremento percentual médio e respectivos intervalos
de 95 % de confianca do musculo NAS por grupo
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Figura 24 — Valores do decremento percentual médio e respectivos intervalos
de 95 % de confianca do musculo OO por grupo

Individualmente, o estudo do musculo Deltoideus apresentou a melhor
sensibilidade (76,2%) e acuracia (91,7%) para identificar decremento superior a
10% no grupo SMC em relacdo aos demais grupos, seguido pelos musculos
Trapezius, Nasalis e Orbicularis Oculi, com acuracia proxima de 90%, conforme

podemos analisar na Tabela 7.



Tabela 7 — Sensibilidade, Especificidade e Acuracia da ER na anélise muscular
individual para diagnostico de SMC

Musculo Sensibilidade Especificidade Acurécia
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)

TA 42,9 (21,8; 66,0) 100,0 (92,3; 100,0) 82,1 (70,8; 90,4)
ADM 1 30,0 (11,9; 54,3) 100,0 (93,0; 100,0) 80,3 (69,1; 88,8)
ADM 2 30,0 (11,9; 54,3) 100,0 (92,7; 100,0) 79,7 (68,3; 88,4)
ADM 3 35,0 (15,4; 59,2) 100,0 (92,7; 100,0) 81,9 (69,9; 89,6)

DEL 76,2 (52,8; 91,8) 98,1 (89,7; 99,9) 91,7 (83,0; 96,9)

TRA 61,9 (38,4; 81,9) 98,1 (89,7; 99,9) 87,5 (77,9; 94,2)

NAS 54,2 (29,8; 74,3) 100,0 (93,0; 100,0) 86,1 (75,9; 93.1)

00 61,9 (38,4; 81,9) 100,0 (92,9; 100,0) 88,7 (79,0; 95,0)

ER=estimulacao repetitiva; SMC=Sindromes miasténicas congénitas; IC=intervalo de confiangca
ADM=Abductor Digitorum Minini; TRA=Trapezius; NAS=Nasalis; TA=Tibialis Anterior; DEL=Deltoideus; OO=Orbicularis
oculi

A andlise combinada de dois musculos faciais (Orbicularis Oculi e Nasalis,
91,5%) e de dois musculos proximais da cintura escapular (Deltoideus e
Trapézio, 91,5%) revelou melhor acuracia geral para detectar decremento
anormal nos pacientes com SMC em comparacdo com a analise combinada de
musculos distais (Tibialis Anterior e Abductor Digiti Minimi, 86,4%), conforme

podemos observar na Tabela 8.

Tabela 8 — Sensibilidade, Especificidade e Acuracia da ER na analise combinada
de musculos faciais, proximais e distais em pacientes com SMC

Musculo Sensibilidade Especificidade Acuracia
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
TA + ADM 55 (25,7; 70,2) 100,0 (93,0; 100,0) 86,4 (74,6; 92,2)
DEL + TRA 76,2 (52,8; 91,8) 98,1 (89,7; 99,9) 91,5 (83,0; 96,9)
NAS + OO 71,4 (47,8; 88,7) 100,0 (93,0; 100,0) 91,5 (83,0; 96,9)

Qualquer musculo 90,5 (69,6; 98,8) 98,1 (89,5; 99,9) 95,9 (88,5; 99,1)

ER=estimulacao repetitiva; SMC=Sindromes miasténicas congénitas; IC=intervalo de confianca
ADM=Abductor Digitorum Minini; TRA=Trapezius; NAS=Nasalis; TA=Tibialis Anterior; DEL=Deltoideus; OO=Orbicularis
oculi

No geral, ao considerar como anormal o decremento superior a 10% em
qualquer dos musculos testados, a ER apresentou sensibilidade global de
90,5%, especificidade de 98,1% e acuracia de 95,9% para distinguir pacientes

com SMC dos demais grupos (Tabela 8).



Com relacdo a quantidade de musculos alterados em cada grupo, pode-
se observar na Figura 25 que a média de trés musculos com decremento
superior a 10% foi estatisticamente superior no grupo de pacientes com SMC em

relacdo a todos os demais grupos (p < 0,0001, em todas as comparagdes).

Da mesma forma, a média do decremento maximo foi de 25,3% no grupo
SMC, 4,4% no grupo OEPC, 5,4% no grupo MCE e 4,2% no grupo controle, com
diferenca significativa do grupo SMC em relacdo aos demais grupos (p<0,0001,

em todas as comparacoes).

Além disso, foi realizada uma analise longitudinal entre e intragrupos para
avaliar a efetividade da técnica de exaustdo muscular com obtencao da resposta
basal (tempo 1), pés-esforco maximo (tempo 2) e repouso por 2 minutos (tempo
3), que é tradicionalmente realizada na rotina do nosso ambulatorio. A Tabela 9
demonstra que o comportamento longitudinal ndo € o mesmo nos quatro os

grupos (p = 0,0273).

No grupo SMC a média dos valores obtidos entre os trés tempos
analisados (basal, pos esforco, repouso), tende a variar mais ao longo do tempo
do que nos demais grupos analisados (OEPC, MCE e Controles), que tendem a

manter-se praticamente constante.
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Figura 25 — A. Quantidade média de musculos com decremento superior a 10%
entre os grupos analisados. B. Média do decremento méximo (%) entre todos os
pacientes de cada um dos grupos analisados

Tabela 9 — Analise intragrupos do decremento médio no musculo ADM no tempo

basal (1), ap6s esfor¢o (2) e apds repouso de 2 minutos
Grupo p-valor

Tempo 2 x Tempo 1 Tempo 3 x Tempo 2 Tempo 3 x Tempo 1

SMC 0,0123 < 0,0001 0,0372
OEPC 1,0000 1,0000 1,0000
MCE 0,1677 0,6921 1,0000
Controles 1,0000 1,0000 1,0000

SMC=Sindromes miasténicas congénitas; OEPC=Oftalmoplegia externa progressiva crénica; MCE=Miopatias
congénitas estruturais

ADM=Abductor Digitorum Minini; TRA=Trapezius; NAS=Nasalis; TA=Tibialis Anterior; DEL=Deltoideus; OO=Orbicularis
oculi

Na Tabela 10 vemos que os decrementos meédios nos tempos 1, 2 e 3 no
grupo de pacientes com SMC séao significativamente maiores que aqueles de
pacientes do grupo controle (p < 0,0001, p= 0,0006 e p< 0,0001,

respectivamente). Para os pacientes dos grupos OEPC e MCE, os valores



meédios nao diferiram significativamente daqueles do grupo controle, nos trés

tempos analisados.

Tabela 10 — Analise entre grupos do decremento médio no musculo ADM no
tempo basal (1), ap6s esforco (2) e apds repouso de 2 minutos

Grupo p-valor® p-valor entre grupos®
ADM" SMC (1) OEPC (2) MCE (3) Controles (4) Interacdo (1)X(4) @X@) (B)x@4)
entre
grupo e
tempo
0,0273
Tempo 1 -9,2+¢1,3 -0,90+1,24  -1,47+1,35 0,00+1,49 <0,0001 1,0000 1,0000
Tempo 2 -6,6+1,1 -0,25+1.09 0,36+1,20 0,36+1,33 0,0006 1,0000 1,0000
Tempo 3 -11,1#15 -0,3041,50  -0,92+1,64 0,47+1,82 <0,0001 1,000 1,0000

* valores expressos em média + desvio-padrao

# p-valor obtido pelo ajuste do modelo de efeitos mistos com matriz de variancia e covariancia nao estruturada

@ p-valor calculado com ajuste de Bonferroni

ADM=Abductor Digitorum Minini

SMC=Sindromes miasténicas congénitas; OEPC=Oftalmoplegia externa progressiva cronica; MCE=Miopatias
congénitas estruturais

Pela analise da Figura 26, fica claro que para o grupo de pacientes com
SMC as mudancas ao longo do tempo se mostraram expressivas, sendo que 0
tempo 3 mostrou decremento significativamente maior que ostempos 1 e 2 (p =
0,0372 e p< 0,0001), respectivamente. Além disso, pode observar que o tempo
2 mostrou decremento menor que o tempo 1 apos a facilitagdo motora (p =
0,0123). Para os demais grupos essas mudancas ndo se mostraram

significativas.

Podemos observar inclusive que esta rotina permitiu 0 aumento de quase
5% na sensibilidade do masculo Abductor Digitorum Minimi para o diagnéstico
de SMC, com um decremento significativamente maior no tempo 3 (repouso de
2min apdés contragcdo muscular) em relacdo aos tempos 1 e 2, conforme

evidenciado na Tabela 11.
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Figura 26 - Valores do decremento médio do musculo ADM em trés tempos de
andlise (basal, pés esforco muscular maximo, repouso de 2min apd6s esforco)

analisados grupo a grupo

Tabela 11 — Percentual de casos com ER anormal para cada tempo de analise

no musculo ADM em todos os grupos analisados

Tempo analisado SMC OEPC MCE Controles
ADM 1 (%) 6/21 (28,5) 0/20 (0,0) 0/18 (0,0) 0/14 (0,0)
ADM 2 (%) 6/21 (28,5) 0/20 (0,0) 0/18 (0,0) 0/14 (0,0)
ADM 3 (%) 7/21 (33,3) 0/20 (0,0) 0/18 (0,0) 0/14 (0,0)

ER=Estimulacao repetitiva

ADM=Abductor Digitorum Minini

SMC=Sindromes miasténicas congénitas; OEPC=0Oftalmoplegia externa
congénitas estruturais

progressiva cronica;

MCE=Miopatias



4.3 Eletromiografia de fibra tnica com agulha concéntrica (EMGFU-AC)
4.3.1 Analise descritiva das anormalidades da EMGFU-AC entre os grupos

Na maioria dos pacientes e controles, registramos 20 pares de PAFMIs
para cada paciente. Em um individuo do grupo controle, registramos 19 pares e
em quatro pacientes do grupo SMC (individuos 6, 11, 12 2 18 da Tabela 12),
obtivemos 13 pares devido a intolerancia ao exame. Os demais pacientes e
controles estudados permitiram a coleta de 20 pares para analise da EMGFU-

AG.

A analise final do jitter foi considerada anormal tanto em caso de jitter
meédio alterado (> 31 us), quanto em caso de percentual superior a 10% de pares
com jitter individual alterado (> 45 us). Assim, o jitter final resultou anormal em
20 dos 21 (95,2%) pacientes com SMC, sendo apenas normal em um paciente
do grupo SMC, em que tanto a média dos vinte pares analisados (17,1us) quanto
o percentual de pares anormais (5%) resultou dentro dos parametros da

normalidade (caso 10 da Tabela 12).

Considerando apenas o jitter médio, 19 dos 21 pacientes do grupo SMC
(90,5%) apresentaram média dos pares analisados com valor anormal (> 31 us),
variando de 31,3 a 98,5 ps. A Tabela 12 demonstra que apenas a paciente 5
(média limitrofe de 29,9 us) e a paciente 10 (média 17,3 us) apresentaram jitter

médio normal entre os pacientes com SMC.

Com relacéo ao critério de percentual de pares anormais, este mostrou-
se mais sensivel que a andlise do jitter médio, com alteracdo em 20 de 21
(95,2%) dos pacientes do grupo SMC, que apresentaram mais de 10% de pares

com jitter individual anormal (> 45 ps), variando de 15% a 90% (Tabela 12).



Tabela 12 — Caracteristicas neurofisioldgicas dos pacientes com SMC
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A: resultado anormal; N: resultado normal
ER= Estimulac&o repetitiva
SMC=Sindromes miasténicas congénitas
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Pares
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65%
20%
45%
15%
20%
46%
40%
30%
15%
5%
69,2%
58,3%
40%
90%
45%
50%
70%
53,8%
40%
30%

35%

Jitter
médio (ps)

73,4
31,3
58,0
40,1
29,9
42,8
60,6
48
40,1
17,3
98,5
80,2
66,3
89,3
62,8
57,1
70,9
83,6
56,6
47,1

48,2

A Unica paciente do grupo SMC (paciente 10 da Tabela 12) com EMGFU-

AC normal tratava-se de uma mulher de 25 anos, com quadro clinico de queda

palpebral simétrica sem oftalmoparesia, associada a fraqueza proximal com



flutuacdo motora desde a infancia (inicio dos sintomas no primeiro ano de vida),
sem histéria familiar, com mutagdo documentada no gene DOK-7. Como este foi
0 Unico caso deste grupo com EMGFU-AC normal, foi sugerida a realizacédo de
uma segunda analise do jitter agora em outro grupo muscular, que nao o musculo

Orbicularis Oculi, mas a mesma se recusou a prosseguir com o teste.

Curiosamente esta paciente apresentou ER anormal restrita aos
musculos Deltoideus bilateralmente, sem alteracdes nos demais musculos
avaliados, inclusive na face (Figura 27). Antes do seu diagndéstico molecular, a
paciente em questdo ndo havia apresentado resposta satisfatoria com
tratamento com piridostigmina mas obteve melhora parcial com uso de efedrina
50mg 2x. Apos a descontinuacgéo desta ultima medicacdo por efeitos adversos,
a paciente vem em uso de Salbutamol 4mg 2x ao dia, também com melhora

sintomatica parcial.

Os pacientes 11 e 12 do grupo SMC (irm&os com variantes no gene
COLQ) apresentaram ER e EMGFU-AC alterados. Clinicamente, ambos
apresentavam uma clinica de queda palpebral flutuante, oftalmoparesia
moderada, fraqueza apendicular proximal, com histéria familiar positiva. Outros
achados no exame clinico foram a presencga de reflexo pupilar lentificado em
ambos pacientes e sinais de hiperelasticidade articular na paciente do género
feminino. Nenhum dos dois apresentou melhora clinica com tratamento com
piridostigmina ou efedrina, mas evoluiram com resposta clinica parcial ao
salbutamol oral 4mg 2x ao dia, medicacdo mantida nos mesmos até a presente

data.



Do ponto de vista neurofisiologico, uma alteracdo caracteristica
observada na obtencdo de CMAPs nos testes de neuroconducéo, foi a presenca
de duplo potencial motor em multiplos nervos analisados. Este segundo
potencial apresenta, inclusive, um decremento ainda mais evidente no teste de

estimulacao repetitiva, conforme pode ser observado na Figura 28.

SMC=Sindromes miasténicas congénitas
EMGFU-AC =Eletroneuromiografia de fibra inica com uso de eletrodo de agulha concéntrica
DEL=Deltoideus

Figura 27 — Paciente 10 do grupo SMC. A. Evidéncia de queda palpebral leve e
simétrica bilateralmente. B/C. Estimulacdo repetitiva anormal em ambos
musculos DEL, direita e esquerda. D. EMGFU-AC normal no tragado inferior
direito



SMC=Sindromes miasténicas congénitas

CMAP= Compound muscle action potential

EMGFU-AC =Eletroneuromiografia de fibra nica com uso de eletrodo de agulha concéntrica
ER=Estimulagao repetitiva

Figura 28 — Paciente 12 do grupo SMC. A. Evidéncia de hiperelasticidade
presente em pacientes com variantes no gene COLQ. B: presenca de duplo
potencial no CMAP do nervo tibial; C: decremento normal no nervo tibial; D.
EMGFU-AC com amostra de par alterado (valor do jitter de 105 ys); E: presenca
de duplo potencial no CMAP do nervo ulnar; F: decremento >10% observado na
ER do no nervo ulnar

A EMGFU-AC foi anormal em cinco dos 20 (25%) pacientes com OEPC.
Todos esses cinco pacientes mencionados apresentaram um jitter médio
anormal (> 31 us), variando de 35,7 a 46,9 us. Quatro de 20 (20%) apresentaram
mais de 10% de pares com jitter individual anormal (> 45 us), variando de 15%
a 25% (Tabela 13). Todos os cinco casos mencionados apresentavam ao exame
queda palpebral (simétrica ou assimétrica) e oftalmoparesia moderada a

acentuada (oftalmoplegia), sem importante flutuacéo de sintomas.

Vale notar que todos os pacientes do grupo OEPC, incluindo os cinco
casos supracitados, apresentaram teste de ER normal em todos os musculos
avaliados e os cinco que apresentaram EMFGU-AC anormal foram submetidos
a dosagem de anticorpos anti-AchR e anti-MuSK, que resultaram negativos. Os

cinco pacientes também foram submetidos a prova terapéutica com



piridostigmina, mas ndo apresentaram melhora clinica apés semanas de uso de
doses otimizadas. Na Figura 29 podem ser observados exemplos de pares com

jitter individual anormal nos cinco pacientes supracitados.

Tabela 13 — Caracteristicas neurofisiolégicas dos pacientes com OEPC

N Género Idade ER Pares Jitter Pares Jitter médio

coletados Final anormais (us)

1 F 59 N 20 A 15% 44,7

2 M 51 N 20 N 0% 23,9

3 M 34 N 20 N 5% 27,7

4 M 74 N 20 N 0% 22,3

5 M 62 N 20 A 20% 46,9

6 F 48 N 20 N 5% 30,5

7 F 62 N 20 A 15% 35,7

8 F 57 N 20 N 5% 23,7

9 M 48 N 20 N 0% 19,4

10 M 49 N 20 N 0% 20,7
11 F 24 N 20 N 0% 21,5
12 M 59 N 20 A 25% 43,5
13 F 57 N 20 N 0% 27,3
14 F 72 N 20 N 0% 19,4
15 F 27 N 20 N 0% 19,9
16 F 51 N 20 N 5% 24,5
17 M 44 N 20 N 0% 22,3
18 M 14 N 20 A 10% 39,2
19 M 38 N 20 N 0% 21,2
20 F 33 N 20 N 0% 18,4

A: resultado anormal; N: resultado normal
OEPC=0ftalmoplegia externa progressiva cronica
ER=Estimulagéo repetitiva



Caso 1 Caso 5§ Caso 7 Caso 12 Caso 18

OEPC=0ftalmoplegia externa progressiva cronica
EMGFU-AC =Eletroneuromiografia de fibra Gnica com uso de eletrodo de agulha concéntrica

Figura 29 — Exemplos de pares alterados em cada um dos cinco pacientes com
OEPC e EMGFU-AC anormal. O asterisco amarelo indica locais onde ha
bloqueio de impulso

O jitter médio foi anormal em dois dos 18 (11,1%) pacientes do grupo MCE
(individuos 13 e 17 da Tabela 14, com valores médios do jitter em 53,7 us e 32,1,
respectivamente). Entretanto, apenas no paciente 13 da Tabela 14 apresentou
mais de 10% dos pares de PAFMIs alterados (30% dos pares com jitter individual

superior a 45 ps). O bloqueio por impulso esteve presente apenas neste ultimo

paciente (Figura 30).

O primeiro paciente do grupo MCE (caso 13 da Tabela 14) com EMGFU-
AC alterada é um paciente do género masculino, de 16 anos, com fenétipo de
miopatia proximal desde o primeiro ano de vida, sem fatigabilidade clinica, ainda
deambulante, sem queda palpebral ou oftalmoparesia ao exame, com historia
familiar positiva de padrdo recessivo (irm& mais nova acometida) e com

alteracdes do tipo centronuclear na biopsia muscular, com mutag&o confirmada



no gene da RYR1. Foram identificados 6 pares com jitter com MCD >45us, trés

dos quais com bloqueio de impulso significativo, com jitter médio de 53,56us

(Figura 30). A ER neste paciente foi normal em todos os musculos testados.

Realizado teste terapéutico com piridostigmina, sem melhora clinica, sendo

suspenso por efeitos colaterais intoleraveis.

Tabela 14 — Caracteristicas neurofisiolégicas dos pacientes com MCE

N
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A: resultado anormal; N: resultado normal
MCE=Miopatias congénitas estruturais
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Jitter
médio
(ms)
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23,1
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27,0
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29,6
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EMGFU-AC =Eletroneuromiografia de fibra Gnica com uso de eletrodo de agulha concéntrica
MCE=Miopatias congénitas estruturais

MCD=Mean consecutive difference

PAFMIs= Potenciais aparentes de fibra Unica

Figura 30 — EMGFU-AC alterada em paciente 13 do grupo MCE, com miopatia
do tipo centronuclear com mutacdo no gene RYR1. A e B. exemplo de dois dos
seis pares anormais com jitter individual com MCD> 45us; C. exemplo de par
com jitter anormal e bloqueio de impulso, evidenciado pelo asterisco amarelo. D.
PAFMIs com jitter anormal

O segundo paciente do grupo MCE (caso 17 da Tabela 14) com EMGFU-
AC alterada é um paciente do género masculino, de 19 anos, com fenoétipo de
miopatia proximal moderada desde os trés anos de vida, sem fatigabilidade
clinica, ainda deambulante, sem queda palpebral ou oftalmoparesia ao exame,
com historia familiar negativa e com alteragdes do tipo centronuclear na bidpsia
muscular, com mutacdo confirmada no gene da RYR1. Foram coletados e
aceitos 20 pares, dos gquais dois apresentaram jitter com MCD >45us, sem
bloqueio de impulso significativo, mas com jitter médio de 32,23us, preenchendo

critério de exame anormal. A ER neste paciente foi normal em todos os musculos



testados. Realizado teste terapéutico com piridostigmina, também sem melhora

clinica.

A EMGFU-AC foi normal em todos os demais pacientes do grupo MCE,
incluindo o paciente 6 da Tabela 14, que apresentou ER com decremento nos

musculos Deltoideus e Trapezius (Figura 16).

Por fim, a EMGFU-AC foi absolutamente normal tanto na analise do jitter
meédio quanto na analise do percentual de pares anormais em todos os controles
(Tabela 15). A Figura 32 demonstra um exame de pares de PAFMIs com jitter

normal em um paciente do grupo controle.

Tabela 15 — Caracteristicas neurofisiolégicas do grupo controle

N Género Idade ER Pares Jitter Pares Jitter médio

coletados Final anormais (us)
1 M 51 N 20 N 0% 21,3
2 F 51 N 20 N 0% 19,9
3 M 22 N 20 N 0% 24,5
4 M 17 N 20 N 0% 19,4
5 F 51 N 19 N 0% 20,1
6 M 39 N 20 N 0% 25,1
7 M 32 N 20 N 0% 23,1
8 M 33 N 20 N 0% 22,9
9 F 55 N 20 N 0% 19,4
10 F 29 N 20 N 0% 24,1
11 F 49 N 20 N 0% 22,1
12 F 26 N 20 N 0% 22,3
13 M 29 N 20 N 0% 249
14 M 54 N 20 N 0% 21,9

A: resultado anormal; N: resultado normal
ER=Estimulac&o repetitiva
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PAFMIs= Potenciais aparentes de fibra Gnica

Figura 31 — Exemplo de dois pares de PAFMIs com jitter normal em paciente do
grupo controle

Analisando os parametros do jitter médio, percentual de pares anormais
e percentual de pares com blogueio de impulso, podemos observar na Tabela
16 que as trés andlises demonstraram diferenca estatistica entre os pacientes

do grupo SMC em relacdo aos demais grupos (Figura 32).

Tabela 16 — Valores médios de Jitter médio, pares anormais e pares com
bloqueio de impulso por grupo

Grupo”
Variaveis SMC OEPC MC Controles p-valor#
Jitter Médio 57,26 £ 20,75 27,66 +9,24 26,44+7,56 22.24+2,00 < 0,0001
Pares Anormais (%) 42,0+ 21,0 53+0,8 3,9+0,7 0,00 £ 0,00 < 0,0001
Pares com Bloqueio (%) 8,0+1,0 20+£0,4 1,0+04 0,00 + 0,00 < 0,0001

* Valores expressos em média + desvio padrao

# p-valor calculado pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis

SMC=Sindromes miasténicas congénitas; OEPC=Oftalmoplegia externa progressiva cronica; MCE=Miopatias
congénitas estruturais



B

Figura 32 — A. Valores médios do jitter médio por grupo; B. Percentual de pares
com jitter individual anormal por grupo

Vale ressaltar que isoladamente o critério de jitter médio ndo demonstrou
diferenca estatistica entre os grupos OEPC e controles, ndo sendo capaz de
distinguir os dois grupos (Tabela 17). Da mesma forma, a analise do percentual
de pares com bloqueio de impulso tampouco se mostrou capaz de distinguir
pacientes com OEPC e controles ou pacientes com MCE e controles, néo

podendo distinguir os grupos (Tabela 17).

Assim, no grupo OEPC, apenas o percentual de pares anormais se
revelou significativamente distinto dos controles, ao passo que no grupo MCE,
tanto o jitter médio quanto o percentual de pares anormais demonstrou

diferencas entre pacientes e controles.

Por fim, ndo houve diferenca significativa em nenhum dos trés parametros

analisados entre os grupos OEPC e MCE.



Tabela 17- Valores P para comparacédo de jitter médio anormal (> 31 us), jitter
individual anormal (10% de pares com jitter individual acima de 45 ps) e
porcentagem média de pares com bloqueio de impulso

Jitter médio (us)  Pares anormais (%) Pares com bloqueio (%)
SMC versus OEPC 0,0001 0,0001 0,0375
SMC versus MCE 0,0001 0,0001 0,0022
SMC versus Controles 0,0001 0,0001 0,0017
OEPC versus MCE 0,7451 0,7173 0,1839
OEPC versus Controles 0,2272 0,0044 0,0629
MCE versus Controles 0,0174 0,0089 0,9999

SMC=Sindromes miasténicas congénitas; OEPC=Oftalmoplegia externa progressiva cronica; MCE=Miopatias
congénitas estruturais

Individualmente, critério de percentual de pares anormais revelou
sensibilidade de 95,2%, especificidade de 90,4% e acuracia de 91,8%, ao passo
gue o critério de jitter médio revelou sensibilidade de 90,5%, especificidade de

86,5% e acuracia de 87,7% para o diagndstico de SMC na nossa amostra.

Ainda assim, considerando os valores de corte tradicionais para a analise
do jitter obtido por contracdo muscular voluntaria no musculo Orbicularis Oculi
(42), foi possivel observar que muitos casos dos grupos OEPC (20% da amostra
utilizando o critério de pares anormais e 25% da amostra utilizando o critério de
jitter médio) e MCE (5,5% da amostra utilizando o critério de pares anormais e
11,1% da amostra utilizando o critério de jitter médio) apresentaram resultado

final do jitter anormal (Figura 33).

Assim, considerando qualquer dos critérios analisados, obtivemos uma
alta sensibilidade (95,2%) e acuracia (89%) para detectar anormalidades na
EMGFU-AC em pacientes com SMC na nossa amostra de pacientes, porém as

custas de uma baixa especificidade geral (86,5%).

Dessa forma, com a finalidade de atingir a especificidade maxima (100%)
para detectar anormalidades na andlise do jittter em pacientes com SMC em
nossa seérie, analisamos curvas ROC (Figura 34). Construimos a primeira curva

ROC utilizando os valores médios do jitter dos 21 pacientes do grupo SMC



comparando-os com todos os demais pacientes e controles. Nesta curva, o0 ponto
de corte que proporcionou a maior especificidade (100%) para identificar SMC

na nossa amostra foi 54 ys para o jitter médio.
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SMC=Sindromes miasténicas congénitas; OEPC=Oftalmoplegia externa progressiva crénica; MCE=Miopatias
congénitas estruturais

Figura 33 — A. Distribuicdo de pacientes e controles conforme o jitter médio
utilizado o ponto de corte tradicional de 31 ps. B. Distribuicdo de pacientes e
controles conforme o percentual de pares com valores individuais de jitter
anormais utilizado o ponto de corte tradicional de 10%

Construimos a segunda curva ROC utilizando a porcentagem de pares

com jitter individual anormal (> 45 ps) dos 21 pacientes do grupo SMC

comparando-os com todos os demais pacientes e controles. O ponto de corte



que proporcionou a maior especificidade (100%) para identificar SMC na nossa

amostra foi de 30% de pares anormais.
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ROC=Receiver Operating Characteristic
SMC=Sindromes miasténicas congénitas

Figura 34- A curva para a caracteristica operacional receptora (ROC) para
parametros de jitter em pacientes com SMC. A. O valor médio de jitter (us) é
mostrado para o corte de referéncia multicéntrico (31 us), e o corte alternativo
de 54 ps é usado para maxima especificidade. B. O percentual de valores de
jitter anormal é mostrado para o corte de referéncia multicéntrico (percentual
superior a 10%), e um corte alternativo superior a 30% é usado para a
especificidade maxima

A analise dos critérios novos combinados (um corte de 54 s para o jitter
médio e/ou ou a presenca de pelo menos 30% pares com jitter individual
anormal) mostrou uma especificidade maxima de 100%, o que permitiu descartar
os casos de OEPC e MCE com EMGFU-AC inicialmente anormal (Figura 35), as
custas de uma notavel queda na sensibilidade global de 95,2% para 66,6%, sem

perda de acuracia (na verdade foi observado um ligeiro aumento de 89% para



90,4% em relacdo aos resultados do estudo multicéntrico), conforme podemos

observar na Figura 36.
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Figura 35- Os valores médios de jitter (analisado com novo corte >54 ps) e o
percentual de valores individuais anormais (analisado com novo cortes > 30%
de pares com valor de jitter individual acima de 45 us) permitiu separar melhor
os pacientes com SMC dos demais pacientes com jitter alterado, tanto do grupo
OEPC quanto do grupo MCE



100
100 95,2

90
80
70
60
50
40
30
20
10

SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE ACURACIA

M Jitter (Corte Tradicional) M Jitter (Corte Novo)

ROC=Receiver Operating Characteristic

Figura 36- Andlise comparativa da sensibilidade, especificidade e acuracia da
andlise do jitter utilizando os valores de cortes tradicionais e os valores obtidos
pela curva ROC

4.4 Andlise combinada das técnicas de estimulacéo repetitiva e EMGFU-AC

Os dois unicos pacientes do grupo SMC com teste ER normal em todos
0s seis musculos avaliados (individuos 6 e 9 da Tabela 12), apresentaram
analise do jitter anormal. Da mesma forma, a Unica paciente do grupo SMC que
apresentou EMGFU-AC com jitter normal (paciente 10 da Tabela 12), apresentou
ER alterada no muasculo Deltoideus (decremento de 17%). Assim, todos 0s
pacientes do grupo SMC apresentaram ER e/ou EMGFU-AC anormais,

conforme podemos observar melhor na Tabela 18.

No grupo OEPC, todos os vinte pacientes apresentaram ER normal,
inclusive os cinco pacientes com jitter anormal (pacientes 1, 5, 7, 12 e 18 Tabela
13). No grupo MCE, por sua vez, apenas um paciente (individuo 6 da Tabela 14),

apresentou ER anormal, mas com jitter normal. Outros dois pacientes deste



grupo (pacientes 13 e 17 da Tabela 14) apresentaram jitter anormal, porém com
ER normal. Assim, nenhum paciente dos grupos OEPC e MCE apresentaram ER

e jitter anormais ao mesmo tempo (Tabela 18).

Considerando os critérios tradicionais de anormalidade para ambas as
técnicas (ER e EMFGU-AC), se um paciente apresenta ambas as técnicas
neurofisiolégicas anormais, atinge-se sensibilidade de 85,7%, especificidade de
100% e acuracia de 95,8% para o diagnostico de SMC na nossa amostra. Assim,
todos os pacientes na nossa amostra que apresentaram ER e EMGFU-AC
anormais ao mesmo tempo pertencem exclusivamente ao grupo SMC (Tabela

19).

Caso apenas pelo menos uma das técnicas (ER ou EMGFU-AC)
apresente anormalidades, a sensibilidade é de 100% para o diagndéstico de SMC
na nossa amostra (Tabela 19), mostrando como essas técnicas combinadas tem
alto poder de triagem diagnéstica, ainda que com baixa especificidade (84,6%)

neste cenario.

Tabela 18 — Analise combinada das técnicas de ER e EMGFU-AC entre os
grupos

Grupo
Variaveis SMC OEPC MC Controles
Jitter anormal (%) 20 (95,24) 5 (25,00) 2(11,112) 0 (0,00)
ER anormal (%) 19 (90,48) 0 (0,00) 1(5,5) 0 (0,00)
Jitter e/ou ER anormais (%) 21 (100,00) 5 (25,00) 3 (16,7) 0 (0,00)
Jitter e ER anormais (%) 18 (85,71) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)

ER=Estimulagao repetitiva
SMC=Sindromes miasténicas congénitas; OEPC=0ftalmoplegia externa progressiva cronica; MC=Miopatias congénitas



Tabela 19- Valores de Sensibilidade, Especificidade e Acuracia para distinguir
0s pacientes com SMC entre 0s grupos por meio da analise combinada de ER
e EMGFU-AC

Parametro Sensibilidade Especificidade Acurécia
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Jitter 95,24 (76,18; 99,88) 86,54 (74,21; 94,41) 89,04 (79,54; 95,15)
ER 90,48 (69,62; 98,83) 98,08 (89,74; 99,95) 95,89 (88,46; 99,14)
Jitter e/ou ER 100,00 (83,89; 100,00) 84,62 (71,92; 93,12) 89,04 (79,54; 95,15)
Jitter e ER 85,71 (63,66; 96,95) 100,00 (93,15; 100,00) 95,89 (88,46; 99,14)

ER=Estimulacéo repetitiva

SMC=Sindromes miasténicas congénitas

EMGFU-AC =Eletroneuromiografia de fibra Gnica com uso de eletrodo de agulha concéntrica
IC=Intervalo de confianca



5. Discussao

Um diagndstico de SMC é confirmado usando técnicas moleculares, como
sequenciamento de proxima geracao (74). Esse teste é especialmente Util para
essa condicdo, para a qual existem muitos genes causadores (75). No entanto,
em alguns casos, o diagnostico molecular é inconclusivo, seja porque a variante
genética nao foi identificada ou porque a variante identificada tem significado
incerto (75, 76). Em tais pacientes, as pistas diagndsticas sao neurofisiologicas,

como a avaliacdo da ER (77, 78) e a analise do jitter (75, 79).

Nossos resultados confirmaram a alta acuracia dos estudos
neurofisiolégicos (ER e EMGFU-AC) para detectar anormalidades em pacientes
com SMC. Os testes foram especialmente Uteis para diferenciar essa condicdo

de miopatias com apresentacdes clinicas semelhantes, como a OEPC e a MCE.

Vérios estudos mostram decremento anormal (16, 30-32) ou aumento do
jitter em pacientes com SMC, independente da técnica realizada (16, 20, 30-32).
Nosso trabalho avaliou 21 pacientes com varias formas genéticas de SMC, 19
dos quais tiveram um decremento anormal (sensibilidade de 90,4%) e 20 dos
quais tiveram um jitter anormal (sensibilidade de 95,2%). Nosso protocolo ER
com avaliacéo de seis grupos musculares distintos mostrou uma sensibilidade
maior do que em estudos anteriores com pacientes com SMC (16, 30-32). O
musculo Deltoideus alcangou a melhor acuracia individual. Além disso, notamos

que a combinacdo de dois musculos faciais ou dois musculos proximais da



cintura escapular apresentou melhor acuracia individual do que o estudo dos

dois musculos distais.

Uma forma de aumentar ainda mais a sensibilidade da ER é por meio de
técnicas de facilitacdo (77), que pode ser realizada em qualquer masculo, e no
nosso trabalho foi realizada de rotina no musculo ADM. Observamos 5% de
aumento na sensibilidade final para o identificar SMC na nossa amostra,

justificado uso da técnica de facilitacédo de rotina.

Nossos resultados também demonstraram que a sensibilidade da analise
de jitter em pacientes com defeito de transmissdao neuromuscular usando EAC
foi semelhante aos resultados de estudos de com eletrodo de fibra Unica (34,
40). Apenas dois pacientes com SMC apresentaram valores normais de
decremento, mas ambos tinham parametros de jitter anormais, confirmando que
esta Ultima técnica é aquela com maior sensibilidade. Além disso, apenas um
paciente com SMC apresentou parametros de jitter completamente normais.
Vale ressaltar que em casos como este, altamente suspeitos de tratarem-se de
disturbios da transmissdo neuromuscular, recomenda-se que um segundo

musculo seja testado, selecionado com base nos achados clinicos (80).

Nesse caso em patrticular, o Unico paciente do grupo SMC com jitter normal
recusou-se a prosseguir com um segundo teste muscular. No entanto, esse
paciente apresentou um decremento superior a 10% na ER, restrito ao musculo
Deltoideus. Assim, todos os pacientes com SMC em nosso estudo apresentaram

pelo menos uma anormalidade eletrofisiologica da transmissdo neuromuscular.

Para detectar anormalidades da transmissao neuromuscular em pacientes

com SMC, obtivemos uma sensibilidade geral de 90,5%, uma especificidade de



98,1% e uma acuracia de 95,9% usando os testes de ER e uma sensibilidade
geral de 95,2%, especificidade de 86,5% e acuracia de 89% usando a EMGFU-

AC. Esses resultados sdo condizentes com a literatura (16, 32, 71, 81)

Jitter anormal ja foi descrito em pacientes com miopatias, inclusive as de
origem mitocondrial, com a propria OEPC (53, 54, 63) e em MCE (48, 59-61, 66,
82, 83). A fisiopatologia e 0 mecanismo preciso dos defeitos de transmissao
neuromuscular nestes pacientes permanecem desconhecidos, mas deve estar
relacionado a um defeito metabdlico da prépria juncdo neuromuscular (48). As
manifestacdes clinicas de pacientes com OPEC ou MCE podem se sobrepor
agueles com SMC, especialmente quando se apresentam como um
envolvimento ocular puro, o que dificulta ainda mais sua distincdo na pratica

clinica (48).

Em nosso estudo, cinco pacientes com OPEC e dois pacientes com MCE
(ambos com miopatia centronuclear e mutacdo no gene da RYR1)
demonstraram jitter aumentado. Este achado suporta as observacfes anteriores
acerca das limitacbes da analise de jitter em pacientes com miopatias no que
tange a sua especificidade para o diagnéstico de uma disfuncédo real da jungéo

neuromuscular (37, 48, 53, 54).

Uma forma de minimizar esses erros € utilizar a combinagdo de técnicas.
Pudemos observar que na nossa amostra, apenas pacientes com SMC
apresentaram tanto decremento na ER quanto jitter anormal na EMGFU. Ao
passo que nenhum paciente do grupo SMC apresentou ambos 0s exames
normais. Assim, a combinacdo de técnicas pode ao mesmo tempo oferecer

grande poder de triagem (sensibilidade maxima quando um dos dois exames €



anormal) e grande poder de exclusdo de casos sem defeito primario da JNM

(especificidade maxima quando ambos 0s exames sdo anormais).

Apesar disso, apenas analisando os parametros do os valores de referéncia
tradicionais para andlise de jitter obtido por contracdo muscular voluntéria do
musculo Orbicularis oculi com o0 uso de EAC, mesmo por meio da combinacéo
de técnicas, nao foi possivel diferenciar completamente pacientes com SMC de

pacientes com miopatia (OEPC e MCE).

Para tentar melhorar a distingdo destes grupos de pacientes, projetamos
uma curva ROC para estabelecer o melhor ponto de corte com a maior
especificidade e sem falsos positivos para os valores médios de jitter e para a

porcentagem pares com jitter individual aumentado.

Descobrimos que nenhum individuo fora do grupo SMC apresentou um
jitter médio superior a 54 ps ou mais de 30% de pares com jitter individual

anormal (> 45 ps).

Embora a sensibilidade do exame tenha reduzido progressivamente com o
aumento do valor de corte (95,2% no corte do estudo multicéntrico versus 66,6%
para os novos valores de corte), a acuracia final foi levemente superior com o

novo corte (89% versus 90,4%, respectivamente).

Considerando que nenhum dos pacientes com miopatia (cinco individuos
do grupo OEPC ou cinco individuos do grupo MCE) com ENMGFU-AC anormal
tenha apresentado um jitter médio superior a 54 ys ou mais de 30% de pares
anormais, pode-se sugerir que um valor de corte aumentado possa ajudar a
reduzir a proporcéo de erros do exame, especialmente em pacientes com ER

normal, como é o caso dos sete pacientes mencionados. Esse novo ponto de



corte pode ser usado em casos duvidosos, em que ha necessidade de maior

certeza diagnéstica.

Vale ressaltar que nosso estudo apresenta algumas limitacdes.
Primeiramente, estudamos um namero relativamente pequeno de pacientes, 0
que pode ser justificado pela raridade das doencas avaliadas e pelo fato de o

estudo ter sido realizado em um Unico centro.

Além disso, uma vez que nem todos os subtipos de SMC ou MCE foram
incluidos por uma indisponibilidade na amostra, ndo podemos presumir que
Nossos resultados sejam universais e homogéneos para todos os pacientes com
essas condicbes. Por exemplo, pacientes com deficiéncia de acetilcolina
transferase (SMC pré-sinaptica) ou muta¢des no canal de sodio (SMC sinaptica)
podem requerer testes de ER prolongada ou exercicios prolongados para

provocar um decremento patoldgico e ndo foram incluidos em nosso estudo.

Em segundo lugar, o protocolo de ER foi limitado a pesquisar o decremento
muscular em repouso por meio da estimulacdo elétrica de baixa frequéncia
(3Hz). A pesquisa de decremento pode ser facilitada pela realizagéo de esforco
muscular e / ou por meio da estimulagéo em frequéncias mais altas, podendo ser
muito Gtil no diagndstico de alguns tipos de SMC (84). No entanto, nosso estudo
foi possivel usando a estimulacéo padréo de 3 Hz que é mais confortavel para

0S pacientes.

Terceiro, a média etaria dos pacientes com CMS e MCE era geralmente
maior do que a da maioria dos pacientes com OEPC, e por isso néo foi possivel

parear todos 0s grupos por idade.



Isso tem menor implicagdo se considerarmos que nenhum paciente
avaliado tinha idade inferior a 12 anos. Sabe-se que em criancas nao
cooperativas ou muito pequenas, a ER pode ser realizado sob sedacéo, e a
andlise de jitter é geralmente realizada com estimulacdo elétrica e ndo sob
contracao voluntaria. A escolha de pacientes e controles com idades maiores e
maior poder de cooperacado permitiu que de modo geral a aplicacdo dos testes
neurofisiolégicos fossem uniformes entre todos 0s grupos, permitindo uma

comparacao mais realista, ainda que ndo exatamente pareada por idade.

Uma limitacao adicional deste estudo foi que o jitter foi medido apenas no
musculo Orbicularis oculi. Trata-se de musculo altamente sensivel para analise
do jitter em pacientes com MG autoimune (73), e por isso foi nosso musculo de
escolha. No nosso trabalho, apesar da alta sensibilidade da EMGFU-AC para
diagnéstico de SMC utilizando um Unico muasculo, seria recomendavel que um
segundo musculo fosse testado sempre que a EMGFU-AC resultasse normal
(85), podendo aumentar ainda mais a acuracia da técnica. Entretanto, por
questdes metodoldgicas e de tolerdncia do paciente, apenas um musculo foi
avaliado. Assim, seria muito relevante no futuro testar outros musculos

clinicamente envolvidos em cada uma dessas condigdes.

No entanto, por se tratar de um estudo unicéntrico, algumas vantagens
devem ser consideradas, como a utilizagdo do mesmo equipamento, a
colaboracdo da mesma equipe na investigacdo e a utilizacdo da mesma

metodologia e todos os pacientes, permitindo resultados mais homogéneos.



6. Conclusdes

Em concluséo, a analise de jitter por meio da EMGFU-AC e os testes de
ER sado ferramentas eletrofisioldgicas Uteis para detectar anormalidades da
transmissao neuromuscular em pacientes com SMC, assim como 0 sdo para

pacientes com Miastenia Gravis.

Eles apresentam elevadas especificidade e acuracica quando ambos 0s
testes sdo anormais, mesmo considerando o corte tradicional para analise de

jitter.

O protocolo de ER, incluindo os musculos faciais e da cintura escapular, é
altamente eficaz e acurado e pode ser util para casos com valores de jitter

limitrofes.

Finalmente, em pacientes com decremento normal nos testes de ER, a
analise de jitter pode atingir especificidade ainda maior para detectar
anormalidades da transmissao neuromuscular em pacientes com SMC utilizando
valores de cortes superiores a 54 us para o jitter médio ou valores de cortes
superiores a 30% para o percentual de pares com valores anormais de jitter

individual.
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O exame de eletroneuromiografia serve para diferenciar doencas dos
nervos, dos musculos e da jungéo entre eles. E um exame simples, seguro e
existe ha mais de 30 anos. Ele possui duracdo média de 1 hora e meia ao todo
e possui basicamente quatro etapas. A primeira etapa serve para avaliar o
funcionamento dos nervos (eletroneuromiografia convencional). A segunda
etapa (estimulacéao repetitiva) € feita com realizacdo de 6 estimulos elétricos
repetidos que sao feitos em 4 a 6 nervos diferentes da face, pescoco, braco e
perna, com a finalidade de observar se as respostas musculares sdo normais ou

apresentam fadiga, que pode ser calculada pelo aparelho. A terceira etapa



(eletroneuromiografia por agulha) consiste na avaliagdo do musculo e da
contracdo muscular, por meio da insercdo de uma fina agulha em musculos da
face, braco e perna, que devem ser contraidos voluntariamente por alguns
segundos para que se possa fazer a avaliacao eletronica da sua funcionalidade.
Por fim a quarta parte do exame (eletromiografia de fibra Unica), consiste na
avaliagdo das menores partes dos musculos, as fibras musculares. Esse teste é
semelhante ao teste anterior e envolve a insercdo de uma fina agulha em um
musculo da face, conhecido como orbicular dos olhos. Solicitamos que o
paciente realize a contragdo voluntaria do olho por alguns segundos a minutos,
com a intengdo de avaliar se a jungdo do nervo e musculo esta funcionando
normalmente.

Apesar de ndo apresentar risco, existe um certo desconforto relacionado
a estimulacao nervosa devido a sensacao de choque que ela produz. A pele ndo
sofre nenhuma queimadura ou lesé@o por conta do exame. Quanto as etapas com
uso de agulha, essa parte do exame pode causar um certo desconforto
relacionado a insercdo da agulha nos musculos avaliados, e em alguns
pacientes, pode haver formacdo de pequenas manchas roxas na pele, que
devem desaparecer em questao de dias. O examinador usa agulhas finas e
avalia 0 menor nimero de musculos possiveis para minimizar o desconforto dos
pacientes.

Durante o exame, o paciente deve ficar confortavel, em repouso, deitado
na maca, podendo ficar acompanhado de familiares durante todo o tempo. Em
caso de necessidade de interrupcéo, o exame pode ser realizado ap0s a parada
sem problemas. Na maioria dos casos, pode ser concluido em uma Unica visita
ao hospital, mas se for necessario pode ser dividido para maior tolerancia dos
pacientes.

Com essas todas etapas do estudo, conseguimos avaliar se ha
funcionamento normal ou ndo dos nervos, musculos e da juncdo dos nervos e
musculos. A nossa intengdo com o trabalho € justamente utilizar os dados da
eletroneuromiografia em pacientes com diagndsticos de doencas raras do
musculo (miopatia mitocondrial, Miopatia Congénita) e da juncéo do nervo e do
musculo (Miastenia Congénita) e assim definir se existe alguma forma mais

detalhada de diferenciarmos essas doencas por meio da eletroneuromiografia.



Se vocé acompanha em nosso ambulatério de neurologia e possui o diagnéstico
de alguma dessas doencgas citadas, vocé serd convidado a participar do nosso
trabalho. A realizacdo do exame traz o beneficio de refinar o diagnéstico da sua
doenca e ao permitir o uso dos seus dados, permite que possamos diagnosticar
outros pacientes com doencgas semelhantes no futuro.

Caso nunca tenha feito esse exame previamente, realizaremos todas as
suas quatro etapas, apds seu consentimento e utilizaremos os dados coletados
no nosso estudo. Caso voceé ja tenha feito alguma parte desse exame em nosso
servico, realizaremos apenas as etapas complementares e utilizaremos os
dados coletados no nosso estudo. Se todas as etapas do exame ja tiverem sido
feitas por nossa equipe, apenas revisaremos 0s resultados e solicitaremos sua
autorizacdo para uso dos dados no nosso trabalho.

Em caso de vocé tiver menos de 18 anos (menor de idade), esse termo
especial conhecido como termo de Assentimento deve ser assinado, 0 que
significa que vocé concorda em fazer parte de um grupo de criancas e
adolescentes para participar de uma pesquisa. Para isso precisamos da
autorizacdo e assinatura de seus pais ou de um responsavel legal para incluir
seu caso no estudo.

Se por algum motivo vocé ou seu responsavel ndo autorizar o uso dos
seus dados no trabalho, ndo havera problemas, pois seu tratamento no
ambulatério continuard normalmente, sem nenhum prejuizo no seu
acompanhamento. Mas caso seja permitido usar os dados do exame no N0sso
trabalho, vocé estard ajudando outras pessoas com suspeita de todas essas
doencas raras no futuro. Em qualquer etapa da pesquisa, vocé tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de duvidas. O
principal investigador € o Dr. Vitor Marques Caldas, que pode ser encontrado no
telefone (11) 987051570 e no e-mail vitorcaldasm@gmail.com. Se vocé tiver
alguma consideracao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 50
andar — tel: (11) 2661- 6442 ramais 16, 17, 18, ou (11) 2661-7585; e-mail:
cappesg.adm@hc.fm.usp.br

Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Avaliagcdo de

distarbio da juncdo neuromuscular em pacientes com miastenia congénita,



miopatia congénita ou miopatia mitocondrial confirmadas”. ~Eu discuti as
informacdes acima com o pesquisador responsavel (Dr Vitor Marques Caldas)
sobre a minha deciséo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim os
objetivos, os procedimentos, os potenciais desconfortos e riscos e as garantias.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo, assino este termo de

consentimento e recebo uma via rubricada pelo pesquisador.
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Anexo B- Ficha clinica dos pacientes estudados

pacientes com miastenin congénita, miopatia congénita estrutural ¢ miopatia
b mitocondrial: anilise quantitativa.
Setor de Eletroneuromiografia da Divisio de Clinica Neurolégica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo

I V” Projeto de Pesquisa: Avaliacio eletrofisiologica da jungiio neuromuscuolar em PN

PROTOCOLO DE AVALIACAO CLINICA

Dados técnicos e demograficos

Meédico avaliador: Data: /[  Aparelho (jitter)

Nome do paciente:__ Género: masc ( ) fem ( )
Registro HC: Idade: DN:

Endereco CEP:

Telefone domiciliar:( ) Telefone celular: ()

Dados Clinicos

Idade aproximada de inicio dos sintomas:

Historia familiar semelhante ( ) ndo ( ) sim Padr&o de heranca:

Ptose: () ausente () simétrica () assimetriapiora ___ ( ) unilateral direita ( ) uni esq.
Oftalmoparesia: () ausente ( ) incompleta ( ) acentuada ( ) olhar congelado

RS( RI( ) RL( ) RM( )OS ( ) Ol ( ) Foria( )

Diplopia: () ausente () presente Disfagia: ( )ausente ( ) presente
Disfonia: () ausente ( ) presente Disartria: () ausente () presente

Prova do gelo: ( ) negativa ( ) positiva Prova medida em cm:

Flutuagdo de sintomas: ( ) ausente ( ) subjetiva ( ) objetiva — fadigabilidade
Fraqueza em musculatura cervical: () ausente () presente

Fraqueza apendicular: ( ) ausente ( ) proximal ( )distal ( ) proximal e distal ( )
astenia

Escala de Forc¢a 0-5: Total 120

Cadeirante: ( )ndo( ) apenas foradecasa ( ) cadeirante todo tempo

Apoio: () apenas para levantar ( ) duplo apoio para andar ( ) apoio
unilateral para andar

Reflexos: normoativos ( ) hipoativos ( ) abolidos (

)

Retinose pigmentar na fundoscopia: ( )ndo ( )sim

Cardiopatia: () ausente ( ) estrutural FEVE% ()arritmia

Encefalopatia: ( ) Atraso cognitivo: () Escolaridade (anos): Ocupacao:

Espirometria Dispnéia: () sim () ndo CPAP noturno: ( )sim () nao



Medicacoes de uso atual ou prévio:

Anticolinesterasico (se sim, dose atual ): (tempo de uso):

Resposta a anticolinesterasico () ndo( ) parcial ( ) duvidosa ( ) significativa

Ja fez uso de imunossupressor ( )ndo( ) sim

Outros: betabloqueador () bloqueador de canal de célcio () toxina botulinica ()
Multivitaminicos e coenzima Q10:

Exames relevantes para diagnéstico etioldgico
CPK méxima CPK atual Aldolase Lactato

Biopsia muscular ( // ):

Autoanticorpos se
disponiveis:

Teste
genético:

Funcdo tireoidiana:

Dados da ENMG- Avaliador/Data:

Estudo de conducéo (resumo): () normal () alterado

Estimulacéo repetitiva: TA ADM / / DEL TPZ NAS (0]0)

EMG hemicorpo: () normal () miopatico () neurogénico
QEMG:( )delt __ ( )biceps___ ( )vasto___ ) outro
Jitter OO (lado ): total de pares____outliers_ media__
Valor de cada
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Abstract

This study was designed to mmlyzc the sensitivity. spccmcny md accuracy of jlﬂcf hined with repetitive nerve
(RNS) in congenital myasth drs (CMS), ch T halmoplegia (CPEQ), and congenital myopathies (CM).
Jitter was obtained with a conccnmc needle electrode during \olumn.ry uuvanon of the Orbicularis Oculi muscle in CMS (n=21), CPEO
(n=20), and CM (n= 18) paticnts and in controls (n=14). RNS (3Hz) was performed in six different muscles for all patients (Abductor
Digiti Minimi, Tibialis Anterior, upper Trapezius, Deltoideus, Orbicularis Oculi, and Nasalis). RNS was abnormal in 90.5% of CMS paticnts

and in only one CM patient. Jitter was abnormal in 95.2% of CMS, 20% of CPEO, and 11.1% of CM patients. No patient with CPEO or

CM presented a mean jitter higher than 53.6 ps or more than 30% abnormal individual jitter (> 45 ps). No patient with CPEO or CM and
mild nhnnrmal ]I!lcf values presented an abnormal decrement. Jitter and RNS are valuable tools for diagnosi ular

lities in CMS ¢
(= 45 pus) strongly suggests CMS compamd with CPEO and CM.
© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.

A mean jitter value above 53.6 s or the presence of more than 30% nbnormnl individual jitter

Keywords: Congenital myasthenic syndrome; Jitter: Single-fiber el yography; C needle electrode; Chronic prog:
hihalmonteria: C. ital b
L. Introduction ranges from mild to disabling weakness, sometimes with

Congenital myasthenic syndrome (CMS) comprises
inherited diseases in which the safety margin of
neuromuscular transmission is impaired [ 1]. It is characterized
by fatigue and fluctuating or fixed weakness in extraocular,
facial, bulbar, truncal, respiratory, or limb muscles [1.2].
Weakness typically begins in young children but can also
appear in teens or adults. The clinical severity of CMS

* Comesponding author.
E-mail address: edmus zanoeli@ usp b (E. Zanoteli).

hatpsfdod.org/ 10, 10164 nmd 202010002
0960-8966/0 2020 Elsevier B.V. All nghts reserved,

respiratory insufficiency and premature death [2.3]. Due to
this wide clinical variability, which occasionally appears
without fatigability or fluctuating weakness, CMS diagnosis
is a clinical challenge. In addition, it can be challenging to
differentiate CMS from acquired Myasthenia Gravis (MG)
and other nonjunctional neuromuscular disorders, such as
congenital myopathies (CM) and mitochondrial myopathies,
especially chronic  progressive external ophthalmoplegia
(CPEO), because the phenotypes may overlap. This
distinction is clinically critical, as CMS is often responsive
to specific symptomatic treatment [2.3].
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Abstract

The most common causes of congenital myasthenic syndromes (CMS) are CHRNE mutatioas, and some pathogenic allelic
variants in this gene are especially frequent in certain ethnic groups. o the southern region of Brazil, u study found the
€. 130dupG CHRNE mutation in up to 33% of families with CMS. Here, we aimed 1o verify the frequency of this mutation
among individusls with CMS in & larger cobort of CMS patients from different areas of Brazil and 10 characterize clinical
features of these patients. Eighty-four patients with CMS, from 72 families, were clinically evalusted and subminted 1o direct
sequencing of the exon 2 of CHRNE. The ¢.130dupG mutation was found in 32 patients (23 fumilies), with 26 patients (19
families, 26.3%) in homozygosis, confirming its high prevalence in different regions of Brazil. Among the homozygous
patients, the following charucteristics were frequent: onset of symptoms before 2 yeurs of age (92.3%), listde functionul
restriction (92.3% ), fluctuating symptoms (100% ), ocular muscle impairment (96.1%), prosis (100%), limb weakness (88.4% ),
response to pyridostigmine (100%), factal tnvolvement (77%), and bulbar symptoms (70.8%), The pretest probability of
finding at least one allele harbouriag the ¢ 1 30dupG mutation was 38.1%. Selecting only patients with impaired eye move-
ment together with limb weakness and improvement with pyridostigmine, the probability increases 1o 7225 This clinical
pre-selection of patients is likely & useful tool for reglons where CHRNE mutations huve 4 founder effect. In conclusion, the
CHRNE mutation ¢. 1 30dupG leads to fairdy benign natarl course of the disease with relative homogeneity.

Keywords Congenital myasthenic syndrome - Newromuscular junction - CHRNE - Acetylcholine receptor - Pynidostigmine

Introduction

Congenital myasthenic syndromes (CMS) are a group of
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cular ransmission is impaired. The phenotype is variable,
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CMS causative genes adds to the ditficulty of establishing
the correct moleculur disgoosis, and knowing the exact type
of CMS has implications foe appropriate care of the patients
[1, 3]. However, CHRNE mutations account for up to 50%
of all CMS |3, 4). Other genes that more commonly lead 10
CMS are DOK7, COLQ, and RAPSN |5, but the frequency
of the affected genes varies uccording to the studied geo-
graphic region and popalation (6, 7).

Although there are several CHRNE mutations described,
some pathogenic allelic variants ure especially frequent in
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Moreover, it suggests that RAPSN CMS may be
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1. Introduction

Congenstal myasthenic syndrome (CMS) compnises a het-
erogencous group of genetic disorders in which the safety
factor of the neuromuscular transmission (NMT) is impaired.
These disorders are cuused by defects in proteins that are es-
sential for malntaining the integrity of the NMT. So far, moee
than 30 genes have been described harboring CMS causative
vartants |11, and ¢linical dlagnosis may be difficult |2.1]. Af.
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ter CHRNE, the RAPSN gene, which encodes the protein rap-
syn, Is the most common CMS-related gene 4] Rapsyn is o
postsynaptic protein essential for clustering and anchoring the
acetylcholine receptor (AChR) in the postsynaptic membrane.
Mutations in rmpsyn compromise the safety margin of NMT
by causing endplite AChR deficiency [5). The pathogenic
variunt p.NSEK (¢.264C ~ A) is very commonly found in Eu-
ropean CMS patients, and there s evidence of » founder effect
|6.7).

Two distinct RAPSN-related phenotypes have been de-
scribed: (1) an carly-omset phenotype peeseating at birth or
in Infancy with eventual presence of arthrogryposis, hypoto-
nia, apoeic crisiy, and feeding difficulties; and (2) i late-onset



