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Resumo

Estephan EP. Estudo clinico e molecular das sindromes miasténicas congénitas

[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séao Paulo; 2020.

Sindromes miasténicas congénitas (SMC) constituem um grupo raro de doencas
genéticas com fenotipo muitas vezes dificil de distinguir clinicamente entre elas.
Ha ainda sobreposicao de aspectos clinicos de SMC com algumas miopatias.
Dessa forma, uma melhor caracterizacéo clinica das diferentes formas de SMC
seria de grande importancia. O presente estudo teve 0s seguintes objetivos: 1)
caracterizar clinicamente os pacientes com SMC em nosso meio; 2) identificar
mutacBes mais frequentes em genes que causam SMC em nosso meio; 3)
correlacionar as mutacfes encontradas com o quadro clinico dos pacientes.
Assim, foram analisadas caracteristicas clinicas, histoldgicas e eletrofisiologicas
de uma coorte de 79 pacientes (57% mulheres) com suspeita de SMC um
servico terciario no Brasil. Estes pacientes eram de 68 familias ndo relacionadas,
com idades entre 1 e 69 anos (média: 26,7). As caracteristicas clinicas
observadas foram correlacionadas com o diagndstico molecular final. Foram
coletados dados de avaliagdes clinicas e exames auxiliares e amostras de
sangue foram submetidas a testes moleculares, incluindo sequenciamento de
nova geracdo, tal qual exoma, para aqueles ndo diagnosticados por
sequenciamento Sanger de regides estratégicas dos principais genes. Apos
analise molecular, os casos foram estratificados em quatro categorias:
diagndstico confirmado de SMC (51 pacientes), diagnéstico de condi¢cdo nao-
SMC (cinco pacientes), diagnéstico provavel de SMC (sete pacientes) e casos
nao resolvidos (16 pacientes). Os achados clinicos foram comparados entre o
grupo com diagndéstico molecular confirmado de SMC e os grupos: nao resolvido
e ndo-SMC. Pacientes classificados como provaveis SMC foram excluidos da
comparacao. CHRNE foi o gene afetado em 22 familias, seguido por RAPSN
(n=5), COL13A1 (n=3), DOK7 (n=3), COLQ (n=2), GFPT1 (n=2), SCN4A (n=1),
CHAT (n=1), CHRNAL1 (n=1) e GMPPB (n=1). Foram significativamente mais
frequentes nos casos confirmados de SMC: presenca de historia familiar;

alteracbes motoras na primeira infancia; presenca de fraqgueza de membros,



fraqueza facial, fraqueza mastigatodria, crises miasténicas frequentes, alteracdes
eletrofisioldgicas do defeito da juncdo neuromuscular e alteragBes miopaticas
leves na biépsia muscular. Nenhum caso com sintomas exclusivamente oculares
foi confirmado como SMC, o que também foi estatisticamente significante. Em
contraste, nos casos ndo-SMC, a deficiéncia intelectual foi significativamente
mais frequente e as alteragdes eletrofisiologicas menos frequentes. Concluimos
gque CHRNE foi o principal gene envolvido, e mutagcdes em RAPSN foram
relevantes em nossa populacéo. A pesquisa de mutagcbes comuns nos 3 genes
mais relacionados a SMC (c.130dupG em CHRNE, p.N88K em RAPSN e
c.1124 1127dupTGCC em DOK7) pode levar a um diagndstico molecular de
mais de 60% dos casos. Provavelmente ha casos de CMS relacionados a genes
ainda ndo descritos em nossa populacdo, ou pode haver contribuicdo
significativa de mutacfes intronicas, ou grandes dele¢bes/duplicacdes na
etiologia de SMC, visto que cerca de 20% dos casos nao foram solucionados.
Algumas caracteristicas clinicas, e principalmente alteracdes eletrofisiol6gicas
tipicas séo capazes de predizer o diagndstico molecular de SMC. Além disso,

alteracdes miopéticas também podem ser uma caracteristica frequente.

Descritores: Sindromes miasténicas congénitas; Doencas da juncao
neuromuscular; Juncdo neuromuscular; Receptores nicotinicos; Eletromiografia;

Sequenciamento completo do exoma; Brometo de piridostigmina.



Summary

Estephan EP. Congenital myasthenic syndromes: clinical and molecular aspects

[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2020.

Congenital myasthenic syndromes (CMS) comprise a rare group of genetic
diseases with phenotype that can be difficult to be distinguished between their
selves. Yet, overlap with clinical aspects of some myopathies is seen. Thus, more
precise mapping of clinical features to final diagnosis is valuable to improve this
situation. This study had the following objectives: 1) to characterize clinically
patients with CMS in our environment; 2) to identify more frequent mutations in
genes that cause CMS in our environment 3) to correlate the mutations found
with the clinical condition of patients. The clinical, histological and
electrophysiological characteristics of a large cohort of 79 patients (57% female)
with suspected CMS from a tertiary center in Brazil were analyzed. They were
from 68 unrelated families, and age varied from 1 to 68 years (mean: 26.7).
Observed features were correlated with the final molecular diagnosis. Data from
clinical evaluations and ancillary exams were collected and blood samples were
submitted to molecular tests, which included new generation sequencing, like
whole exome sequencing, for those not diagnosed by Sanger sequencing of
hotspots of the main genes. Cases were stratified into four categories: confirmed
diagnosis of CMS (51 cases), confirmed diagnosis of other condition (non-CMS)
(five cases), probable diagnosis of CMS (seven cases), and unsolved cases (16
cases). Clinical findings were compared between the group with a confirmed
molecular diagnosis of CMS and the groups: unsolved and non-CMS. Patients
classified as probable were excluded from the comparison. CHRNE was the
defective gene in 22 families, and was followed by RAPSN (n=5), COL13A1l
(n=3), DOK7 (n=3), COLQ (n=2), GFPT1 (n=2), SCN4A (n=1), CHAT (n=1),
CHRNA1 (n=1), and GMPPB (n=1). Were significantly more frequent in CMS
confirmed cases the presence of: family history; early infancy clinical features;
limb weakness, facial weakness, masticatory weakness, frequent myasthenic
crisis, electrophysiological alterations of neuromuscular junction defect and mild

myopathic alterations on muscle biopsy. No cases with exclusive ocular



symptoms were confirmed as CMS, which was also statistically significant. In
contrast, in non-CMS cases, intellectual disability was significantly more frequent,
and electrophysiology alterations less frequent. In conclusion, CHRNE was the
main gene involved in CMS, and mutations in the RAPSN gene were relevant in
our population. Search for common mutations in the 3 genes most frequently
related to CMS (c.130dupG in CHRNE, p.N88K in RAPSN, and
c.1124 1127dupTGCC in DOK?7) could lead to a molecular diagnosis of more
than 60% of cases. There are probably cases of CMS related to genes not yet
described in our population, or may be significant contribution of intronic
mutations or major deletions/duplications in the etiology of CMS since
approximately 20% of cases were unable to reach a diagnosis. Some clinical
features, and especially typical electrophysiological changes, are able to predict
the molecular diagnosis of SMC. In addition, myopathic changes can also be a
frequent feature.

Descriptors: Myasthenic syndromes, congenital; Neuromuscular junction
diseases; Neuromuscular junction; Receptors, nicotinic; Electromyography;
Whole exome sequencing; Pyridostigmine bromide.



Introducao 1

1 Introducéo

Sindromes miasténicas congénitas (SMC) sao definidas como o conjunto
de sindromes causadas por alteracfes genéticas que levam a comprometimento
do fator de seguranca da juncéo neuromuscular. Fator de seguranca (ou margem
de seguranca) se refere a “voltagem extra” do potencial da placa motora, apés
um estimulo comum do nervo motor. Essa voltagem seria “extra” porque € acima
do limiar necessario para induzir a despolarizacdo da fibra muscular. Isso
garante uma seguranca da transmissdo neuromuscular, de forma que caso a
voltagem do potencial diminua um pouco, ainda ficara acima do limiar, e a
transmissao acontecera, ou seja, a membrana da fibra muscular (sarcolema)
seréa despolarizada®.

Em algumas condic¢@es fisiologicas é esperado uma pequena queda do
potencial na sinapse. O principal exemplo € apds um estimulo repetitivo, ou,
clinicamente, apés um esforco fisico. Nesses casos, geralmente a transmissao
€ garantida, pois a queda na voltagem do potencial € menor que o fator de
seguranca. Ou seja, ainda se atinge o limiar para transmissdo, mesmo que o
potencial da placa seja menor que o usual. No entanto, nas sindromes
miasténicas em geral (incluindo SMC), como ha comprometimento do fator de
seguranca, apos um estimulo repetitivo o potencial pode cair abaixo do limiar, e
nao ser eficaz para despolarizar a membrana muscular (Figura 1). Dessa forma
a doenca se expressara clinicamente por fraqueza ap0s o uso repetido de um

grupo muscular, ou o que geralmente chamamos de fatigabilidade.
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1.1 A Juncao Neuromuscular

A juncdo neuromuscular (JNM) (placa motora, no jargao
eletrofisiolégico) € uma sinapse especializada entre um neurénio motor e uma
fibra muscular?. Didaticamente é dividida em trés partes: a membrana pré-
sinaptica (parte terminal da membrana do neurdnio motor), o espaco sinaptico e
a membrana pos-sinaptica (membrana plasmatica da fibra muscular, ou
sarcolema). H4 uma série de proteinas e complexos proteicos envolvidos na
maturacdo e manutencdo da juncdo neuromuscular, sendo que a precisa
distribuicdo dos receptores e canais especificos € fundamental para o perfeito
funcionamento da juncédo?®.

No citoplasma do nervo terminal a enzima ChAT (acetilcolina transferase)
adiciona um grupo acetila a colina, produzindo a acetilcolina. Moléculas de
acetilcolina sdo agrupadas em vesiculas e armazenadas em trés
compartimentos de vesiculas sinapticas funcionalmente distintos#:

1) compartimento de vesiculas de rapida liberacao (1 a 2% de todas as
vesiculas singpticas no nervo terminal), que compreende o menor dos
compartimentos, formado por vesiculas sinapticas preparadas para liberacéo na
fenda sinaptica e em contato fisico com a membrana pré-sinéptica, localizada na
chamada zona ativa e que fazem exocitose imediatamente apds a chegada do
estimulo nervoso, sendo recicladas em poucos segundos;

2) compartimento de vesiculas de reciclagem, responsavel por 10 a 20%
de todas as vesiculas sinapticas no terminal nervoso, que fazem exocitose apos
alguns segundos de estimulo continuado e s&o recicladas também dentro de

alguns segundos;
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3) grupo de vesiculas de reserva, que inclui 80 a 90% de todas as
vesiculas sinapticas no terminal nervoso - essas vesiculas fazem exocitose
somente apos a estimulacédo que dura dezenas de segundos ou minutos, e sao
recicladas lentamente ao longo de varios minutos.

Embora esses trés grupos de vesiculas sejam funcionalmente distintos,
apenas as vesiculas de rapida liberagcédo tém l6cus anatdmico determinado nas
zonas ativas; as outras sdo encontradas acima das zonas ativas e nas partes
mais profundas do nervo terminal*. Essas vesiculas de rapida liberacdo sédo
vesiculas do grupo de reciclagem e de reserva que se deslocaram para a zona
ativa através da interacdo de pelo menos 3 estruturas: a sinaptotagmina
vesicular com a neurexina da membrana pré-sinaptica e o canal de calcio-
voltagem dependente®’. Filamentos de actina e miosina desempenham um
papel nesse movimento, provavelmente com filamentos de actina servindo de
trilnas para as vesiculas se deslocarem usando "motores” de miosina®®. As
vesiculas sinapticas se fundem com a membrana celular do neurbnio pré-
sinaptico em um processo mediado pelo complexo solivel da proteina de ligacdo
ao fator sensivel a N-etilmaleimida (SNARE), que sdo uma grande familia de
proteinas que consiste em pelo menos 60 membros em células de mamiferos.
O papel principal das proteinas SNARE é mediar a fusdo das vesiculas®. A
fusdo resulta no esvaziamento do conteddo da vesicula de 7.000-10.000
moléculas de acetilcolina na fenda sinaptica, um processo conhecido como
exocitose. Consequentemente, a exocitose libera acetilcolina em pacotes
chamados quanta??.

Na presenca de estimulo elétrico do potencial de agéo do nervo motor, 0s

canais de célcio voltagem-dependente da membrana do nervo motor terminal se
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abrem, permitindo a entrada de célcio. O calcio induz a fusdo das vesiculas de
acetilcolina na membrana, com consequente liberacédo de acetilcolina na fenda
sinaptica, ou espaco sinaptico. A fenda sinaptica € um espaco pequeno, de
aproximadamente 100 nm de largura, que separa a membrana pré-sinaptica da
membrana pos-sinaptica, e € aonde as moléculas de acetilcolina se difundem
para a membrana pos-sinaptica para se ligarem ao seu receptor (receptor de
acetilcolina — AChR). E também nesse espaco que se encontra a
acetilcolinesterase (AChE), enzima responsavel por degradar rapidamente (em
menos de 1ms) a acetilcolina. Sua funcdo é muito importante por principalmente
dois motivos: 1) evita que a ligacdo da acetilcolina com o AChR seja muito
prolongada, o que alteraria muito o potencial da membrana pds-sinaptica,
atrapalhando as despolarizacbes subsequentes e induzindo lesdo e
desorganizacdo da membrana; 2) permite a rapida reabsorcao dos grupos colina
pelo nervo motor terminal, mantendo abundante essa matéria-prima para
producdo de nova acetilcolina. A AChE entao, rapidamente “limpa” os AChR,
deixando-os prontos para o proximo estimulo. Duas classes de AChE estdo
presentes no musculo esquelético de mamiferos: 1) formas globulares que
consistem em mondmeros, dimeros ou tetrAmeros da isoforma T da subunidade
catalitica e 2) formas heteroméricas que consistem em subunidades da isoforma
T da subunidade catalitica ligadas a uma subunidade tripla helicoidal semelhante
a cauda de colageno (formas assimétricas) ou a subunidades hidrofébicas??.
Ainda considerando mamiferos, a AChE assimétrica, ligada a cauda semelhante
a de colageno, esta concentrada na juncdo neuromuscular, onde € o tipo
predominante de AChE?*3. A cauda é formada pela associacéo helicoidal tripla de

trés cadeias semelhantes ao colageno, e é codificada pelo gene COLQ. H&
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nela um dominio de ligacdo rico em prolina, onde cada cadeia pode ligar-se a
um tetramero da isoforma T da subunidade catalitica da AChE?®®. A fun¢éo da
cauda semelhante ao colageno € ancorar as subunidades cataliticas na lamina
basal, mantendo-as estaveis, e localizadas em pontos estratégicos*.

Na membrana poés-sinaptica, encontram-se os AChRs, e 0s canais de
sodio voltagem-dependente. A membrana apresenta diversas dobras, as quais
levam a formacdo de cristas e vales, sendo as cristas mais proximas da
membrana pré-sindptica (membrana do neurdnio motor terminal). Para um
perfeito funcionamento da transmissdo, os AChRs devem se localizar nas
cristas, estrategicamente agrupados, de forma que figuem mais proximos dos
locais de liberacdo de acetilcolina. Ja os canais de sédio voltagem-dependente
sdo alocados preferencialmente na profundidade das dobras, o que é
conveniente para melhorar a dispersdo da despolarizacdo®. Essa especifica
disposicdo dos AChRs e canais de sédio garantem um fator de seguranca duas
a quatro vezes maior!. Para manutencdo da membrana pds-sinaptica, inclusive
com o adequado agrupamento de AChRs, € necessario a interacéo de diversas
proteinas, tendo o nervo terminal um papel importante para isso. O principal
mecanismo de manutencdo é o mediado pela secrecdo de agrina pelo nervo
terminal. A agrina interage com um complexo proteico formado por MuSK
(tirosina quinase musculo-especifica) e a LRP4 (proteina 4 relacionada ao
receptor de LDL) ativando esse complexo!’. MuSK-LRP4 ativados fazem a
fosforilacdo da Dok-7 (proteina de ancoragem 7), que por sua vez interage com
a rapsina, a qual se encontra geralmente ligada ao AChR*8. A interacdo entre
Dok-7 ativada e a rapsina ligada ao AChR garante a adequada distribuicdo dos

AChR (agrupados nas cristas das membranas). Essas interagoes,
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principalmente entre MusK, Dok-7, rapsina e LRP4 sdo também fundamentais
para diferenciacdo do aparato poés-sinaptico durante a formacdo da juncao
neuromuscular?®,

O AChR é um canal catiénico transmembrana, e quando duas moléculas
de acetilcolina se ligam a ele, sua comporta se abre e permite a entrada de
cations, principalmente sddio, alterando o potencial da membrana pos-sinaptica
(também chamado de potencial da placa motora, ou potencial de placa terminal).
Se isso ocorre em nuamero suficiente de receptores, o potencial da membrana
atinge o limiar necessario para induzir a abertura dos canais de sodio voltagem-
dependente (o limiar do qual foi comentado anteriormente para explicar o fator
de seguranca). Com a abertura dos canais de sddio, o potencial se propaga pela
fibra, atingindo a rede de tubulos-T da fibra muscular, despolarizando assim a
porcao interna da fibra muscular. A despolarizacao das porcdes internas ativa 0s
receptores de rianodina (via interacdo com receptor de diidropiridina) no reticulo
sarcoplasmatico adjacente. O receptor de rianodina funciona como um canal de
calcio voltagem-dependente, e quando ativado permite que o célcio seja liberado
do reticulo sarcoplasmatico para se difundir por todo o sarcoplasma, o que no
final induz a contracéo da fibra muscular®.

Mutacdes em genes que codificam qualquer das proteinas citadas
anteriormente podem levar a alteragdo do funcionamento da juncao
neuromuscular, causando alteracéo do fator de seguranca, e, portanto, SMC?.
Na verdade, foram expostas aqui apenas as principais proteinas envolvidas, mas
hoje ja existem mais de 30 genes descritos como causadores de SMC?%. A Figura
2 mostra esquematicamente a juncdo neuromuscular com as proteinas mais

importantes relacionadas, de forma simplificada.
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Figura 1 - Limiar de placa motora frente a um estimulo repetitivo. A. Estimulo
repetitivo em placa motora normal, mostrando queda do potencial apés alguns
estimulos, porém mantendo o potencial sempre acima do limiar. B. Estimulo
repetitivo em placa motora nas sindromes miasténicas congénitas, mostrando
um potencial menor ja nos primeiros estimulos, com uma distancia menor do
limiar (menor fator de seguranca). Apds alguns estimulos h4 uma queda do
potencial da placa, levando o estimulo para valores menores que o limiar
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Figura 2 - Juncao neuromuscular. A. Microscopia eletronica mostrando a jungao
neuromuscular e sua principais estruturas. B. Esquema ilustrando a localizagéo
das principais proteinas envolvidas nas sindromes miasténicas congénitas.
Entre parénteses estdo indicadas as siglas dos respectivos genes. Figura
modificada de Muller JS et al?* (autorizada a reproducdo por Cambridge
University Press)
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1.2 Eletrofisiologia nas SMC

O estudo neurofisiolégico mais simples e rotineiramente utilizado para
avaliar a juncdo neuromuscular em pacientes com suspeita clinica de SMC ¢é a
estimulacdo repetitiva (ER) (Figura 3). A técnica faz parte da
eletroneuromiografia convencional e consiste na aplicacéo de estimulos elétricos
supramaximos, sequenciados e de frequéncia baixa (3Hz) sobre o nervo. A
presenca de decremento anormal (>10%), ou seja, uma queda da amplitude do
potencial de acdo muscular composto (PAMC) entre o primeiro € o quarto
potencial evocado é indicativa de um distlrbio pés-sinaptico da JNM?3. Dessa
forma, nos pacientes com alteracdes na juncdo neuromuscular o estimulo
repetitivo resulta em potenciais de acdo variaveis, geralmente diminuindo apos
alguns estimulos. Quando essa diminuicdo, ou decremento, € maior que 10%
entre o0 primeiro e o quarto estimulo, o exame €& considerado positivo para
distirbios de placa?*. A técnica ndo requer treinamento especifico, porém sua
sensibilidade para o diagnostico de disturbios de jungdo neuromuscular é
relativamente baixa nas formas puramente oculares, variando de 10% a 17% em
casos de miastenia gravis autoimune forma ocular, por exemplo?>. Em alguns
subtipos de SMC em que o defeito priméario resulta em comprometimento da
liberacdo de acetilcolina (ACh) (genes SYT2, MUNC18-1 ou SNAP25B), o
estimulo repetitivo realizado em alta frequéncia por um periodo prolongado (por
exemplo, 10Hz por 5 minutos) resulta em um efeito oposto e observa-se um
incremento na amplitude dos potenciais de acdo, semelhante ao que acontece
na sindrome de Lambert-Eaton. Ja em alguns outros subtipos de SMC preé-
sinapticos em que o defeito ndo esta prejudicando a liberacdo de ACh, mas sim

sua sintese no terminal do nervo pré-sinaptico (por exemplo, nas muta¢ées no
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CHAT ou VAMP1), muitas vezes nao é detectada nenhuma alteracdo até que o
grupo de vesiculas de liberacéo rapida e o grupo de vesiculas de reserva sejam
esgotados. Em tais casos, o0 estimulo repetitivo de alta frequéncia prolongada
(por exemplo, 10Hz por 5 minutos) € necessario para se verificar o prejuizo no
grupo de vesiculas de reserva (discutido na sessao anterior), e assim garantir
que o diagnéstico ndo seja negligenciado?®. Em geral, o teste de estimulo
repetitivo, no entanto, ndo é considerado de boa sensibilidade, ja que é
necessaria uma falha completa da placa motora para que vejamos a alteracéo.
O estudo de fibra Unica € um teste mais sensivel e pode detectar defeitos
mais leves de transmissdo neuromuscular, pois mede a variabilidade (ou "jitter")
do tempo necessario para excitar a fibra muscular. Trata-se de um método para
registro de potenciais de acéo (PAs) de uma unica fibra muscular em musculos
ativados voluntariamente. Ao se registrar duas fibras musculares pertencentes a
mesma unidade motora, percebe-se uma variabilidade no intervalo de tempo
entre os dois PAs (em musculos normais, em torno de 25us), o qual é
denominado jitter?”:28 (Figura 4). O fendbmeno do jitter tem origem, principalmente
na JNM, e é causado pela variabilidade no tempo de transmissao neuromuscular
na placa motora terminal?®:2°, Assim, o aumento de jitter no estudo de fibra Gnica
faz-se sensivel para disturbios da JNM. Quando normal em um musculo fraco,
esse estudo pode praticamente excluir o diagnostico de um defeito de juncao
neuromuscular como causa da fraqueza. No entanto, ndo € um teste especifico
para a disfuncdo da jungdo neuromuscular, pois o aumento do jitter pode ser
encontrado nos estagios iniciais de re-inervacdo e em miopatias, e ainda pode

aumentar de acordo com a idade?4.
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A agulha especifica para realizar exame de fibra Unica consiste em um fio
de 25um de didmetro dentro de uma canula, com uma area de registro muito
seletiva, que permite o registro de fibras musculares individuais®3. Devido ao alto
custo das agulhas de fibra Unica, e a necessidade de utilizacdo de material
descartavel em procedimentos médicos, tem-se cada vez mais usado para
analise de jitter a agulha concéntrica como alternativa a agulha de fibra Gnica. A
agulha concéntrica apresenta area de registro menor que as agulhas
monopolares, embora ainda muito maior que a agulha de fibra Unica. Atualmente
€ sugerido que se utilize o termo “analise do jitter com agulha concéntrica”
qguando o estudo é realizado com tal agulha e ndo a agulha de fibra Unica®?. No
presente estudo, todas as andlises de jitter foram realizados com agulha
concéntrica, e os termos “analise do jitter com agulha concéntrica” e “estudo de
fibra unica” sado utilizados como sinénimos.

Um achado mais especifico na eletroneuromiografia convencional,
embora muito pouco sensivel, é o duplo potencial, causado pela geracdo de um
segundo potencial de acdo muscular composto, seguindo apenas uma
estimulacdo do nervo motor. Esta alteracao € caracteristica da SMC de canal
lento e de defeitos no gene COLQ, ambos levando a inativacao retardada dos

AChRs, ap0s sua ligacdo da ACh.
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Figura 3 - Estimulacdo repetitiva em paciente sem distarbio de juncéo
neuromuscular (A) e com distirbio de juncdo neuromuscular (B), no caso
uniformidade do tamanho dos potenciais de acdo musculares compostos,
engquanto em B ha decremento maior que 10% dos potenciais, sendo o pico da
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sindrome miasténica congénita por defeito no gene CHRNE. Em A vé-se
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Figura 4 - Representacdo da unidade motora e do registro dos potenciais de
acdo de fibras musculares individuais. Duas fibras musculares (M1 e M2)
inervadas por um axénio que se divide no ponto B em duas fibras nervosas
terminais (N1 e N2). O eletrodo (E) registra um par de potenciais de a¢ao, um de
M1 e outro de M2. O intervalo de tempo entre os dois potenciais de acédo das
fibras musculares varia em descargas consecutivas (o jitter), por causa das
diferencas no tempo de transmissao nas duas vias, entre B e E, sobretudo na
transmissdo sinaptica na placa motora terminal (MEP1 e MEP2)3!

A
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1.3 Relacao Fendtipo/Gendtipo

Em comparando com a miastenia gravis autoimune e a sindrome de
Lambert-Eaton, a SMC é dos mais raros disturbios miasténicos, com uma
prevaléncia estimada de 1-9 / 1.000.000, e apresentam grande diversidade
clinica e molecular3. As primeiras mutacées que foram reconhecidas como
causadoras de SMC sdo aquelas em genes que codificam subunidades do
AChR. O AChR nicotinico do musculo estriado € composto de 5 subunidades: 2
subunidades alfa, 1 beta, 1 delta, e 1 épislon (no adulto) ou 1 gama (no feto).
Cada subunidade é codificada por um gene diferente. O gene da subunidade
épsilon do AChR (CHRNE) é o mais frequentemente acometido dentre as SMC.
Apesar de ja terem sido descritos mais de 30 genes causadores de SMC (Quadro
1), o CHRNE é responsavel por cerca de 50% dos casos?. A prevaléncia
estimada dos genes causadores de SMC estd mostrada no Quadro 2, mas,
dependendo da regido geogréfica considerada, ha algumas mutacdes
especificas que sdo muito frequentes. Por exemplo, embora existam varias
mutac6es CHRNE descritas, algumas variantes alélicas patogénicas sao
especialmente frequentes em certos grupos étnicos. A variante patogénica
c.1327delG da CHRNE esta presente em quase 50% dos individuos com SMC
de origem cigana e / ou em individuos do sudeste da Europa3®*. A variante
c.1353dupG no mesmo gene esta presente em até 20% dos pacientes
provenientes da regido do Magrebe, especialmente Argélia e Tunisia®®. Dessa
forma, ha grande probabilidade nessas regides de haver uma frequéncia
diferente dos genes causadores de SMC.

Apesar da grande variabilidade fenotipica, ha um cenario clinico que é

mais caracteristico de SMC: fraqueza fatigavel de inicio precoce (antes dos 2
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anos), principalmente afetando musculatura extraocular e/ou bulbar, e
alteracbes na eletroneuromiografia sugestivas de disturbio de juncao
(decremento ao estimulo repetitivo, aumento de Jitter no estudo de fibra Ginica)?2.
E importante salientar, porém, que n&o raro a fatigabilidade na SMC se da ao
longo de dias, as vezes semanas, apresentando flutuacdes por periodos mais
prolongados do que geralmente se observa em pacientes com miastenia gravis
autoimune. Na miastenia gravis, o que geralmente acontece é uma flutuacao
dentro de algumas horas ou minutos. Historia familiar positiva para SMC é um
bom indicativo de suspeicdo da doenca, porém na maioria das vezes tal
informacdo ndo é presente, visto que a grande maioria das formas genéticas
gue levam a SMC séo de padrdao de heranca autossdmica recessiva (exce¢ao
apenas para mutacdes na synaptotagmina 2 e para a sindrome de canal lento,
gue apresentam padréao de heranca autossémica dominante).

Podemos dividir as SMC em: 1) pré-sinapticas, quando a alteracao ocorre
no axénio terminal do neurbnio motor; 2) sindpticas, em que o defeito se localiza
em proteinas da propria fenda sinaptica; 3) pés-sinapticas, que sdo causadas
por defeitos proteicos da parte especializada do sarcolema, na regiao peri-
sinaptica; e 4) outras SMC. Os defeitos pds-sindpticos sdo os mais comuns,
sendo responsaveis por cerca de 80% dos casos, enquanto os defeitos pré-
singpticos sdo o0s mais raros. A seguir encontram-se descritas as
particularidades mais importantes das SMC relacionadas aos genes mais

frequentes.
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Quadro 1 - Genes responsaveis por sindromes miasténicas congénitas e a
respectiva localizacédo do defeito genético?!

Localizacao da Proteina Genes

Pré-sinaptica CHAT; SLC5A7; SLC18A3; SYT2;
VAMP1l; MUNC18-1; SNAP25B;
AGRN

Sinaptica

COLQ; LAMB2; COL13A1; LAMAS

Pés singptica

CHRNAZ, CHRNB1; CHRND;
CHRNE; CHRNG; DOK-7; MUSK;
LRP4; PLEC1; RAPSN; SCN4A;

Genes de proteinas sem funcéo
especifica na juncdo neuromuscular

GFPT1, GMPPB,; DAGPT1; ALGZ,
ALG14; SLC25A1; PREPL; MYQO9A;
MUNC18-1,

Quadro 2 - Proporcdo estimada dos genes relacionados a sindromes

miasténicas congénitas?!

LAMAS5; LAMB2; LRP4; MUNC18-1;
MUSK; MYO9A; PLEC; PREPL;
SCNA4A; SLC18AS3; SLC25A1;
SLC5A7; SNAP25; SYT2; VAMP1

Gene % de SMC atribuida a alteracdes no
gene
CHRNE 50%
RAPSN 15-20%
DOK?7 10-15%
COLQ 10-15%
CHAT 4-5%
GFPT1 2%
AGRN; ALG2; ALG14; CHRNAZL; | <1%
CHRNB1; CHRND; CHRNG;
COL13A1; DPAGTL; GMPPB,;

1.4 Sindromes Miasténicas Congénitas Pré-Sinapticas

As formas pré-sindpticas de SMC podem ser subdivididas em duas

categorias principais; 1) os envolvidos na sintese e reciclagem de ACh e, 2) os

envolvidos no acoplamento das vesiculas e na liberagdo da ACh na fenda

sinaptica a partir do nervo terminal.

Os genes portadores de mutacbes causadoras de CMS na via de

reciclagem de ACh incluem SLC5A7, CHAT e SLC18A3, os quais codificam o

transportador de captacdo de colina de alta afinidade (muitas vezes descrito
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como ChT-1), a acetilcolina transferase e o transportador vesicular de ACh,
respectivamente3®. Todas as sindromes desse grupo compartiham a
caracteristica de apresentar crises apneicas com risco de vida no inicio da vida®®.

O segundo grupo de sindromes pré-sinapticas € composto por sindromes
relacionadas a defeitos da liberacdo de neurotransmissores a partir do terminal
do nervo pré-sinaptico, devido a mutacdes que afetam o funcionamento do
complexo soluvel da proteina de ligagcdo ao fator sensivel a N-etiimaleimida
(SNARE). O complexo SNARE é responsavel pelo acoplamento da membrana
vesicular, fusédo e liberacdo de ACh da membrana pré-sinaptica, e € formado
principalmente por sinaptobrevina (gene VAMPL1), a sintaxe e a proteina 25B
associada ao sinaptossoma e sintaxina (gene SNAP25B)%. Ha ainda nesse
grupo sindromes relacionadas a defeitos no gene SYT-2, que codifica a
sinaptotagmina 2, responsavel por detectar o influxo de calcio decorrente da
ativacao de canais de calcio voltagem-dependente. Por fim, MUNC-13 participa

na organizacédo do complexo SNARE®S.

1.4.1 Sindromes relacionas a mutacdo no gene CHAT

Mutacdes recessivas no gene CHAT reduzem a expressao ou atividade
catalitica da enzima ChAT, a principal responsavel por produzir acetilcolina.
Defeitos nesta enzima levam a um quadro clinico com manifestacdes desde o
periodo perinatal, de sintomas fatigaveis presentes em musculatura ocular,
bulbar e apendiculares, e também, frequentemente comprometimento de
musculatura respiratéria®’. O achado marcante dessa forma de SMC é a
frequente ocorréncia de episodios de apneia. Os episodios de apneia podem

ocorrer em qualquer momento da vida, e por varias vezes ao dia, e predominam
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nos periodos noturnos, durante o sono®. Entre as crises de exacerbacgdo, os
sintomas costumam melhorar, podendo o paciente inclusive se manter
oligossintomatico nesses periodos. Tanto as apneias, quanto os episodios de
insuficiéncia respiratéria, tendem a melhorar com a idade. Em relacdo a
tratamento, geralmente ha pelo menos um pequeno efeito benéfico de inibidores
de acetilcolinesterase, e pode haver efeito adicional de simpatomiméticos
também. Vale lembrar que, como muitos subtipos de SMC, os casos de mutacéo
no CHAT podem exibir uma marcante variabilidade clinica entre as familias e

mesmo entre individuos da mesma familia38-40,

1.5 Sindromes Miasténicas Congénitas Sinapticas

As SMC classificadas como sinapticas sdo causadas fundamentalmente
por defeitos na lamina basal da fenda sinaptica. Alguns subtipos de laminina séo
expressos seletivamente em espacos sinapticos de juncdes neuromusculares,
atuando tanto na manutenc¢do quanto na sinalizacéo da sinapse'. No entanto
SMCs relacionadas a defeitos nessas proteinas sdo excessivamente raras,
havendo relatos de caso de pacientes com mutacdes em homozigose em
LAMAS5 e LAMB2, sendo que em ambas sindromes ha importantes
manifestacdes ndo miasténicas*?>“3. Ja o colageno tipo Xlll alfa 1 € uma proteina
transmembrana com um ectodominio colagénico tri-helicoidal com varias
conformacgdes basicas. Uma delas & ancorada na membrana plasmatica via
dominio trans-membrana, e uma outra resulta da clivagem proteolitica do
ectodominio para produzir um produto solUvel que interage com 0s componentes
da lamina basal — ambas atuam na maturacgéao inicial das estruturas da juncao

neuromuscular nos lados pré e pos-sinaptico, de maneira independente da via
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agrina-LRP4-MuSK-Dok-744. O quadro clinico de defeitos homozigéticos em
COL13A1 (gene que codifica o colageno XllII) € principalmente composto de
hipotonia neonatal, escoliose, dificuldades respiratorias, fraqueza marcada da

flexdo cervical e ptose palpebral bilateral ndo fatigavel®.

1.5.1 Sindromes relacionas a mutacdo no gene COLQ

SMC causadas por mutacdes no gene COLQ possuem um fenétipo amplo
que varia de fraqueza em cinturas de inicio no adulto, sendo diagndstico
diferencial das distrofias musculares de cinturas, até de manifestacbes mais
graves e progressivas de inicio precoce?®. Uma manifestacdo clinica
caracteristica dessa forma de SMC ¢ a lentificacdo do reflexo pupilar, mas que
ocorre em apenas cerca de 25% dos casos. As mutacdes no COLQ resultam em
deficiéncia sinaptica de acetilcolinesterase, pois este gene € responsavel por
expressar a calda colagénica que ancora a acetilcolinesterase na fenda sinaptica
(peptideo da cauda colagénica da acetilcolinesterase, Colq). Portanto,
clinicamente, esses pacientes podem nao responder ou mesmo piorar se
receberam inibidores de acetilcolinesterase. No entanto, eles geralmente
respondem bem aos simpaticomiméticos (por exemplo, efedrina e salbutamol).
Além de uma resposta com decremento apds estimulo repetitivo e o aumento
do jitter no estudo de fibra Unica, até 50% dos pacientes com SMC relacionada
ao COLQ também podem demonstrar um potencial motor duplo caracteristico*’
49 Este potencial duplo, por vezes muiltiplo, ocorre devido ao tempo prolongado
de abertura dos AChRs aos quais a acetilcolina fica muito tempo ligada por causa
da acéo diminuida da acetilcolinesterase (que precisa do perfeito funcionamento

da Colq para ter seu maximo de fungéo) 47-4°.
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1.6 Sindromes Miasténicas Congénitas Pos-Sinapticas

As SMC classificadas como pdés-sinapticas sdo causadas
fundamentalmente por defeitos que levam a diminuicdo de nimero de receptores
de acetilcolina (AChR) funcionantes na membrana pos-sinaptica,
desorganizacdo da membrana, ou a disturbios cinéticos dos receptores (com
fechamento do canal mais lenta ou mais rapidamente). A maioria das mutacoes
que levam a esse subtipo de SMC ocorrem em genes que codificam
subunidades do AChR ou proteinas que interagem com a via agrina-LRP4-
MuSK-Dok-7. Agrina € uma grande proteoglicana de matriz extracelular. Possui
varias isoformas e € sua isoforma neural que desempenha um papel
fundamental na manutencdo da estrutura sindptica através da ligacdo ao LRP4
que, por sua vez, liga e ativa 0 MuSK®°. O sequenciamento de nova geragao
(NGS) facilitou muito a detec¢do de mutagcdes nos genes que codificam essas
proteinas, aumentando o espectro fenotipico de SMC relacionadas a mutacdes
nestes genes. De forma mais marcante podemos falar das sindromes do MUSK,
como SMC de cinturas de instalacdo tardia®!, paralisia isolada das cordas

vocais®?, ou insuficiéncia respiratéria associada a gravidez®e.

1.6.1 Sindromes relacionas a mutacdo no gene CHRNE

Mutacbes no CHRNE, que levam a perda de funcdo, sdo a causa mais
comum de SMC em todo o mundo, e levam, em ultima instancia, a diminuicao
de nimeros de AChR efetivos na juncdo neuromuscular?l. Esse gene codifica a
subunidade épsilon do AChR, e tais muta¢fes levam a deficiéncia de AChR na

placa motora. Os pacientes geralmente apresentam oftalmoparesia, ptose
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palpebral, disfagia e fraqueza muscular proximal, com inicio antes dos 2 anos de
idade. Apesar da tipica presenca sintomas flutuantes, o curso clinico €&
geralmente estavel e na maior parte dos casos sem crises graves de fraqueza?..
Os pacientes geralmente respondem bem a inibidores de acetilcolinesterase,
embora a oftalmoparesia seja usualmente resistente ao tratamento. A mutacao
c.1327delG é frequente em pacientes europeus de origem étnica cigana (“gipsy”)
e de origem do sudeste europeu3®t.. JA4 no Brasil, a mutagdo ¢.130dupG é
responsavel por cerca de 1/3 de todos os casos de SMC, segundo uma coorte

de 18 familias provenientes do estado do Parana®*.

1.6.2 Sindromes relacionas a mutacdo no gene RAPSN

As mutacdes no gene RAPSN levam a deficiéncia de AChR, embora este
subtipo de SMC seja fenotipicamente distinto da deficiéncia de AChR devido a
mutacdes de alguma das subunidades. Dois fenétipos de SMC devido a
mutacBes do RAPSN foram descritos: o fenotipo de inicio tardio e o fenétipo de
inicio precoce®. Nos casos de inicio tardio as manifestagbes costumam se
apresentar no final da infancia ou mesmo na idade adulta com fraqueza fatigavel
dos membros superiores e inferiores. O fendtipo de inicio precoce, que é mais
comum, se caracteriza por crises de apneia que ameacam a vida desde o
nascimento, além de hipotonia e complicacbes congénitas como a artrogripose.
As caracteristicas adicionais incluem palato alto e fraqueza facial, cervical e
bulbar. A ptose palpebral pode estar presente, mas a oftalmoparesia ndo &
tipica®®. Uma mutacdo de perda de sentido (missense) comum no RAPSN

(c.264C>A; p.N88K) é frequentemente detectada em pacientes de origem
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Europeia e norte-americana®’->8, A maioria dos pacientes tem ao menos alguma

resposta a inibidores de acetilcolinesterase®®.

1.6.3 Sindromes relacionas a mutacdo no gene DOK7

A proteina Dok-7 € um fator essencial para maturacdo e manutencao da
placa motora®. SMC por muta¢ées no gene DOK7 é o segundo subtipo mais
comum no Brasil e no mundo?®4. Pacientes com mutagbes em DOKY
frequentemente iniciam quadro clinico no final da infancia, mas as
apresentacoes na idade adulta ou no comeco da infancia sdo bem reconhecidas.
Este subtipo de SMC tipicamente exibe um padréo de fraqueza de cinturas e
uma lordose lombar exagerada que se manifesta com um andar tipico, com
intensa bascula de quadril. No entanto, como diferencial das distrofias
musculares de cinturas, os niveis séricos de CPK (creatina fosfoquinase) aqui
sdo usualmente normais. Ptose palpebral esta frequentemente presente, mas a
oftalmoparesia é rara. Além disso, atrofia de musculos da lingua pode servir
como uma pista diagndstica®. Os pacientes sdo frequentemente diagnosticados
erroneamente como distrofia muscular de cinturas. Geralmente, ndo ha resposta
ou piora com a terapia com inibidores de acetilcolinesterase, mas a maioria dos
pacientes apresenta uma resposta satisfatéria a terapia simpatomimética com
efedrina ou salbutamol*!. A duplicacdo ¢.1124 1127dupTGCC (localizada no

exon 7) é comumente encontrada em pelo menos um alelo nesses pacientes®.

1.7 Sindromes Miasténicas Congénitas por Defeitos de Glicosilagao
A via de glicosilacdo ligada a asparagina (ligada a N) é um processo

presente em todas as células eucaridticas, onde ha ligacdo sequencial das
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porcdes de aclcar a um lipidio de membrana que é entéo transferido para uma
proteina. A adicdo e processamento desses glicanos sdo cruciais para o
dobramento, montagem, estabilidade e transporte intracelular de proteinas. As
mutacBes nos genes que codificam 0s componentes dessa via levam
frequentemente a consequéncias graves, causando distarbios multissistémicos
muitas vezes fatais. No entanto, um grupo de SMC, caracterizado por um padrao
de fraqueza cintura-membros com pouco envolvimento ocular ou facial,
apresenta mutacdes nas proteinas que contribuem para os primeiros passos da
via de glicosilacdo®?%. A juncdo neuromuscular é conhecidamente glicosilada
intensamente e parece provavel que seja sensivel a disturbios leves na fungéo
das etapas iniciais da via de glicosilacdo ligada a por¢cdo N. Entdo diferentes
mutacbes em um mesmo gene, por exemplo, DPAGT1, podem levar a um
distarbio multissistémico grave ou a um distlrbio miasténico no qual a fraqueza
muscular fatigavel é o Unico sintoma presente. Mutacdes que levam a disturbios
menos intensos sao aquelas que provavelmente se correlacionam com o0

fenétipo de SMC apenas.

1.7.1 Sindromes relacionas a mutacéo no gene GFPT1

Mutacbes no gene GFPTL1 leva a disturbios da glicosilacdo, que é uma
modificacao essencial para mais da metade de todas as proteinas do organismo,
e ocorre logo apoés a traducao proteica. A GFPT1 esta envolvida na sintese da
enzima limitante necessaria para a glicosilacéo ligada a nitrogénio e oxigénio®”.
Muitas proteinas da juncdo neuromuscular sdo glicosiladas, mas a razéo pela
qual os defeitos em tais processos bioldgicos fundamentais levaria a sindromes

clinicas restritas a uma disfuncéo da juncéo ainda néo € clara, mas, como foi dito
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acima, provavelmente se dé devido a possivel maior sensibilidade da juncéao,
que apresenta disfuncdo mesmo em disturbios leves da via.

Pacientes com SMC por defeitos nesse gene se apresentam com
fragueza predominante nas extremidades inferiores e superiores e ptose
palpebral sem oftalmoparesia, como é o fenoétipo tipico da SMC secundarias a
distarbios da glicosilacdo. Os pacientes exibem varias caracteristicas que se
superpfem com as miopatias, incluindo caracteristicas miopaticas na
eletromiografia (além do decremento ao estimulo repetitivo), infiltracdo
gordurosa em ressonancia magnética de musculos e CPK ligeiramente elevada
em alguns casos. Na maioria desses pacientes, a biopsia muscular demonstra
agregados tubulares, cuja presenca pode permitir que esses pacientes sejam
distinguidos de outras causas de SMC com fraqueza de cinturas (DOK7, por

exemplo)®7:68,

1.8 Sindromes de Canal Lento e de Canal Rapido (Disturbios de Cinética do
AChR)

Embora a maioria das SMC causados por mutagées em subunidades do
AChR resulte na reducdo da expressdo de AChRs (deficiéncia de AChR),
algumas dessas mutacdes alteram as propriedades cinéticas do receptor, que
possui propriedades de um canal i6nico. Essas mutacdes podem estar
localizadas em genes codificadores de diferentes subunidades do AChR (alfa,
beta, delta ou épsilon), e causam as chamadas sindromes de canal rapido e
sindromes de canal lento, que muitas vezes possuem caracteristicas clinicas

distintas®9:70,
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Nas sindromes de canal rapido as propriedades do canal (ou seja, 0
receptor de acetilcolina) sédo alteradas para causar um fechamento
inapropriadamente rapido do canal apos a ligacdo de acetilcolina. Portanto,
engquanto as quantidades normais de acetilcolina séo liberadas, a abertura de
AChR abreviada leva a um potencial de membrana anormalmente pequeno, que
falha para alcancar o limiar de despolarizacéo da fibra muscular®. Clinicamente,
o SMC de canal rapido caracteriza-se por fraqueza fatigavel grave com crises
respiratérias’?. Geralmente respondem a inibidores de acetilcolinesterase, o que
pode ser melhorado ainda mais com a adicao de 3,4-diaminopiridina (3,4-DAP),
efedrina ou salbutamol*.

A sindrome do canal lento é uma das duas formas autossémicas
dominantes das SMC’2. As mutacdes (localizadas em um dos genes das
subunidades do AChR, CHRNA, CHRNB, CHRND, CHRNE) que a causam
levam a abertura prolongada da AChR ap06s a ligacédo da acetilcolina. A idade de
inicio e gravidade deste subtipo mostram grande variabilidade, embora o inicio
dos sintomas seja tipicamente no final da infancia. O envolvimento seletivo dos
extensores dos dedos e flexores do pescoco € tipico, e o envolvimento dos
musculos cranianos € geralmente pequeno. Uma importante piora dos sintomas
clinicos é inevitavel quando se utiliza inibidores de acetilcolinesterase, dado o
defeito subjacente, e estes devem ser evitados’®. Os pacientes tendem a
responder aos bloqueadores de canais de a¢éo prolongada, como a fluoxetina e

quinidina’.
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1.9 Sindromes Miasténicas no Brasil

Dados referentes a genes causadores de SMC no Brasil sdo limitados a
uma pequena coorte de 25 pacientes de 18 diferentes familias composta por
uma populacdo predominante de descendentes de Europeus provenientes do
estado do Parana®. De acordo com esse estudo, 0 gene gque parece ser mais
frequentemente relacionado a SMC no Brasil € o CHRNE, que é causador da
doenca em até 70% dos casos. A maioria dos pacientes apresentam a mutacao
c.130dupG, a qual também é comum em Portugal e Espanha®. Os pacientes
com a mutacao apresentaram em sua maioria 0 mesmo haplétipo, sugerindo um
efeito fundador. A segunda forma mais comum no Brasil é a relacionada com o
gene DOK7°4. Ao contrario do que acontece na populacdo europeia, onde
variantes no gene RAPSN séo as mais frequentemente descritas, variantes no

gene RAPSN néo foram encontradas nessa coorte Brasileira®.

1.10 Justificativa

Dada a escassez de dados sobre SMC no pais, se faz necessario uma
avaliacdo de uma coorte mais representativa da populacdo. Aumentando-se o
namero de pacientes brasileiros estudados aumenta-se a chance de se
identificar padrdes clinicos e genéticos caracteristicos da nossa populagéo e até
mesmo de descobrir novos genes.

Além disso, uma coorte que abranja outras regides de um pais tao
heterogéneo como o Brasil poderia verificar se os achados peculiares quanto a
frequéncia de genes relacionados a essa sindrome se repetem também em
outras regides. Consideramos importante validar os achados do estudo realizado

no Parana com pacientes com SMC provenientes do sul do Brasil®*, em uma
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nova coorte, e verificar achados tais como: 1) alta frequéncia da variante
€.130dupG no gene CHRNE dentre os pacientes com SMC; 2) auséncia de
outras variantes frequentemente encontrada em paises europeus, em especial
a p.N88K no gene RAPSN e a c.1327delG no gene CHRNE; 3) auséncia de SMC
devido a mutacgdes nos genes RAPSN e CHAT, que séo tidos na literatura como
genes relativamente frequentes.

Finalmente, a avaliacdo mais recente de uma coorte, traria o beneficio de
verificar a ocorréncia de mutacdes em genes recentemente atribuidos a SMC,
inclusive utilizando técnicas mais modernas, como 0 sequenciamento de nova
geracdo. ApoOs 2010, quando se publicou o estudo no sul do pais,
aproximadamente 20 novos genes foram relacionados a SMC, totalizando

atualmente mais de 30 genes relacionados a sindrome,
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2 Objetivos

1) Caracterizar clinicamente os pacientes com SMC no nosso meio

2) Identificar mutacdes mais frequentes em genes causadores de SMC
No NOSSO meio

3) Correlacionar as mutacdes encontradas com o quadro clinico dos

pacientes
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3 Pacientes e Métodos

3.1 Pacientes

Nesse estudo participaram pacientes em acompanhamento regular nos

ambulatorios de doencgas neuromusculares infantis e de miastenia da Divisdo de

Clinica Neuroldégica do HC-FMUSP, no periodo compreendido entre margo de

2015 a marco de 2020. Foram coletadas amostras de sangue periférico dos

casos indices e de seus familiares apos leitura e assinatura do termo de

consentimento informado. O projeto foi analisado e aprovado pelo conselho de

ética do HC-FMUSP (CAAE: 42612515.2.0000.0068, parecer 1.016.086) (Anexo

A).

3.2 Critérios de Inclusao

1.

Pacientes com quadro clinico e/ou eletroneuromiografico sugestivo de
SMC (ptose, oftalmoparesia, alteracbes osteoesqueléticas, sintomatologia
que flutua durante o dia, e fatigabilidade).

Pacientes com fendtipo de miopatia congénita, de inicio nos primeiros 2
anos de vida, sem alteracdes estruturais especificas na biopsia muscular
(corpos  nemalinicos, centralizacdo  nuclear, mini/central-core,
desproporgéo congénita de fibras), e também sem altera¢cdes mitocondriais

ou metabdlicas (glicogenose, lipidose).
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3.3 Critérios de Excluséo

1. Pacientes com fenotipo de miopatia e com alteracbes estruturais
especificas na biopsia muscular, ou alteragcdes metabdlicas (mitocondriais,
glicogenose, lipidose), ou ainda com CPK sérica em niveis muito elevados
(> 50x o limite da normalidade)

2. Achados eletroneuromigraficos sugestivos de alteragcdes neurogénicas ou
com descargas mioténicas

3. Distrofias musculares com diagnostico especifico definido

4. Uso de drogas que desencadeiam sindrome miasténica, ou sindrome de
Eaton-Lambert

5. Reacao positiva para anticorpos anti-receptores de ACh ou anti-Musk.

3.4 Avaliacéo Clinica

Os pacientes foram avaliados pelo autor do trabalho segundo protocolo
clinico/neuroldgico, o qual incluia histéria clinica (gestacional, neonatal, de
desenvolvimento e evolugdo), historia familiar e exame fisico e neurolégico,
incluindo avaliacdo de funcdo motora (capacidade maxima de deambulacao,
capacidade de levantar da posi¢céo sentada, capacidade de levantar do chao) e
escala MRC (Medical Research Council) de forgca muscular dos principais grupos
musculares. A avaliagdo da funcdo motora se deu em dois tempos: antes e

depois de realizar manobras de fatigabilidade.

3.5 Exames Subsidiarios
Rotineiramente, todos 0s pacientes com suspeita de miopatia congénita

ou de SMC dos ambulatorios participantes sdo submetidos a
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eletroneuromigorafia (ENMG) dos 4 membros e musculos da face, sendo sempre
avaliados as conducdes dos principais nervos, eletromiografia dos principais
grupos musculares, além de ser pesquisado decremento apés estimulo repetitivo
em membro superior e face, e na maioria dos casos, estudo de jitter com agulha
concéntrica nos musculos orbiculares dos olhos. Desta forma os resultados dos
exames de ENMG ja realizados previamente foram incluidos na analise dos
dados. Da mesma forma, dosagem de CPK, dosagem de auto-anticorpos e
biopsia muscular, realizados previamente, também foram incluidas na analise

dos dados.

3.6 Extracao de DNA

Apoés a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, foi
coletada uma amostra de 5 a 10 ml de sangue periférico dos pacientes e dos
familiares no Laboratério Central do HC-FMUSP (Anexo B). Este material foi
enviado para o LIM15 da FMUSP, onde foi realizada a extragdo de DNA

linfocitario usando protocolo descrito por Miller et al (1988)73.

3.7 Sequenciamento Direto (SANGER)

Como primeira etapa, foi investigada a presenca das 4 mutacfes mais
frequentemente descritas nas populacdes europeia e brasileira: 1) mutacéo
€.130dupG (p.E44Gfs*3) no gene CHRNE, com amplificacdo e sequenciamento
da regido correspondente ao exon 2 do gene; 2) mutacdo c.1327delG
(p.E443Kfs*64) no gene CHRNE, com amplificacdo e sequenciamento de
regides correspondes aos exons 11 e 12 do gene; 3) mutagcao

c.1124 1127dupTGCC (p.A378Sfs*30) no gene DOK7 , em que foi amplificado
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e sequenciado regido correspondente a aproximadamente 1000 pares de base
do exon 7 do gene; e 4) mutacao c.264C>A (p.N88K) no gene RAPSN, em que
foi amplificada e sequenciada regido correspondente ao exon 2 do gene. Na

tabela 1 encontram-se as sequencias de oligonucleotideos utilizados.

Tabela 1 - Oligonucleotideos usados para pesquisa das 4 mutagdes mais
frequentemente descritas nas populacdes europeia e brasileira

Produto Mutagéo alvo Primer sense Primer antisense Temperatura
(gene / de

exon) anelamento
CHRNE /2  ¢.130dupG 5-TGACCCTTCCTTCTTGACCC-3' 5-GCTTAC CAGTGAGATGAGATTCG-3' 62°C

CHRNE / c.1327delG 5-CTGGAGATGGGTGGGAAATTG-3 5-CACGGAGCGAGCTCGTGTTTGA-3 65°C

11-12

RAPNS /2  c.264C>A 5-GAGGATGCCGACTTCCTCCTGG-3’ 5-TGGTACCAGGCAGCCCAAGGC-3 58°C

DOK7 /7 €.1124_1127dupTGCC 5-AGCAATCCTCGTCGTCAGCCAGCAC- 5-AAGAAAGCCGGGGGTGGCCCCG-3’ 55°C

3

Inicialmente, os exons escolhidos foram amplificados em termocicladora
da marca Eppendorf, utilizando-se pares de oligonucleotideos (Tabela 1) e
método descritos por Laporte et al.”#, o qual, resumidamente, submete uma
solugdo com volume final de 25 L, cerca de 100 ng de DNA, 10 mM de Tris-HCI
com pH de 8.3 como tampéo de reagao, 200 uM de dNTP, 1.5 a 2.0 mM MgClI2,
10 pmol de cada primer e 1 U de Taq polimerase, a um protocolo de PCR (reacao
de polimerase em cadeia) que consiste nas seguintes etapas: inicializacéo a
95°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturagao (95°C por 15 segundos) seguida
de anelamento na temperatura indicada na tabela 1 por 15 segundos e extensao
a 72°C por 45 segundos, e finalmente uma etapa de extensédo a 72°C por 10
minutos. A qualidade do produto de PCR foi verificada através de corrida em gel
de agarose a 2% por 40 minutos. Essa primeira etapa de rastreio para mutacoes
comuns foi realizada integralmente pelo autor do trabalho, no laboratério do

LIM15 da FMUSP.
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Posteriormente, para aqueles casos em que apenas uma mutacdo em
heterozigose foi identificada em um gene compativel com quadro clinico, todo o
restante da regido codificadora do gene em questéo foi sequenciada em busca
de uma outra mutacdo. Em casos que outra mutacdo foi encontrada em
heterozigose, familiares do paciente foram testados para verificar segregacao
compativel com heterozigose composta. Essa etapa foi realizada pelo autor
deste trabalho durante estagio de doutorado sanduiche na plataforma de
sequenciamento e gendmica do Institute of Genetic Medicine da Newcastle
University, Newcastle upon Tyne, Reino Unido, sob supervisdo do professor
Hanns Lochmiiller.

Para todas essas etapas citadas, os fragmentos de PCR amplificados
foram sequenciados utilizando sequenciador automatico (Applied Biosystems
ABI 3130, Foster City, CA, EUA) disponibilizado em servico multiusuario da
FMUSP (LIM56) ou no Institute of Genetic Medicine da Newcastle University . A
analise dos fragmentos sequenciados foi realizada através do programa
Mutation Surveyor Demo V 3.20, com funcionalidade de busca de mutacdes. As
sequéncias foram comparadas com as sequéncias dos genes selvagens em
questao. As correspondentes versdes das sequéncias gendmicas foram RefSeq

NM_000080.3 (CHRNE); NM_005055.3 (RAPSN); NM_173660.4 (DOK?).

3.8 Sequenciamento de Exoma

DNA enriquecido dos pacientes néo resolvidos com as etapas descritas
acima foi submetido a técnicas de alto débito para sequenciamento de exoma,
as quais foram realizadas no Instituto Broad do MIT, na plataforma Genomics da

Harvard (Cambridge, MA, EUA). Para tal foi utilizado > 250 ng de DNA (> 2 ng /
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pl) com captura de 38 Mb. Inicialmente, o DNA foi submetido a controle de
qualidade através de corrida de DNA gendmico bruto em gel de agarose a 2%,
além de quantificacado através do espectrofotdmetro de micro-volume Nanodrop
(ThermoScientific, EUA) e fluorbmetro Qubit® 2.0 (Life technologies, EUA).
Todas as amostras de DNA passaram nos testes de qualidade.

A primeira etapa do protocolo de preparagao para sequenciamento de alto
débito foi a fragmentacdo do DNA gendmico por sonicagdo, com o objetivo de
produzir fragmentos ao redor de 200 pares de base. Depois, a captura foi
realizada através do kit Agilent SureSelect All Exon V5 da empresa Agilent
(Santa Clara, CA, EUA). Para a captura, inicialmente foi feita a ligacdo de
adaptadores do kit Agilent a ambas extremidades dos fragmentos de DNA
gerados, seguida da selecéo de fragmentos entre 200 e 400 pares de base. Em
seguida, foi realizada reacdo de PCR para enriquecer seletivamente tais
fragmentos. O produto desta PCR é purificado através de método usando
esferas magnetizadas AMPure do kit SureSelect, e a seguir verificado através
do aparelho LabChip GX. A préxima etapa, hibridizacdo, foi feita segundo
protocolo detalhado pela empresa Agilent para o kit de captura, o qual envolve a
adicdo sequencial de um tampao de hibridizacdo, RNAse de bloqueio, e
biblioteca de captura SureSelect as amostras dentro de um termociclador
ajustado a temperaturas especificas, para finalmente manté-las por 24 horas a
65°C. A biblioteca de captura hibridizada é separada através de esferas
magnetizadas de estreptavidina previamente preparadas com buffer de ligagao
do kit SureSelect, purificada com esferas magnetizadas AMPure do mesmo Kkit,
amplificada através de uma reacdo de PCR pods-captura padrdo usando

marcadores do kit SureSelect, com 12 ciclos a uma temperatura de anelamento
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de 60°C, e finalmente purificada mais uma vez com as esferas AMPure. O
produto final foi analisado no aparelho LabChip GX, e em seguida transferido
para os aparelhos de sequenciamento de alto débito.

O sequenciamento foi realizado nos instrumentos Illumina Hiseq2500 de
acordo com as instrucdes do fabricante (San Diego, CA, EUA), gerando dados
brutos de sequenciamento no formato FASTQ. As sequéncias em formato
FASTQ foram alinhadas (mapeadas) com o genoma referéncia hg19/GRCh37
através do software BWA-mem (v0.7.8), e GATK Haplotype Caller (v3.6) gerando
arquivos gVCFs. O controle de qualidade dos dados brutos foi feito através do
softwares GATK. As variagdes de baixa qualidade foram filtradas usando um
indice de qualidade =20 (Q20). Todas as amostras passaram no controle de
qualidade, com cobertura minima de 8X. Alinhamento e reconhecimento de
variantes foram realizados usando Burrows-Wheeler Aligner e Genome Analysis
ToolKit, respectivamente. As leituras de sequenciamento foram alinhadas ao
genoma de referéncia humano do NCBI (hg19) usando Burrows-Wheeler
Aligner. A analise e filtragem de variantes listadas no arquivo VCF foi realizada
através do Genome-Phenome Analysis Platform, (platform.rd-connect.eu) com
as opgoes “default”, gerando um arquivo BAM. Essa ultima parte foi realizada
pelo autor do trabalho em colaboracdo e com auxilio do Institute of Genetic
Medicine da Newcastle University, Newcastle upon Tyne, reino Unido, sob
supervisdo do professor Hanns Lochmiiller durante estagio de doutorado
sanduiche.

A nomenclatura das mutagcdes seguiu as recomendacgdes publicadas por
den Dunnen et al., 20007°. As mutagées encontradas foram comparadas com 0s

bancos de dados HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk), ExAC
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(http://exac.broadinstitute.org), gnomAD (http://gnomad.broadinstitute.org) e

BIPMed (http://www.bipmed.org). Variantes provavelmente patogénicas, que

afetam a funcéo do gene e potencialmente causam a doenca, foram identificadas
pela aplicacao de critérios de filtragem padrao: frequéncia de alelo menor <1%
e preditor de efeito variante alto a moderado (ou seja, variantes nonsense, em
sitio de splice, em frameshift, in-frame e variantes ndo sinébnimas). As variantes
pré-selecionadas foram interrogadas por sua predicdo in silico deletéria e
associacdo anterior conhecida com doenca humana. Os dados gendmicos e
fenotipicos foram submetidos a plataforma RD-Connect (identificadores listados
na tabela do apéndice).

A Figura 5 mostra fluxograma das etapas realizadas para diagnostico

molecular.


http://exac.broadinstitute.org/
http://gnomad.broadinstitute.org/
http://www.bipmed.org/

Pacientes e Métodos 35

Rastreio para muta¢des comuns (c.130dupG e c.1327delG para
CHRNE; p.N88K para RAPSN e ¢.1124 1127dupTGCC para DOK7)

Muta¢3o em homozigose Mutagdo em Nenhuma mutacdo
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Figura 5 - Fluxograma das etapas realizadas para diagndstico molecular

3.9 Andlise Estatistica

Apoés a andlise molecular completa, os casos foram estratificados em
quatro categorias: diagndstico molecular confirmado de CMS, diagnéstico
molecular confirmado de uma condicdo diferente de CMS (n&do-CMS),
diagnéstico molecular provavel de CMS e néo resolvido. Os casos provaveis
foram aqueles em que uma Unica variante patogénica altamente plausivel foi
encontrada em uma condi¢do tipicamente autossémica recessiva, e aqueles em
qgque duas provaveis variantes patogénicas foram encontradas com uma
sindrome correspondente ndo totalmente tipica. Os achados clinicos foram
comparados entre o grupo com diagndstico molecular confirmado de CMS e o

grupo sem diagnéstico molecular ou com diagnostico molecular ndo-CMS. Os
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pacientes classificados como provaveis foram excluidos da comparacéao. O teste
exato de Fisher de dupla cauda foi usado para calcular os valores de p em
tabelas de contingéncia 2 X 2

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/contingency2.cfm).
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4 Resultados

Dos 81 pacientes incluidos inicialmente, dois foram excluidos, um
eventualmente diagnosticado como miastenia gravis autoimune e outro
eventualmente diagnosticado como doenca mitocondrial. No final, foram
incluidos no estudo 79 pacientes de 68 familias, os quais respeitaram os critérios
de incluséo e exclusdo, sendo 45 do sexo feminino (57%) e 34 do sexo
masculino. Todos foram avaliados clinicamente pelo autor do estudo e tiveram
seus dados de prontuario detalhadamente revisados pelo mesmo, sendo entéo
submetidos as etapas para diagnostico molecular descritas na sessao de
métodos. A média de idade na avaliacdo foi de 26,7 anos (variando de 1 a 69
anos). Dos 79 pacientes, todos apresentavam dados de ENMG, e em 38
pacientes eletromiografia de fibra Unica com agulha concéntrica dos musculos
orbiculares dos olhos foi realizada. Dados de bidpsia muscular foram coletados
de 41 pacientes, e todos tiveram prescrito por algum periodo piridostigmina como
tentativa de tratamento. Em relacéo ao local de habitacéo, 66 pacientes eram do
estado de S&o Paulo, 4 de Minas Gerais, 3 da Bahia, 2 do Parana, 2 do
Amazonas, 1 de Pernambuco, 1 do Ceara. (Figura 6).

A tabela do apéndice apresenta todos os pacientes, suas classificacdes
diagnésticas (confirmado SMC, provavel SMC, ndo-SMC e nao resolvido), as
variantes encontradas e as principais caracteristicas delas, além dos

identificadores registrados no sistema RD-Connect.



Resultados 38

M
R Low High
\ 5 \
|"r \ A
AN r% "
] 3
PA {m
r { MA ce £ RN
- J - P, \(. W .y
AC J 1 L £ ) Y e Ay
' \ , ; e,
wid FW©° | aa )

} s

Figura 6 - Grafico em escalas de cinza mostrando a distribuicdo das origens dos
pacientes incluidos no estudo

4.1 Pesquisa da Mutacao ¢.130dupG no Gene CHRNE

Dentre as 68 familias testadas, a mutacao ¢.130dupG (p.E44Gfs*3) foi
encontrada em 21 (31%), sendo em homozigose em 18 familias (26,5%) e em
heterozigose em 3 (24 pacientes com a mutacdo em homozigose e 5 em
heterozigose). Destes 29 pacientes, 22 foram publicados em um estudo do
nosso grupo, com colaboracdo de outros centros nacionais, em que foi
comprovada a relativamente alta prevaléncia dessa mutacdo em diferentes
regides do pais, e foram caracterizados clinicamente os pacientes homozigotos’®
(Anexo C).

Além desses, 0 sequenciamento Sanger do exon 2 do gene CHRNE
também identificou duas pacientes com outras variantes em homozigose, uma

predita como patogénica (c.92C>T, p.Leu31Pro) e previamente ja descrita como
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causadora da sindrome (https://databases.lovd.nl), e outra considerada nova

(c.122C>T; p.Pro4lLeu) (Figura 7).

Dentre as trés familias com a mutacéo ¢.130dupG em heterozigose, uma
outra variante patogénica foi encontrada em 2, apds sequenciamento Sanger de
todo o gene CHRNE. Dois irmaos foram diagnosticados com a variante intrénica
€.803-2A>G, localizada em sitio receptor de splicing, previamente descrita como
patogénica’’. Outros dois irmdos apresentaram a variante ¢.858 859dup
(p.L287Sfs *14), predita com patogénica, porém ainda nao reportada em nenhum
banco de dados. Nesses 4 casos, os DNAs dos pais foram testados confirmando
segregacao das mutacdes e, portanto, heterozigose composta. Em um paciente
com a mutacado c. 130dupG em heterozigose néao foi possivel identificar outra

variante.


https://databases.lovd.nl/
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W ¢ 130dupG homozgose (77,5%)

Outras mutagdes (6,5%) I
/ M ¢ 130dupG heterongose composta (12,9%)

¢.130dupG dano vnico (sem outra vanante) (3,1%)

Figura 7 - Porcentagem da presenca da mutacédo c¢.130dupG dentre os casos
de SMC CHRNE

4.2 Pesquisa da Mutacéao c.1327delG no Gene CHRNE

Excluindo-se os 31 pacientes com mutagcdes no gene CHRNE
diagnosticadas na etapa anterior (29 com ¢.130dupG e 1 com ¢.122C>T e 1 com
€.92C>T), 48 pacientes (de 45 familias) tiveram o DNA sequenciado para
pesquisa da mutacao c.1327delG (p.E443Kfs*64) no gene CHRNE (exons 11 e
12). Em nenhum deles tal mutacéo foi encontrada, e também nao foi encontrada
nenhuma outra variante inédita ou preditiva de patogenicidade localizada na

regido amplificada.

4.3 Pesquisa da Mutacéo p.N88K (c.264C>A) no Gene RAPSN
Os mesmos 48 pacientes (45 familias) testados para a mutacao

c.1327delG foram testados para a mutacdo p.N88K no gene RAPSN. Em 5
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pacientes de diferentes familias (7,5% do total de familias) a mutacao foi
encontrada. Dois destes apresentaram a mutacdo em homozigose, e 3 outros
em heterozigose. Nos 3 pacientes com a mutacdo em heterozigose outra
variante foi encontrada com sequenciamento Sanger de toda regido codificadora
e fronteiras intrbnicas do gene RAPSN:c.493G>A (p.V165M), j& descrita
previamente como patogénica’®; c.490C>G (p.Argl64Lys) também ja descrita
como patogénica’®, e c.61C>T (p.GIn21*), ainda ndo reportada. Sequenciamento
dos pais dos 3 pacientes demonstrou que as mutacdes segregam de forma a
configurar heterozigose composta.

Trés (2 homozigotos e 1 heterozigoto) destes 5 pacientes foram
publicados por estudo do nosso grupo que mostrou importante variabilidade em

casos com p.N88K®& (Anexo D).

4.4 Pesquisa da Mutacéao c.1124 1127dupTGCC no Gene DOK7
Excluindo-se os 36 pacientes resolvidos com as etapas anteriores (com
1 considerado provavel CHRNE), 43 pacientes (40 familias) tiveram o DNA
sequenciado para pesquisa da mutacao c.1124 1127dupTGCC (p.A378Sfs*30)
no gene DOK7. A mutacao foi encontrada em 3 pacientes de familias diferentes
(4,4% do total de familias), sendo dois em homozigose e um em heterozigose.
No paciente com mutacdo em heterozigose, uma outra variante patogénica foi
encontrada apds sequenciamento Sanger de todo o gene DOK?7,
c.1357_1370dell4 (p.L454Pfs*60), a qual € predita como patogénica e ja foi
previamente descrita como causadora de SMCB8:. Sequenciamento dos

familiares dos pacientes confirmaram heterozigose composta.
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4.5 Analise de EXOMA

Os 40 pacientes (de 39 diferentes familias) sem mutacdo compativel
encontrada nas etapas anteriores foram submetidos a analise de todo o exoma.
Desta ultima andlise foram encontradas variantes preditas como patogénicas
nos seguintes genes:

- COL13Al: 4 pacientes de 3 familias distintas. Um paciente com
c.486delT (p.Glyl63Valfs*32) em homozigose. Dois irmdos com a
mutacdo intrénica ¢.549+5G>A em homozigose. Um paciente com
€.833delC (p.Pro278Leufs*65) em homozigose.

- COLQ: 3 pacientes de 2 familias distintas; 2 pacientes irmaos com
mutacdo intrénica em homozigose (¢.219+1G>C); 1 paciente com 2
mutacBes em heterozigose (€.219+1G>C + ¢.158insC; ¢.219+1G>C +
p.leu53profs*81).

- CHAT: 1 paciente com 2 mutacbes em heterozigose composta no
gene (€.1964T>C + c.1145A>G; p.Leu655Pro + p.Glu382Gly).

- GFPT1: 2 pacientes de duas familias distintas, com 2 variantes
provavelmente em heterozigose composta (DNA dos pais nao
disponivel), sendo uma com C.652T>G (p.Ser218Pro) + ¢.275C>T
(p.Ala92val), e outra com c¢.1375G>A(p.asp459asn) + c.67C>G
(p.leu23val).

- GMPPB: 1 paciente com c.95C>T (p.Pro32Leu) + c¢.79G>C
(p.Asp27His), provavelmente em heterozigose composta (DNA dos
pais ndo disponivel),

- SCN4A: 1 paciente com c.692C>T (p.Thr231Met) + ¢.5511G>C

(p.Terl837Tyrext*50), da qual apenas DNA da mae foi passivel de
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analise, onde foi encontrada apenas a segunda mutacéo, sugerindo
heterozigose composta.
- CHRNAL: 1 paciente com mutacdo em homozigose: c.1396G>A
(p.Gly466Arg).

- SCNB8A: 1 paciente com mutacdo em heterozigose: c.5615G>A
(p.Argl872GIn).

- VWA3B: 1 paciente com mutacdo em heterozigose composta:
Cc.91C>A (p.GIn31Lys) + ¢c.2795G>A (p.Arg932His).

- DHCR7: 1 paciente com mutacdo em homozigose c¢.278C>T
(p.Thr93Met).

- PTPN11l: 1 paciente com mutacdo em heterozigose: c.188A>G
(p.Tyr63Cys).

- LDB3: 1 paciente com mutagdo em homozigose: c.679C>T
(p.Leu227Phe)

Depois de todas as etapas de analise molecular, 23 pacientes de 22
diferentes familias ainda permaneceram sem diagnéstico molecular confirmado.
Destes 23 pacientes, 7 foram considerados como provaveis, por ndo terem
variantes patogénicas ou provavelmente patogénicas bialélicas (todos com
sindromes recessivas), ou por apresentarem variantes novas, provavelmente
patogénicas, mas com quadro clinico nao totalmente tipico. Foi o caso de 4
pacientes CHRNE de 3 familias diferentes e 1 caso de RAPSN, todos com
mutacdo em heterozigose, 1 caso SCN4A e 1 CHRND cujos quadros clinicos
nao eram 100% tipicos. A Tabela 2 mostra a propor¢do dos genes encontrados
no estudo, considerando casos indices, excluindo os diagnosticados como néo-

SMC (n=5) e os considerados provaveis (n=6), totalizando 57 casos indices. A
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Tabela 3 considera os ndo-SMC e os provaveis, considerando, entédo, 68 casos
indices. A Figura 8 mostra a distribuicéo dos genes diagnosticados considerando

casos indices somente dos confirmados como SMC (41 casos indices).

Tabela 2 - Propor¢ao dos genes encontrados no estudo, excluindo-se casos
provaveis e casos ndo-SMC

Gene % de SMC atribuida a alteracdes no
gene
CHRNE 38,5%
RAPSN 8,8%
DOK7 5,2%
COL13A1 5,2%
COLQ 3,5%
GFPT1 3,5%
SCN4A 1,7%
GMPPB 1,7%
CHAT 1,7%
CHRNA1 1,7%
N&o diagnosticados 28%

Tabela 3 - Proporcédo dos genes encontrados no estudo, considerando casos
nao-SMC e casos provaveis

Gene % de SMC atribuida a alteracdes no
gene
CHRNE 32,3%
RAPSN 7,3%
DOKY7 4,5%
COL13A1 4,5%
COLQ 2,9%
GFPT1 2,9%
SCN4A 1,5%
GMPPB 1,5%
CHAT 1,5%
CHRNAL1 1,5%
Provaveis 8,8%
N&o-SMC 7,3%

Nao diagnosticados 23,5%
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Figura 8 - Distribuicdo dos genes diagnosticados considerando casos indices
somente dos confirmados como SMC

4.6 Aspectos Clinicos dos Pacientes CHRNE Confirmados

Dentre os 79 pacientes com SMC incluidos no estudo, 30 foram
confirmados como causados por mutacao no gene CHRNE (26 com mutacdes
em homozigose, e 4 em heterozigose composta), compreendendo 22 familias
nao relacionadas entre si. Em 4 pacientes de 3 familias distintas apenas uma
mutacédo foi encontrada no gene e, como 0s quadros clinicos desses pacientes
sdo compativeis, consideramos esses casos como provaveis SMC por CHRNE.
Destes, em um caso foi encontrada a mutagéo ¢.130dupG por sequenciamento
Sanger. Em outro caso foi encontrada a variante predita como patogénica
€.901G>A (p.Val301Met), por sequenciamento de todo exoma. Em dois irmé&os,
foi encontrada a variante nonsense predita como patogénica ¢.393C>G

(p.Y131%).
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Considerando apenas os casos confirmados (n = 30), as seguintes
caracteristicas clinicas foram muito frequentes: inicio precoce dos sintomas -
antes dos 2 anos - (90%), sintomas flutuantes (100%), comprometimento da
musculatura ocular extrinseca (100%), ptose palpebral (100%), fraqueza dos
membros (100%), fraqueza facial (83,3%) e sintomas bulbares (76,6%).
Curiosamente, a maioria dos pacientes apresentou comprometimento parcial, ao
invés de completo, do movimento ocular. Esse foi 0 caso em 27 dos 30 pacientes
com alteracdo da motricidade ocular extrinseca (90%). Considerando os 27
pacientes com comprometimento parcial, os masculos reto inferiores foram os
mais frequentemente poupados, ndo sendo afetados ou relativamente menos
afetados em 83,3% (n=25) dos casos (Figura 9), sendo preservados juntamente
com outros musculos ou néo.

O prognéstico pareceu ser favoravel entre os pacientes CHRNE.
Evolucéo estavel, com pouca restri¢cao funcional, foi observado em 96,6% deles.
No entanto, pelo menos um episédio de exacerbacdo intensa e aguda dos
sintomas, apresentando-se como crise, foi relatado por 46,6% dos pacientes. Em
todos esses pacientes quadros infecciosos febris sdo o principal gatilho para
exacerbacdo dos sintomas. Alta frequéncia de crise foi relatada em apenas 8
pacientes (26,6%). Melhora dos sintomas com piridostigmina foi observada em
todos os pacientes confirmados. Oito pacientes também receberam efedrina (50
mg duas vezes ao dia) e 6 salbutamol, sendo que todos apresentaram melhora
adicional dos sintomas. Quanto as alteracbes neonatais, observou-se atraso
motor em 56,6% dos pacientes, hipotonia neonatal em 66,6%, dificuldades de

succao em 50% e palato alto em 76,6% (Figura 10). Escoliose foi observada em
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23,3% dos pacientes (Figura 10). Nenhum paciente apresentou quaisquer
contraturas congénitas.

Dados de biopsia muscular estavam disponiveis em 12 dos 30 pacientes
com mutacgdo bi-alélica confirmada no gene CHRNE: 7 (58,3%) foram descritos
com atrofia seletiva tipo Il, 4 (33,3%) com predominéancia de tipo I, e 1 (8,4%)
como normal. O nivel de CPK foi normal em todos os 30 pacientes. Todos os 30
pacientes tinham dados de eletroneuromiografia disponiveis: 27 (90%)
apresentaram resposta decremental ao estimulo repetitivo de 3 Hz; em 5 deles,
alteracdes miopaticas associadas foram observadas. Dos 3 pacientes sem
resposta decremental ao estimulo repetitivo, 2 foram submetidos ao estudo de
fibra Gnica, que demonstrou aumento de Jitter em ambos. Ao todo, estudo de
fibra Unica foi realizado em 9 dos 30 pacientes confirmados como CHRNE, em
todos houve constatacdo de aumento de Jitter.

A Tabela 4 mostra sumariamente os principais dados clinicos dos
pacientes com diagnostico confirmado de SMC por mutacdo em CHRNE. A
Tabela 5 mostra dados de exames complementares e de resposta aos diferentes

tratamentos.
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Tabela 4 - Principais achados clinicos dos pacientes CHRNE
Paciente Idade P F AMO/ PT FA SB F CNP Mutacdes
[Familia (anos)/ S APM/ F em CHRNE
Sexo PRI
1/1 30/M + + +[+/+ + + - + + €.130dupG/
€.130dupG
2/1 29/F + + +/+/+ + + + + + €.130dupG/
€.130dupG
3/1 12/M + + +/+/+ + + + - + €.130dupG/
€.130dupG
6/3 28/F + + +[+/+ + - - - + €.130dupG/
€.130dupG
7/3 19/F + + +/-/- + + - - + €.130dupG/
€.130dupG
8/4 13/F + + +/+/- + + + - + ¢.130dupG/
€.130dupG
17/13 12/M + + +/+/- + + + + + €.130dupG/
€.130dupG
18/14 22/F + + +/-/- + - - + + c.92C>T/
c.92C>T
19/15 37/F + + +/+/+ + + + + + €.130dupG/
€.130dupG
20/16 10/M + + +/+/+ + + + + - €.130dupG/
€.130dupG
24/20 25/F + + +/+/+ + + + + + €.130dupG/
€.130dupG
26/22 AlF + 4+ +/-/- + - + + + €.130dupG/
€.130dupG
28/24 34/F + + +/+/+ + + + + + €.130dupG/
€.130dupG
33/28 14/F + + +/+/+ + + + + + €.130dupG/
€.130dupG
39/33 64/M + + +/+/+ + + + + + €.130dupG/
€.803-2A>G
40/33 54/F + + +/+/+ + + + + + €.130dupG/
¢.803-2A>G
41/34 8/F + + +/+/+ + + + + + €.130dupG/
€.130dupG
42/35 16/F + + +[+/+ + + + + + €.130dupG/
¢.858_859dup
43/35 7/IM + + +/+/+ + - - + + €.130dupG/
¢.858_859dup
48/40 38/F + 4+ +/+/+ + + - + + €.130dupG/
€.130dupG
49/41 21/F + 4+ +/+/+ + + + + + €.130dupG/
€.130dupG
50/41 28/F + + +/+/+ + + + + + €.130dupG/
€.130dupG
64/55 41/F + + +[+/+ + + + + + €.130dupG/
€.130dupG
65/55 49/M + + +[+/+ + + + + + €.130dupG/
€.130dupG
66/56 33/M + + +/+/+ + + + + + €.130dupG/
€.130dupG
67/57 63/M + + +[+/+ + + + + + €.130dupG/
€.130dupG
68/58 14/F + + +[+/+ + + - + + €.130dupG/
€.130dupG
72162 35/F + + +/+/+ + + + - + €.122C>T/
c.122C>T
75/65 25/M + + +[+/+ + + + + - €.130dupG/
€.130dupG
76/65 26/F + 4+ +/+/+ + + - + + €.130dupG/
¢.130dupG
+ = presente; - = ausente; IP = inicio precoce (antes dos 2 anos de idade); FS = flutuagéo dos

sintomas; AMO = alteracdo de motricidade ocular; APM = alterac&o parcial da motricidade ocular;
PRI= alteracdo da motricidade ocular poupando musculatura reto inferior; PT = ptose palpebral;
FA = fraqueza apendicular; SB = sintomas bulbares; FF = fraqueza facial; CNP = curso néo

progressivo.
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Tabela 5 - Dados de exames complementares e de resposta aos diferentes
tratamentos dos pacientes CHRNE

Paciente Idade MP ME MS RDER JA ABM/ C Mutagdes em
[Familia (anos)/ FU AT2 P CHRNE
Sexo K
N
1/1 30/M + + SD + SD +/+ + €.130dupG/
€.130dupG
2/1 29/F + SD SD + SD SD + €.130dupG/
€.130dupG
3/1 12/M + + SD + SD +/+ + €.130dupG/
€.130dupG
6/3 28/F + SD SD - + SD + €.130dupG/
€.130dupG
713 19/F + SD SD - + SD + €.130dupG/
€.130dupG
8/4 13/F + SD SD + SD -/- + €.130dupG/
€.130dupG
17/13 12/M + SD SD + SD +/+ + €.130dupG/
€.130dupG
18/14 22/F + SD SD + + +/+ + €.92C>T/
c.92C>T
19/15 37/F + + + + + - + €.130dupG/
€.130dupG
20/16 10/M + SD + + + - + €.130dupG/
€.130dupG
24/20 25/F + SD + + SD - + €.130dupG/
€.130dupG
26/22 4/F + SD SD - SD - + €.130dupG/
€.130dupG
28/24 34/F + SD SD + + +/- + €.130dupG/
€.130dupG
33/28 14/F + SD SD + SD SD + €.130dupG/
€.130dupG
39/32 64/M + + SD + SD +/+ + €.130dupG/
€.803-2A>G
40/32 54/F + + SD + SD +/+ + €.130dupG/
€.803-2A>G
41/33 8/F + SD SD + SD +/+ + ¢.130dupG/
€.130dupG
42/34 16/F + SD + + SD SD + €.130dupG/
¢.858_859dup
43/34 M + SD SD + SD SD + €.130dupG/
¢.858_859dup
48/39 38/F + SD SD + SD SD + €.130dupG/
€.130dupG
49/40 21/F + + SD + SD SD + €.130dupG/
€.130dupG
50/40 28/F + SD SD + SD SD + €.130dupG/
€.130dupG
64/55 41/F + SD SD + + SD + €.130dupG/
€.130dupG
65/55 49/M + SD SD + SD SD + €.130dupG/
€.130dupG
66/56 33/M + SD SD + SD SD + €.130dupG/
€.130dupG
67/57 63/M + SD SD + SD +/- + €.130dupG/
€.130dupG
68/58 14/F + SD SD + + SD + €.130dupG/
€.130dupG
72162 35/F + SD SD + + SD + €.122C>T/
c.122C>T
75165 25/M + + + + SD +/- + €.130dupG/
€.130dupG
76/65 26/F + + + + SD +/- + €.130dupG/
€.130dupG

+ = presente; - = ausente; SD = sem dados, ou ndo testado; MP = melhora com pirirdostigmina;
ME = melhora com efedrina; MS = melhora com salbutamol; RDER = resposta decremental ao
estimulo repetitivo; JAFU= Jitter aumentado no estudo de fibra Gnica; ABM = alteracao na biopsia
muscular; AT2 = atrofia seletiva tipo II; CPKN = nivel sérico normal de CPK.
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Figura 9 - Relativa preservacdo dos musculos reto inferiores em pacientes com
oftalmoparesia parcial. Os pacientes apresentavam diferentes niveis de
comprometimento assimétrico dos movimentos oculares, que nao estao
relacionados com a idade. A. Paciente 6 (28 anos). B. Paciente 19 (37 anos). C.
Paciente 41 (8 anos) D. Paciente 20 (10 anos)

Figura 10 - Aspectos clinicos apresentados por pacientes com mutacao
homozigoética ¢.130dupG. A. Escoliose (Paciente 8). B. Palato alto (paciente 20).
C. Fraqueza facial (Paciente 24 tentando fazer um sorriso)

4.7 Aspectos Clinicos dos Pacientes RAPSN

Cinco pacientes de diferentes familias foram diagnosticados como SMC
devido a mutacbes no gene RAPSN. A Tabela 6 mostra sumariamente 0s
principais dados clinicos dos pacientes com diagnostico confirmado de SMC por

mutacdo em RAPSN. A Tabela 7 mostra dados de exames complementares e
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de resposta aos diferentes tratamentos. As Figuras 11 e 12 mostram
caracteristicas de pacientes com diagndstico confirmado de SMC por mutacao

em RAPSN.

Tabela 6 - Principais achados clinicos dos pacientes RAPSN

Paciente Idade P F AMO/ PT FA SB F CNP Mutac8es
[Familia (anos)/ S APM/ F em CHRNE
Sexo PRI
18/22 10/M + o+ +/+/- + + + - + p-N88K/p.N88
K
31/26 12/F + + -/-/- + + + - + p.N88K/
p.V165M
32/27 35/M + + +/+/+ + + + + + p.N88K/p.N88
K
62/53 46/F - + -/-1- - + - - + p.N88K/p.R16
4K
77166 1/M + o+ +/+/- + + + + - p.N88K/p.Q21*

+ = presente; - = ausente; IP = inicio precoce (antes dos 2 anos de idade); FS = flutuagdo dos
sintomas; AMO = alteracao de motricidade ocular; APM = alterac&o parcial da motricidade ocular;
PRI= altera¢do da motricidade ocular poupando musculatura reto inferior; PT = ptose palpebral;
FA = fraqueza apendicular; SB = sintomas bulbares; FF = fraqueza facial; CNP = curso néo
progressivo.

Tabela 7 - Dados de exames complementares e de resposta aos diferentes
tratamentos dos pacientes RAPSN

Paciente Idade MP ME MS RDER JA ABM/ C Mutagbes em
/Familia (anos)/ FU AT2 P RAPSN
Sexo K
N
18/22 10/M + SD SD - + SD + p.N88K/p.N88K
31/26 12/F - SO SD + + +H- 4+ p.N88K/
p.V165M
32/27 35/M + + SD + + -/- +  Pp.N88K/p.N88K
62/53 46/F + + SD + + +/- p-N88K/p.R164K
77166 1M + - + + SD SD +  p.N88K/p.Q21*

+ = presente; - = ausente; SD = sem dados, ou ndo testado; MP = melhora com piridostigmina;
ME = melhora com efedrina; MS = melhora com salbutamol; RDER = resposta decremental ao
estimulo repetitivo; JAFU= Jitter aumentado no estudo de fibra Gnica; ABM = altera¢éo na bidpsia
muscular; AT2 = atrofia seletiva tipo Il; CPKN = nivel sérico normal de CPK.
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Figura 11 - Aspectos clinicos do paciente 31, da familia 26. A. Palato alto
arqueado. B. ptose assimétrica. C. Escépula alada bilateral leve, mais visivel no
lado esquerdo

Figura 12 - Preservagdo relativa da movimentagdo vertical do olhar nos
pacientes 32 (Ae B) e 18 (Ce D)

4.8 Aspectos Clinicos dos Pacientes COL13A1

Quatro pacientes, de trés diferentes familias, foram classificados como SMC
relacionada ao gene COL13A1, por apresentarem variantes provavelmente
patogénicas em homozigose no gene e um quadro clinico compativel. Nenhuma
das variantes constam em bancos de dados de variantes e foram consideradas

novas.
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Trés destes pacientes foram publicados em uma colaboracdo do nosso
grupo em um estudo internacional que caracterizou clinicamente SMC por
COL13A1% (Anexo E).

As Figura 13 mostra caracteristicas de pacientes com diagndstico
confirmado de SMC por mutagdo em COL13Al. A Tabela 8 mostra
sumariamente os principais dados clinicos dos pacientes com mutacdo em
COL13Al. A Tabela 9 mostra dados de exames complementares e de resposta

aos diferentes tratamentos.

Tabela 8 - Principais achados clinicos dos pacientes COL13A1

Paciente Idade P F AMO/ PT FA SB F CNP Mutacdes
[Familia (anos)/ S APM/ F em
Sexo PRI COL13A1
8/12 17/M + + +/+/- + + - + + ¢.833delC/
€.833delC
23/19 7/F + + -/-1- + - - - + c.486delT/
c.486delT
37/32 28/M + - -I-1- + - - - + C.549+5G>A/
C.549+5G>A
38/32 18/F + - +/+/- + - - - + C.549+5G>A/
C.549+5G>A

+ = presente; - = ausente; IP = inicio precoce (antes dos 2 anos de idade); FS = flutuacdo dos
sintomas; AMO = alteracdo de motricidade ocular; APM = alteracéo parcial da motricidade ocular;
PRI= alteracdo da motricidade ocular poupando musculatura reto inferior; PT = ptose palpebral;
FA = fraqueza apendicular; SB = sintomas bulbares; FF = fraqueza facial; CNP = curso nao
progressivo.

Tabela 9 - Dados de exames complementares e de resposta aos diferentes
tratamentos dos pacientes COL13A1

Paciente Idade MP ME MS RD JA ABM/ CPK Mutagdes em
[Familia  (anos)/ ER FU AT2 N COL13A1
Sexo
8/12 17/M - SD - + SD +/- + ¢.833delC / ¢.833delC;
23/19 7/F - SD SD + SD SD + c.486delT/ c.486delT
37/32 28/M - SD SD - + +/- + €.549+5G>A/ ¢.549+5G>A
38/32 18/F - SD SD - sSD sSD + €.549+5G>A/ €.549+5G>A

+ = presente; - = ausente; SD = sem dados, ou ndo testado; MP = melhora com piridostigmina;
ME = melhora com efedrina; MS = melhora com salbutamol; RDER = resposta decremental ao
estimulo repetitivo; JAFU= Jitter aumentado no estudo de fibra Gnica; ABM = altera¢éo na bidpsia
muscular; AT2 = atrofia seletiva tipo Il; CPKN = nivel sérico normal de CPK.
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Figura 13- Ptose palpebral bilateral nos pacientes 23 (A), 36 (B) e 37 (C). Em
C, paciente tenta elevar os olhos para cima, demonstrando acometimento
seletivo dos musculos reto superiores. D e E mostram escoliose nos pacientes
36 (D) e 37 (E)
4.9 Aspectos Clinicos dos Pacientes DOK7

Trés pacientes de diferentes familias foram diagnosticados como SMC
devido a mutagdes no gene DOKY7, detectadas por sequenciamento sanger do
exon 7 do gene. Dois pacientes (13 e 47) apresentaram a mutagao recorrente
c.1124 1127dupTGCC em homozigose, e o outro (paciente 51) apresentou ela
em associagdo em trans com outra mutacdo. As mutagdes encontradas ja foram
descritas previamente como patogénicas. Todos estes pacientes entdo foram
considerados como confirmados. A Tabela 10 mostra sumariamente o0s
principais dados clinicos dos pacientes com diagnostico confirmado de SMC por
mutacdo em DOK7. A Tabela 11 mostra dados de exames complementares e de

resposta aos diferentes tratamentos. A Figura 14 mostra caracteristicas dos

pacientes com diagndstico confirmado de SMC por mutacdo em DOK?.
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Tabela 10 - Principais achados clinicos dos pacientes DOK7

Tn

Paciente Idade P AMO/ PT FA SB F CN MutagBes em
[Familia (anos)/ APM/ F P DOK7
Sexo PRI
13/9 18/F + + -/-/- + + - + + €.1124_1127dup
TGCC/
€.1124_1127dup
TGCC
47/39 39/M + o+ -I-I- - + + - - ©.1124_1127dup
TGCC/
€.1124_1127dup
TGCC
51/42 24/F + + -/-1- + + + - + €.1124_1127dup
TGCC/
¢.1357_1370del
14
+ = presente; - = ausente; IP = inicio precoce (antes dos 2 anos de idade); FS = flutuagéo dos
sintomas; AMO = alteracdo de motricidade ocular; APM = alteracéo parcial da motricidade ocular;
PRI= altera¢do da motricidade ocular poupando musculatura reto inferior; PT = ptose palpebral;
FA = fraqueza apendicular; SB = sintomas bulbares; FF = fraqueza facial; CNP = curso néo

progressivo.

n

Tabela 11 - Dados de exames complementares e de resposta aos diferentes
tratamentos dos pacientes DOK7

Paciente Idade MP ME MS RD JA ABM/ CPK Mutac8es em DOK?7

[Familia  (anos)/ ER FU AT2 N
Sexo
13/9 18/F - SD SD - SD +/- + €.1124_1127dupTGCC/
c.1124 1127dupTGCC
47/39 39/M - SD + + + +/- - c.1124 1127dupTGCC/
€.1124_1127dupTGCC
51/42 24/F - + - + - SD + .1124 1127dupTGCC/

€.1357_1370del14
+ = presente; - = ausente; SD = sem dados, ou ndo testado; MP = melhora com piridostigmina;
ME = melhora com efedrina; MS = melhora com salbutamol; RDER = resposta decremental ao
estimulo repetitivo; JAFU= Jitter aumentado no estudo de fibra Gnica; ABM = altera¢éo na bidpsia
muscular; AT2 = atrofia seletiva tipo Il; CPKN = nivel sérico normal de CPK.
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Figura 14 - Achados clinicos de pacientes DOK7. Escépula alada na paciente
13 (A) e hiperlordose nos pacientes 50 (B) e 46 (C)

4.10 Aspectos Clinicos dos Pacientes COLQ

Os pacientes irméos 29 e 30 da familia 25, e o paciente 61 da familia 52
da foram diagnosticados como SMC devido a mutacéo bialélica no gene COLQ.
Eles foram considerados como confirmados, devido a quadro clinico compativel,
e a provavel patogenicidade das mutacdes. Os pacientes da familia 25
abrigavam a mutacgdo intrénica em sitio doador de splicing ¢.219+1G>C em
homozigose, ja descrita como patogénica. O paciente 61 da familia 52 abrigava
mesma mutacao ¢.219+1G>C em heterozigose, em associacdo com c¢.158insC
(p.leu53profs*81). A Tabela 12 mostra sumariamente os principais dados clinicos
dos pacientes com diagnéstico confirmado de SMC por mutagdo em COLQ. A
Tabela 13 mostra dados de exames complementares e de resposta aos
diferentes tratamentos. As Figuras 15 e 16 mostram caracteristicas clinicas e
eletrofisiol6gicas dos pacientes com diagnéstico confirmado de SMC por

mutacéo em COLQ.
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Tabela 12 - Principais achados clinicos dos pacientes COLQ

Paciente Idade P F AMO/ PT FA SB F CN MutagBes em
[Familia (anos)/ S APM/ F P COLQ
Sexo PRI
29/25 41/F + + +/+/+ + + - + + €.219+1G>C +
€.219+1G>C
30/25 34/M + o+ +/+/+ + + + - + €.219+1G>C +
C.219+1G>C
61/52 49/M + + +/+/+ + + + + + €.219+1G>C +
€.158insC

+ = presente; - = ausente; IP = inicio precoce (antes dos 2 anos de idade); FS = flutuacdo dos
sintomas; AMO = alterac¢é@o de motricidade ocular; APM = alterag&o parcial da motricidade ocular;
PRI= alteracdo da motricidade ocular poupando musculatura reto inferior; PT = ptose palpebral;
FA = fraqueza apendicular; SB = sintomas bulbares; FF = fraqueza facial; CNP = curso néo
progressivo.

Tabela 13 - Dados de exames complementares e de resposta aos diferentes
tratamentos dos pacientes COLQ

Paciente Idade MP ME MS RD JA ABM/ CPK MutagcBes em COLQ

/[Familia  (anos)/ ER FU AT2 N
Sexo
29/25 41/F - + SD + SD +/+ + €.219+1G>C +
c.219+1G>C
30/25 34/M - SD SD + + SD + €.219+1G>C +
€.219+1G>C
61/52 49/M - + + + SD +/- + €.219+1G>C + ¢.158insC

+ = presente; - = ausente; SD = sem dados, ou néo testado; MP = melhora com piridostigmina;
ME = melhora com efedrina; MS = melhora com salbutamol; RDER = resposta decremental ao
estimulo repetitivo; JAFU= Jitter aumentado no estudo de fibra Gnica; ABM = alteragéo na bidpsia
muscular; AT2 = atrofia seletiva tipo Il; CPKN = nivel sérico normal de CPK.

Figura 15 - Relativa preservacéo dos musculos reto inferiores dos pacientes 29
(A) e 28 (B). C. Escoliose da paciente 29
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Figura 16 - A. Estudo de conducdo nervosa de nervo ulnar na paciente 29,
mostrando duplo potencial apdés um Unico estimulo. B. Teste de estimulo
repetitivo a 3Hz na mesma paciente, mostrando decremento >10%, o qual é visto
no potencial principal e no potencial duplicado

4.11 Aspectos Clinicos das Pacientes GFPT1

Duas pacientes de diferentes familias (pacientes 78 e 79, das familias 67
e 68) foram diagnosticadas como SMC devido a mutacdes bi-alélicas no gene
GFPT1 (ambas em provavel heterozigose composta), detectadas em
sequenciamento de exoma. Nenhuma das variantes constam em bancos de
dados de variantes e foram consideradas novas. Os dois casos entdo foram
consideradas como casos confirmados, uma vez que o quadro clinico deles sdo
tipicos (inclusive com agregados tubulares em bidpsia de musculo). A Tabela 14
mostra sumariamente o0s principais dados clinicos das pacientes com
diagndstico confirmado de SMC por mutacdo em GFPT1. A Tabela 15 mostra
dados de exames complementares e de resposta aos diferentes tratamentos. A
Figura 17 mostra caracteristicas dos pacientes com diagndstico confirmado de
SMC por mutagcdo em GFPT1, e a Figura 18 mostra achados histologicos da

paciente 78.
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Tabela 14 - Principais achados clinicos dos pacientes GFPT1

Paciente Idade P F AMO/ PT FA SB F CN MutagBes em
[Familia (anos)/ S APM/ F P GFPT1
Sexo PRI
78167 23/F + o+ -/-1- - - - - + C.652T>G /
C.275C>T
79/68 33/F + o+ -/-1- - - - - + c.1375G>A/
c.67C>G

+ = presente; - = ausente; IP = inicio precoce (antes dos 2 anos de idade); FS = flutuacéo dos
sintomas; AMO = alteracdo de motricidade ocular; APM = alterac&o parcial da motricidade ocular;
PRI= alterac&o da motricidade ocular poupando musculatura reto inferior; PT = ptose palpebral;
FA = fraqueza apendicular; SB = sintomas bulbares; FF = fraqueza facial; CNP = curso nao
progressivo.

Tabela 15 - Dados de exames complementares e de resposta aos diferentes
tratamentos dos pacientes GFPT1

Paciente Idade MP ME MS RD JA ABM/ CPK Mutagdes em GFPT1

[Familia  (anos)/ ER FU AT2 N
Sexo
78167 23/F + SD SD + SD +/- + c.1124_1127dupTGCC/
.1124_1127dupTGCC
79/68 33/F + SD SD + + +/- - c.1124_1127dupTGCC/

€.1357_1370del14
+ = presente; - = ausente; SD = sem dados, ou néo testado; MP = melhora com piridostigmina;
ME = melhora com efedrina; MS = melhora com salbutamol; RDER = resposta decremental ao
estimulo repetitivo; JAFU= Jitter aumentado no estudo de fibra Gnica; ABM = altera¢éo na bidpsia
muscular; AT2 = atrofia seletiva tipo Il; CPKN = nivel sérico normal de CPK.
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Figura 17 - Achados clinicos das pacientes GFPT1. Dificuldade de elevar os
membros superiores com angulo acima de 90 graus com o ombro. Pacientes 78
(A) e 79 (B)
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Figura 18 - Achados histol6gicos da biépsia de muasculo da paciente 78 da
familia 67, com mutacdo no gene GFPT1. Na coloracdo HE (A), observa-se
aumento da variabilidade das fibras musculares, grau moderado de aumento do
tecido conjuntivo endomisial, e perda do formato poligonal tipico das fibras
musculares. Na coloracdo Gomori (B), observa-se agregados tubulares nas
periferias das fibras musculares

4.12 Aspectos Clinicos da Paciente GMPPB

A paciente 63, da familia 54, é uma paciente do sexo feminino de 40 anos
de idade com origem étnica que sugere ascendéncia portuguesa e espanhola,
sem histéria de consanguinidade na familia, que apresentou as mutacdes
c.95C>T (p.Pro32Leu) e ¢.79G>C (p.Asp27His) no gene GMPPB em
heterozigose. Ambas variantes foram detectadas no sequenciamento de todo o
exoma. As variantes foram classificadas como provavelmente patogénicas, e,
como o quadro clinico apresentado pela paciente era compativel, consideramos
0 caso como confirmado.

Paciente sem relato de alteracdes gestacionais, com histérico de pé torto
congénito, sem outras alteracdes neonatais. Evoluiu com marcos motores

normais, sem alteracdes do desenvolvimento neuropsicomotor. Por volta dos 10
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anos de idade, paciente percebeu dificuldade para acompanhar seus pares nas
atividades fisicas. Desde entdo sempre cansava mais rapido que as outras
pessoas, fosse para uma caminhada curta, ou para outra atividade fisica leve.
Aos 36 anos, durante sua primeira gravidez, apresentou importante piora da
forca em membros inferiores. Comecou a precisar de apoio para levantar da
posicdo de sentada, sendo que para levantar do chao ja precisava de apoio antes
da gestacdo. Com o passar dos anos, a fraqueza em membros inferiores foi
piorando lentamente, e se iniciou fraqueza também de membros superiores. Aos
40 anos, quando foi avaliada para nosso estudo, apresentava fraqueza proximal
nos 4 membros, pior em membros inferiores, sendo que sintomas ficavam mais
intensos apO0s manobras para provocar fatiga dos musculos (Figura 19). Nao
havia fraqueza de musculos éculo-cranianos, nem alteragdes cognitivas ou outra
alteracéo neurolégica. Eletroneuromiografia demonstrou decremento patolégico
com estimulo repetitivo a 3Hz, e estudo de fibra Unica evidenciou aumento
patoldgico de jitter. Nivel sérico de creatinofosfoquinase era de 1700, e bidpsia
muscular ndo foi realizada. Foi iniciado tratamento com piridostigmina, com
melhora substancial dos sintomas. Com tratamento paciente manteve boa
funcionalidade, com restricdo apenas para correr ou para realizar exercicios
prolongados. A Tabela 16 mostra sumariamente os principais dados clinicos da
paciente e a Tabela 17 mostra dados de exames complementares e de resposta

aos diferentes tratamentos.
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Figura 19 - Achados clinicos da paciente 63, da familia 54, com mutacdo no
gene GMPPB. Dificuldade de elevar os membros superiores com angulo acima
de 90 graus com o0 ombro

4.13 Aspectos Clinicos da Paciente CHAT

A paciente 46, da familia 38, € uma paciente do sexo feminino de 3 anos
de idade com origem étnica que sugere ascendéncia italiana (paterna) e
amerindia nativa (materna), sem histéria de consanguinidade na familia, que
apresentou as mutacdes ¢.1964T>C e c.1145A>G no gene CHAT em
heterozigose. Ambas variantes foram detectadas no sequenciamento de todo o
exoma. Analise de DNA dos familiares confirmou heterozigose composta.

A paciente € filha Unica do casal, com histérico de gestagdo sem
intercorréncias. Imediatamente apds o parto, a paciente foi internada em unidade
de terapia intensiva, onde permaneceu em ventilagdo mecanica por um més e
de onde recebeu alta apenas aos dois meses de idade, jA com gastrostomia e
traqueostomia para utilizagcdo de BiPAP. Logo nos primeiros dias de vida foi
constatado pé torto congénito, fraqueza generalizada, oftalmoparesia, ptose
palpebral e fraqueza dos musculos respiratérios (Figura 20). Paciente evoluiu

com marcos motores atrasados, dificuldades de amamentar (com necessidade
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de gastrostomia), hipotonia neonatal e apresentando episodios diarios de
apneia, principalmente durante a noite, que demandava uso de BiPAP continuo.
Os sintomas eram continuos, mas costumavam piorar apos algum esforco,
caracterizando a fatigabilidade. Apds infeccdes, os sintomas ficavam mais
intensos por algumas semanas. Ao longo dos meses, houve certa melhora do
quadro clinico e os episodios de apneia tornaram-se menos frequentes, de forma
gue a assisténcia ventilatéria comecou a ser necessaria somente a noite (quando
paciente estava sem fatores descompensatoérios, como infeccao, por exemplo).
Aos 3 anos de idade a paciente foi avaliada para nosso estudo, quando foi
constatado fraqueza apendicular e axial, oftalmoparesia global, ptose palpebral,
fraqueza da musculatura da mastigacdo e mimica, disfagia, disartria e disfonia.
Foi ainda observado palato alto e malformacdes dentarias. Até a ultima avaliacdo
(5 anos de idade) paciente ainda ndo havia adquirido marcha. A primeira
eletroneuromiografia com estimulagcdo nervosa repetitiva a 3 Hz, foi normal.
Devido a suspeita diagndstica, foi realizada estimulacéo repetitiva a 10HZ por 2
minutos e entdo se observou resposta decremental (92%). Foi iniciado
tratamento com piridostigmina, com discreta melhora do quadro, observado
principalmente pela redugdo de tempo necessario com BiPAP. Tentado associar
salbutamol, que levou a certa melhora dos sintomas, mas com efeito transitorio
de apenas 3 a 4 meses, e foi descontinuado. Paciente manteve funcionalidade
ruim, com uso diario de BIiPAP aproximadamente 12h/dia, em uso de
gastrostomia para se alimentar, sem conseguir manter-se de pé sem apoio. A
Tabela 16 mostra sumariamente os principais dados clinicos da paciente e a
tabela 17 mostra dados de exames complementares e de resposta aos

diferentes tratamentos.
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Figura 20 - Fotos da paciente 46, da familia 38, mostrando traqueostomia (A),
ptose palpebral bilateral (B) e malformac¢des dentérias e palato ogival (C)

4.14 Aspectos Clinicos do Paciente CHRNA1

O paciente 60, da familia 51, € um paciente do sexo masculino de 6 anos
de idade com origem étnica que sugere ascendéncia africana e portuguesa, filho
de pais primos de primeiro grau, que apresentou a mutagao ¢.1396G>A no gene
CHRNAL1 em homozigose. Essa variante foi detectada no sequenciamento de
todo o exoma. Paciente foi fruto de gravidez sem intercorréncias, apresentou,
imediatamente apds o parto necessidade de intubacao orotraqueal devido a
insuficiéncia respiratoria e foi admitido na UTI neonatal, onde ele ficou por um
ano e meio. Recebeu alta com gastrostomia e traqueostomia, com suporte
continuo de BiPAP. Apesar de ter melhorado gradualmente com o passar dos
anos, ele permaneceu gravemente debilitado, nunca tendo adquirido sustento
da cabeca ou a capacidade de se sentar. Aos 6 anos, quando avaliado para
nosso estudo, foi constatado fraqueza nos 4 membros, com predominio
proximal, ptose palpebral bilateral, oftalmoplegia global, auséncia de expressao
facial, palato alto e hipotonia acentuada sem contraturas (Figura 20).
Eletroneuromiografia mostrou decremento patoldgico ao estimulo repetitivo a

3Hz. Além disso, a eletromiografia de fibra Unica mostrou aumento do jitter na
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contracdo voluntaria do musculo orbicular do olho. Seu nivel sérico de
creatinofosfoquinase sempre permaneceu dentro da faixa normal. Biopsia
muscular realizada em 10 meses mostrou predominancia marcada e atrofia de
fibras do tipo 2 sem outras alteracdes (Figura 21). O paciente foi entdo tratado
com piridostigmina e teve melhora quase imediata no movimento dos membros,
e melhora gradual na fungéo ventilatoria, reduzindo o suporte ao BiPAP ao ponto
de se tornar necessario apenas a noite. Mesmo com tratamento, paciente
manteve funcionalidade ruim, com uso diario de BiPAP aproximadamente 8h/dia,
com necessidade de gastrostomia para se alimentar, sem conseguir manter-se
sentado com apoio.

Este caso foi publicado como relato de caso pelo nosso grupo, pela
raridade de mutacdes bi-alélicas em CHRNAL, e pela dificuldade diagnostica
diante do quadro inicial®? (Anexo F).

A Tabela 16 mostra sumariamente os principais dados clinicos da
paciente e a Tabela 17 mostra dados de exames complementares e de resposta

aos diferentes tratamentos.
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Figura 21 - Foto do paciente 60 da familia 51 evidenciando ptose acentuada e
fraqueza facial, além de atrofia proeminente da testa e temporal. Suporte
respiratorio via traqueostomia também pode ser visto (A). A bidpsia muscular
mostra predominéncia acentuada e atrofia das fibras do tipo 2 (9.4, barra branca
=50 pm) (B)

4.15 Aspectos Clinicos do Paciente SCN4A

A paciente 16, da familia 12 € uma menina de 3 anos com origem étnica
desconhecida, sem historico de consanguinidade na familia, que apresentou as
variantes ¢.5156C>G + ¢.486_487insGGCG no gene SCNA4A, detectadas no
sequenciamento de todo exoma. N&o houve registro de alteragdes durante a vida
fetal ou no periodo neonatal da paciente, que evoluiu sem atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor. No oitavo més de vida, mae observou ptose
palpebral, oftalmoparesia, fraqueza do pescoco, disartria e disfagia. Desde entao
paciente apresentou episédios repetitivos de fraqueza severa e insuficiéncia
respiratéria, geralmente desencadeada por infeccbes respiratorias, por vezes
necessitando ventilacdo mecanica. Aos 3 anos de idade, quando foi avaliada
para nosso estudo, foi constatado ptose palpebral bilateral (Figura 22),
oftalmoparesia global poupando muasculos reto superiores, fraqueza do pescoco,
musculos mastigatérios e face, disartria e disfagia. Eletroneuromiografia mostrou

BN

resposta decremental a estimulacdo repetitva a 3 Hz. Nivel sérico de
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creatinofosfoquinase era normal, e bidpsia muscular ndo foi realizada. Foi
iniciado tratamento com piridostigmina, com melhora dos sintomas. Como
mesmo em uso e dose maxima tolerada de piridostigmina (7 mg/kg-dia), ainda
havia sintomas, efedrina foi associada, levando a melhora adicional. Com
tratamento paciente manteve boa funcionalidade, com diminui¢cao importante da
frequéncia dos episddios de descompensacdo, e com restricio em suas
atividades fisicas apenas para correr. A Tabela 16 mostra sumariamente 0s
principais dados clinicos da paciente e a Tabela 17 mostra dados de exames

complementares e de resposta aos diferentes tratamentos.

Figura 22 - Paciente 16, da familia 12. Ptose palpebral bilateral na paciente (A);
fraqueza facial (B)

Tabela 16 - Principais achados clinicos de pacientes SMC

Paciente Idade P F AMO/ PT FA SB F CN  Gene alterado
[Familia (anos)/ S APM/ F P
Sexo PRI
16/12 3/F + + +/+/+ + + + + + SCN4A
46/38 3/F + o+ +/-/- + + + + - CHAT
60/51 6/M + + +/-/- + + + + - CHRNA1
63/54 40/F - + -/-/- - + - - + GMPPB

+ = presente; - = ausente; IP = inicio precoce (antes dos 2 anos de idade); FS = flutuacdo dos
sintomas; AMO = alteracdo de motricidade ocular; APM = alteracéo parcial da motricidade ocular;
PRI= alterac&o da motricidade ocular poupando musculatura reto inferior; PT = ptose palpebral;
FA = fraqueza apendicular; SB = sintomas bulbares; FF = fraqueza facial; CNP = curso néo
progressivo.
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Tabela 17 - Dados de exames complementares e de resposta aos diferentes
tratamentos de pacientes SMC

Paciente Idade MP  ME MS RD JA  ABM/ CPK Gene alterado
/[Familia  (anos)/ ER FU AT2 N
Sexo
16/12 3/F + + - + SD SD + SCN4A
46/38 3/F + SD + - SD SD - CHAT
60/51 6/M + SD - + SD +/+ + CHRNAL1
63/54 40/F - SD + + + SD - GMPPB

+ = presente; - = ausente; SD = sem dados, ou ndo testado; MP = melhora com piridostigmina;
ME = melhora com efedrina; MS = melhora com salbutamol; RDER = resposta decremental ao
estimulo repetitivo; JAFU= Jitter aumentado no estudo de fibra Ginica; ABM = alteracao na biépsia
muscular; AT2 = atrofia seletiva tipo Il; CPKN = nivel sérico normal de CPK.

4.16 Aspectos Clinicos dos Pacientes CHRNE Provaveis

Quatro pacientes foram classificados como SMC provavelmente
relacionada ao gene CHRNE, por apresentarem quadro clinico compativel e
apresentarem mutacdo no gene CHRNE, mas ndo comprovadamente de forma

bi-alélica.

Familia 2

Os irmdos identificados como 4 e 5, da familia 2, sdo dois casos de SMC,
filhos do mesmo casal ndo consanguineo. Relatos da familia sugeriam
ancestralidade em parte italiana (materna) e portuguesa (paterna). Os dois
pacientes abrigavam a mutacao ¢.393C>G em heterozigose no gene CHRNE,
detectada por sequenciamento de todo exoma. Essa variante foi encontrada na
mae, mas ndo no pai. Nenhuma outra variante possivelmente patogénica foi
encontrada no gene CHRNE desses pacientes.

A paciente 5 é a primeira filha da familia, que teve gestacdo sem
intercorréncias e nasceu a termo. Desenvolvimento e crescimento foram normais

até o terceiro més, quando os pais observaram ptose palpebral bilateral, que
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variava de intensidade de acordo com periodo do dia (ficando mais evidente
apos longos periodos de olhos abertos). Marcos motores foram adequadamente
adquiridos, mas quando comecou a deambular, apresentou quedas muito
frequentes, e apos alguns meses, oftalmoparesia e fraqueza para mastigar foram
notados. Aos 20 anos de idade, quando foi avaliada para nosso estudo, foram
observados ptose palpebral, oftalmoparesia global com relativa preservacéo da
versao para baixo, fraqueza facial e dos musculos da mastigacéo, e fraqueza
leve nos 4 membros, sem predominio em relacdo proximal/distal. Ndo foram
encontrados contraturas ou dismorfismo. Os sintomas eram todos fatigaveis, e
flutuavam. Eletroneuromiografia demonstrou decremento patolégico com
estimulo repetitivo a 3Hz. Além disso, eletromiografia de fibra Unica foi realizada
e revelou jitter aumentado no musculo orbicular do olho. Bidpsia muscular
mostrou alteracfes miopaticas inespecificas (atrofia seletiva de fibras tipo II).
Nivel sérico de creatinofosfoquinase era normal. Foi iniciado tratamento com
piridostigmina, com melhora parcial dos sintomas. Ap6s aumento da dose até o
méaximo tolerado (300mg/dia, nesse caso), foi optado por associar salbutamol,
uma vez que ainda havia sintomas que restringiam sua funcionalidade. Houve
melhora adicional dos sintomas apés introducéo do salbutamol. Com tratamento
paciente manteve boa funcionalidade, com restricio apenas para correr, e
necessidade de 1 apoio para subir lances de escada.

O paciente 4 é segundo filho da familia, que também teve gestacdo sem
intercorréncias e nasceu a termo. Desenvolvimento e crescimento foram normais
até o quarto més, quando pais observaram ptose palpebral bilateral, que variava
de intensidade de acordo com o periodo do dia, parecido com o que foi

observado na primeira filha. Marcos motores foram adequadamente adquiridos,
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mas quando comecou a deambular, apresentou quedas muito frequentes, e apds
alguns meses, oftalmoparesia e fraqueza para mastigar foram notados. Aos 13
anos de idade, quando foi avaliado para nosso estudo, foram observados ptose
palpebral (Figura 23), oftalmoparesia global com relativa preservacéo da versao
para baixo, fraqueza dos musculos da mastigacéo, e fraqueza discreta nos 4
membros, de predominio proximal. Diferentemente da irm&, ndo havia fraqueza
facial. Os sintomas eram todos fatigaveis, e flutuavam. Discreta escapula alada
foi notada, mas nenhuma contratura ou dismorfismo. De maneira geral, 0s
sintomas eram menos evidentes do que na primeira filha. Eletroneuromiografia
demonstrou decremento patolégico com estimulo repetitivo a 3Hz. Além disso,
eletromiografia de fibra Unica foi realizada e revelou jitter aumentado no masculo
orbicular do olho. Nivel sérico de creatinofosfoquinase era normal, e biopsia
muscular ndo foi realizada. Foi iniciado tratamento com piridostigmina, com
melhora dos sintomas. Com tratamento paciente manteve boa funcionalidade,

sem restricdo para nenhuma atividade cotidiana.

Familia 5

O paciente 9, da familia 5, é filho de pais ndo consanguineos, que abriga
a mutacdo ¢.130dupG em heterozigose no gene CHRNE, detectada no
sequenciamento Sanger do exon 2 do gene. Apesar de toda regido codificadora
do gene CHRNE ter sido sequenciada (por método Sanger), nenhuma outra
variante possivelmente patogénica foi encontrada. Relatos do paciente sugeriam
ancestralidade em parte Africana (paterna). Nao houve registros de quaisquer
alteracdes na gestacao ou periodo perinatal. Desenvolvimento e crescimento

foram normais até o décimo oitavo més, quando pais observaram quedas
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frequentes associadas a ptose palpebral, dificuldade para deglutir e para falar.
Apos alguns meses perdeu capacidade de marcha, que havia adquirido com 1
ano de idade, apresentando recuperacdo da marcha apos cerca de um ano.
Desde entdo nunca teve funcionalidade normal, sempre com dificuldade de
acompanhar seus pares em atividades fisicas e com fraqueza leve nos
membros. Sempre houve fatigabilidade e flutuacdo dos sintomas. Aos 28 anos
apresentou evento Unico de exacerbacao dos sintomas apos intenso exercicio
fisico, durante a qual teve que ser internado, mas nao necessitou ventilacdo
mecanica. Aos 32 anos de idade, quando foi avaliado para nosso estudo, foram
observados ptose palpebral, oftalmoparesia global com relativa preservacéo da
versdo para baixo, fragueza facial e fraqueza leve nos 4 membros, de
predominio proximal. Nao foram vistos contraturas ou dismorfismos. Dados de
eletroneuromiografia mostravam decremento a estimulo repetitivo. Biopsia
muscular mostrou altera¢des miopaticas inespecificas (atrofia seletiva de fibras
tipo I1). Nivel sérico de creatinofosfoquinase era normal. Foi iniciado tratamento
com piridostigmina, com melhora dos sintomas. Com tratamento paciente
manteve boa funcionalidade, sem restricdo para deambulagcdo, conseguindo

subir escadas sem apoio, mas sem capacidade de correr.
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Figura 23 - Pacientes da familia 2. Oftalmoparesia parcial com preservacao, ao
menos relativa dos musculos reto inferiores nos pacientes 4 (A) e 5 (B). C.
Discreta escépula alada bilateral no paciente 4

Familia 23

O paciente 27, da familia 23, é filho de pais ndo consanguineos, que
abriga a mutacdo c.901G>A em heterozigose no gene CHRNE. Apesar de toda
regido codificadora do gene CHRNE ter sido analisada (por andlise de todo
exoma), nenhuma outra variante possivelmente patogénica foi encontrada.
Relatos da familia sugeriam ancestralidade italiana (paterna e materna). Nao
houve registros de quaisquer alteracbes na gestacdo ou periodo perinatal.
Paciente evoluiu com hipotonia neonatal e leve atraso dos marcos motores. Aos
3 anos de idade, pais observaram ptose palpebral, dificuldade para deglutir e
fraqueza generalizada. Havia fatigabilidade e flutuagdo dos sintomas. Desde
entdo, episodios de intensa exacerbacao dos sintomas, necessitando internacao
hospitalar, ocorreram com frequéncia aproximada de 1 vez ao ano, todos
precipitados por infec¢do respiratoria. Aos 21 anos de idade, quando foi avaliado
para nosso estudo, foram observados ptose palpebral, sem oftalmoparesia ou
fraqueza facial, mas com discreta fraqueza nos 4 membros, sem predominio em
relacdo proximal/distal. N&o foram vistos contraturas ou dismorfismos.
Eletroneuromiografia demonstrou decremento patolégico com estimulo repetitivo
a 3Hz. Nivel sérico de creatinofosfoquinase era normal, e biépsia muscular nao
foi realizada. Foi iniciado tratamento com piridostigmina, com melhora parcial
dos sintomas. Apds aumento da dose até o maximo tolerado (360mg/dia, nesse

caso), foi optado por associar efedrina, uma vez que ainda havia sintomas que
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restringiam sua funcionalidade. Houve melhora adicional dos sintomas apés
introducao de efedrina. Com tratamento paciente manteve boa funcionalidade,
com restricdo apenas para correr.

A Tabela 18 mostra sumariamente os principais dados clinicos dos
pacientes considerados como provaveis e a Tabela 19 mostra dados de exames
complementares e de resposta aos diferentes tratamentos.

4.17 Aspectos Clinicos do Paciente RAPSN Provével

A paciente 70, da familia 60, é filha de pais ndo consanguineos, que
abriga a mutacéo c.233A>T(p.Asp78Val) em heterozigose no gene RAPSN, que
foi identificada por exame de sequenciamento de todo exoma. Uma outra
variante de significado incerto foi encontrada, mas com pouca probabilidade de
ser patogénica por ser sinbnima (c.1194C>T; p.Ser398Ser). Dessa forma
consideramos que O paciente apresenta uma variante patogénica, por iSSo 0
classificamos como provavel, uma vez que o quadro clinico € compativel.
Relatos da familia sugeriam ancestralidade italiana materna. N&o houve
registros de quaisquer alteracbes na gestacao ou periodo perinatal. Paciente
evoluiu com marcos motores normais, sem alteracbes do desenvolvimento
neuropsicomotor. Por volta de 1 ano de idade, pais observaram ptose palpebral,
inicialmente a esquerda, mas depois de forma alternada nos dois olhos. Por volta
de 1 ano e meio apresentou quadro de crise miasténica, com insuficiéncia
respiratdria e necessidade de ventilacio mecanica, episodio esse
desencadeado por infeccdo de vias aéreas superiores. Desde entdo com
dificuldade para deambular, com fatigabilidade precoce e quedas frequentes.
Episodios de crise miasténica se repetiram de forma frequente, por cerca de 2 a
3 vezes ao ano. Ao exame fisico havia ptose palpebral, com alteracdo de

motricidade ocular poupando olhar para baixo (Figura 24). Havia também
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fraqueza facial, sintomas bulbares com disartria e disfonia, além de fraqueza
para mastigacéo. Fraqueza nos 4 membros so6 foi percebida apds manobras para
induzir fatigabilidade. Eletroneuromiografia ndo demonstrou decremento
patolégico com estimulo repetitivo a 3Hz. Nivel sérico de creatinofosfoquinase
era normal, e biépsia muscular ndo foi realizada. Foi iniciado tratamento com
piridostigmina, com melhora parcial dos sintomas. Apds aumento da dose até o
maximo tolerado (6 mg/kg/dia, nesse caso), foi optado por associar salbutamol,
uma vez que ainda havia sintomas que restringiam sua funcionalidade. Houve
melhora adicional dos sintomas apés introducéo do salbutamol. Com tratamento
paciente manteve boa funcionalidade, com restricdo apenas para correr ou para
realizar exercicios prolongados. Nao houve mais episodios de crises miasténicas
até o dia da ultima consulta (aos 6 anos de idade). A tabela 18 mostra
sumariamente os principais dados clinicos dos pacientes considerados como
provaveis e a tabela 19 mostra dados de exames complementares e de resposta

aos diferentes tratamentos.

i

Figura 24 - Paciente 70 da familia 60. Ptose palpebral bilateral (A)
oftalmoparesia parcial com preservacdo, ao menos relativa dos musculos reto
inferiores (B). C. Discreta escépula alada bilateral
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4.18 Aspectos Clinicos do Paciente CHRND Provavel

O paciente 36, da familia 31, € um paciente do sexo masculino de 12 anos
de idade com origem étnica desconhecida, sem histdria de consanguinidade na
familia, que apresentou as mutacdes intrénicas ¢.821-448G>C + ¢.821-448G>C
no gene CHRND em heterozigose composta. Ambas variantes foram detectadas
no sequenciamento de todo o exoma, e foram preditas de interferir em splicing,
apesar de suas localizagcdes mais profundas. Analise de DNA dos familiares
confirmou heterozigose composta. Pelo fato de se tratar de variantes intrénicas
e pelo quadro clinico de sindrome miasténica congénita por deficiéncia de
receptor por mutacdo em CHRND n&o ser muito bem definido, consideramos
este caso como provavel.

O paciente iniciou, por volta de 1 ano e meio de idade, quadro de ptose
palpebral assimétrica, percebida pelos pais. Sintomas flutuavam, sendo em
alguns dias mais ou menos intensos. Com infec¢gado sempre havia piora. Por volta
dos 3 anos foi percebido estrabismo divergente em olho esquerdo. Paciente e
familiares negavam fadiga, sintomas bulbares e apendiculares. Aos 12 anos,
quando foi avaliado para o estudo, paciente apresentava ptose palpebral,
alteracao de motricidade ocular extrinseca com preservacéo do olhar para baixo
e fraqueza facial (Figura 25). Nao havia alteragéo de forca em membros mesmo
apos manobras para induzir fadiga e nem qualquer outra alteracéo neurolégica.
Eletroneuromiografia ndo demonstrou decremento patolégico com estimulo
repetitivo a 3Hz, mas estudo de fibra Unica evidenciou aumento patologico de
jitter. Nivel sérico de creatinofosfoquinase era normal, e biopsia muscular néo foi
realizada. Foi iniciado tratamento com piridostigmina, com melhora parcial dos

sintomas, principalmente da ptose palpebral. Com tratamento paciente manteve
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boa funcionalidade, sem restricoes para realizacdo das atividades do dia a dia,
e nem mesmo para atividade fisica. A tabela 18 mostra sumariamente 0s
principais dados clinicos dos pacientes considerados como provaveis e a tabela

19 mostra dados de exames complementares e de resposta aos diferentes

tratamentos.

Figura 25 - Paciente 36, da familia 31, com ptose palpebral assimétrica (A) e
preservacao do olhar para baixo (B)

4.19 Aspectos Clinicos do Paciente SCN4A Provavel

A paciente 59, da familia 50, é uma mulher de 50 anos com origem étnica
desconhecida, sem histdrico de consanguinidade na familia, que apresentou as
variantes ¢.692C>T + ¢.5511G>C no gene SCN4A, detectadas no
sequenciamento de todo exoma. Andlise dos familiares (pelo mesmo método)
confirmou heterozigose composta.

Ndo houve registro de alteracbes durante a vida fetal ou no periodo
perinatal da paciente. No entanto, ela apresentou quadro de hipotonia neonatal,
dificuldades na amamentacédo e atraso dos marcos motores. Desde o periodo
neonatal, pais observaram sintomas flutuantes de fraqueza nos 4 membros e
dificuldade para se alimentar. Ao longo dos anos o quadro evoluiu com lenta
progressdo, mas sem episodios de importante exacerbacdo. Aos 50 anos,
guando foi avaliada para nosso estudo, foi constatado fraqueza nos membros

inferiores, musculos axiais (principalmente pescoco e abdome) e mastigatorios,
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mas sem oftalmoparesia ou ptose palpebral. Foi ainda visto hiperlordose lombar
e palato ogival. Eletroneuromiografia ndo mostrou resposta decremental a
estimulacdo repetitiva a 3 Hz, apesar de 3 nervos serem testados (facial,
acessorio e ulnar), mas alteracdes miopaticas foram vistas. Nivel sérico de
creatinofosfoquinase era normal, e biopsia muscular mostrou alteracbes
miopaticas, com centralizacdo nuclear, aumento de tecido conjuntivo e da
variabilidade das fibras, além de presenca de massas intra-citoplasmaticas. Foi
iniciado tratamento com piridostigmina, e nao foi observado qualquer resposta.
Entao foi introduzido salbutamol, com melhora parcial da fraqueza em membros
inferiores. Com tratamento paciente manteve funcionalidade regular,
conseguindo subir degraus apenas com 2 apoios, e com deambulacéao restrita a
30 metros. A tabela 18 mostra sumariamente os principais dados clinicos dos
pacientes considerados como provaveis e a tabela 19 mostra dados de exames

complementares e de resposta aos diferentes tratamentos.

Tabela 18 - Principais achados clinicos de pacientes classificados como
provavel SMC

Paciente Idade P F AMO/ PT FA SB F CN Gene
/Familia (anos)/ S APM/ F P provavelmente
Sexo PRI alterado
4/2 13/M + + +/+/+ + + - - + CHRNE
5/2 20/F + + +/+/+ + + - + + CHRNE
9/5 32/M + + +/+/- + + + + + CHRNE
27123 21/M - + -/-1- + + + - + CHRNE
36/31 12/M + + +/+/+ + - - + + CHRND
59/50 50/F + o+ -/-/- - + - - - SCN4A
70/60 6/F + + +/+/+ + + + + + RAPSN

+ = presente; - = ausente; IP = inicio precoce (antes dos 2 anos de idade); FS = flutuacdo dos
sintomas; AMO = alteracao de motricidade ocular; APM = alteracéo parcial da motricidade ocular;
PRI= alteracdo da motricidade ocular poupando musculatura reto inferior; PT = ptose palpebral;
FA = fraqueza apendicular; SB = sintomas bulbares; FF = fraqueza facial; CNP = curso néo
progressivo.
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Tabela 19 - Dados de exames complementares e de resposta aos diferentes
tratamentos de pacientes provavel SMC

Paciente Idade MP  ME MS RD JA  ABM/ CPK Gene provavelmente

/[Familia  (anos)/ ER FU AT2 N alterado
Sexo

4/2 13/M + SD SD + + SD + CHRNE
5/2 20/F + SD o+ o+ o+ ++ + CHRNE
9/5 32/M + SD SD + SD ++ + CHRNE
27/23 21/M + + SD + SD - + CHRNE
36/31 12/M + SD SD - + SD + CHRND
59/50 50/F - SD + - - +/- + SCN4A
70/60 6/F + SD SD - SD - + RAPSN

+ = presente; - = ausente; SD = sem dados, ou nao testado; MP = melhora com piridostigmina;
ME = melhora com efedrina; MS = melhora com salbutamol; RDER = resposta decremental ao
estimulo repetitivo; JAFU= Jitter aumentado no estudo de fibra Gnica; ABM = altera¢éo na biépsia
muscular; AT2 = atrofia seletiva tipo Il; CPKN = nivel sérico normal de CPK.

4.20 Aspectos Clinicos dos Pacientes ndo-SMC

Cinco pacientes, de cinco diferentes familias, foram classificados como
nao-SMC, devido a presenca de mutacfes provavelmente patogénicas em
genes relacionados a outras sindromes. Em reanalise retrospectiva, foi
verificado que os fendtipos condiziam com o diagnéstico molecular nesses
casos. Todas essas variantes foram detectadas no sequenciamento de todo
exoma. A Tabela 20 mostra sumariamente o0s principais dados clinicos dos
pacientes considerados como ndo-SMC e a Tabela 21 mostra dados de exames

complementares e de resposta aos diferentes tratamentos.

Familia 10

Paciente 14, da familia 10, € um paciente do sexo masculino de 5 anos
de idade com origem étnica que sugere ascendéncia espanhola e portuguesa,
filho de pais ndo consanguineos, que apresentou a mutacéao ¢.5615G>A no gene
SCNB8A em heterozigose. Essa variante foi detectada no sequenciamento de

todo o exoma, e analise de DNA dos pais mostrou ser uma variante de novo.
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Mutacbes em heterozigose nesse gene estdo relacionadas a epilepsia leve e
ataxia®3.84,

Paciente com histérico de pouca movimentacgéo fetal durante gestacéao,
com antecedente de pé torto congénito, teve parto sem intercorréncias. Paciente
evoluiu com leve atraso dos marcos motores e hipotonia, e ja nas primeiras
semanas de vida mae observou ptose palpebral assimétrica, que era fixa, com a
caracteristica de flutuar de acordo com o periodo do dia. Apos alguns meses foi
notado também leve disfagia. Com 3 anos de idade iniciou quadro de epilepsia,
a qual foi facilmente controlada com carbamazepina. Nessa idade mae percebeu
dificuldade intelectual, o qual foi confirmado por teste neuropsicolégico. Os
sintomas se mantiveram estaveis ao longo dos anos, e aos 5 anos, quando foi
avaliado, foi observado a discreta ptose palpebral assimétrica, associada a leve
fraqueza da proximal nos 4 membros, hiperlordose, escapula alada e leve ataxia
(Figura 26). Foram também observados leves dismorfismos (palato alto e face
alongada). Ndo havia fraqueza facial ou de musculos mastigatérios. A
eletroneuromiografia foi normal, e ndo mostrou resposta decremental apds
estimulo repetitvo a 3 Hz (com 3 nervos testados). Nivel sérico de
creatinofosfoquinase era normal, e bidpsia muscular mostrou alteracdes
miopaticas inespecificas (atrofia seletiva de fibras tipo Il). Foi iniciado tratamento
com piridostigmina, com o que n&o houve nenhum efeito e entdo foi suspenso.
Paciente manteve boa funcionalidade, sem qualquer restricdo para realizar

atividades fisicas.
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Figura 26 - AlteragBes fenotipicas do paciente 14,'da familia 10. A. Ptose
palpebral assimétrica. B. Hiperlordose lombar. C. Escapula alada bilateral

Familia 17

Paciente 21, da familia 17, € um paciente do sexo masculino de 17 anos
de idade com origem étnica desconhecida, filho de pais primos de segundo grau,
que apresentou a mutacdo ¢.278C>T no gene DHCR7 em homozigose. Essa
variante foi detectada no sequenciamento de todo o exoma. Mutacdes em
homozigose nesse gene estdo relacionadas a sindrome de Smith-Lemli-Opitz®®.

Paciente com historico de gestacdo sem intercorréncias, teve parto
complicado por apresentacédo pélvica. Evoluiu com atraso dos marcos motores,
dificuldade de succdo e hipotonia, e jaA nas primeiras semanas de vida méae

observou ptose palpebral bilateral, que era fixa, com flutuacéo de acordo com o
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periodo do dia. No primeiro ano de vida foi diagnosticado surdez. Na infancia
constatou-se grau moderado de rebaixamento do nivel de intelectual. Os
sintomas se mantiveram estaveis ao longo dos anos, e aos 17 anos quando foi
avaliado foi observado discreta ptose palpebral bilateral, discreta oftalmoparesia,
retracdo de tenddes aquileus, pé plano e sindactilia de 2° e 3° pododactilos.
Foram também observados leves dismorfismos, como palato alto, implantacéo
baixa de orelhas, face alongada e lingua escrotal (Figura 27), achados esses
tipicos da sindrome diagnosticada. Nao havia fragueza facial, de musculos
mastigatorios ou apendiculares. A eletroneuromiografia mostrou alteracdes
miopaticas, mas ndo mostrou resposta decremental apds estimulo repetitivo a 3
Hz (com 3 nervos testados). Nivel sérico de creatinofosfoquinase era normal, e
biépsia muscular ndo mostrou alteracdes. Ressonancia Magnética de cranio nao
mostrou nenhuma alteracdo. Foi iniciado tratamento com piridostigmina, com o
que o paciente ndo apresentou nenhum efeito, e entdo o tratamento foi
suspenso. Mesmo sem tratamento, paciente manteve boa funcionalidade, sem

qualquer restricdo para realizar atividades fisicas.



Resultados 83

Figura 27 - Alteracbes fenotipicas do paciente 21, da familia 17. A. Ptose
palpebral bilateral. B. Lingua escrotal. C. Sindactilia de 2° e 3° pododactilos

Familia 21

Paciente 25, da familia 10, é um paciente do sexo masculino de 35 anos
de idade com origem étnica que sugere ascendéncia africana e italiana, filho de
pais primos de primeiro grau, que apresentou a mutacdo c.679C>T no gene
LDB3 em homozigose. Essa variante foi detectada no sequenciamento de todo
0 exoma. Mutacdes nesse gene estdo relacionadas a miopatia miofibrilarg®.

Paciente com histérico de gestagdo e parto sem intercorréncias. Teve
hipotonia neonatal, mas evoluiu sem atraso de marcos motores. Por volta dos 6
anos de idade iniciou quadro de ptose palpebral bilateral, disfagia e fraqueza
para mastigacdo. Os sintomas se mantiveram estaveis ao longo dos anos, e aos
35 anos quando foi avaliado foi observado a discreta ptose palpebral bilateral,
sem oftalmoparesia, fraqueza de musculatura do pescoco, face e da mastigacao,
além de disfagia (Figura 28). Foram também observados hipotrofia de
musculatura de cintura escapular e hipotonia difusa. A eletroneuromiografia
mostrou alteracdes miopaticas, mas ndo mostrou resposta decremental apés
estimulo repetitvo a 3 Hz (com 3 nervos testados). Nivel sérico de

creatinofosfoquinase era normal, e bidpsia muscular mostrou alteracdes
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miopaticas inespecificas (atrofia seletiva de fibras tipo Il). Foi iniciado tratamento
com piridostigmina, com o que a paciente ndo percebeu nenhum efeito. Mesmo
sem tratamento, paciente manteve boa funcionalidade, sem qualquer restricao

para realizar atividades fisicas.

Familia 42

Paciente 52, da familia 42, é um paciente do sexo masculino de 24 anos
de idade com origem étnica desconhecida, sem histéria de consanguinidade na
familia, que apresentou as mutacbes c.91C>A (p.GIn31Lys) e c.2795G>A
(p.Arg932His), em heterozigose composta no gene VWA3B. Essa variante foi
detectada no sequenciamento de todo o exoma. Mutacbes nesse gene foram
relacionadas a deficiéncia intelectual associada a ataxia cerebelar de inicio na
idade adulta, ap6s os 40 anos?’.

Paciente com histérico de gestacdo sem intercorréncias, mas com parto
pbés-termo. Logo apds o nascimento paciente teve complicacdes respiratérias e
necessitou permanéncia prolongada em UTI. Paciente evoluiu com hipotonia
neonatal e atraso de marcos motores. Nos primeiros meses de vida pais notaram
ptose palpebral bilateral. Na infancia foi percebido déficit intelectual moderado.
Os sintomas se mantiveram estaveis ao longo dos anos, e aos 24 anos, quando
foi avaliado, foi observado a discreta ptose palpebral bilateral, com
oftalmoparesia flutuante, sem fraqueza de musculatura esquelética, apesar de
queixa de fatigabilidade. N&o foi visto nenhum sinal de ataxia. Foram também
observados hipertricose, palato ogival, implantacéo baixa das orelhas, alteracao
de arcada dentaria e sobrancelha grossa (Figura 28). A eletroneuromiografia ndo

demonstrou alteragdes. Nivel sérico de creatinofosfoquinase era normal, e
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biépsia muscular néo foi realizada. Foi iniciado tratamento com piridostigmina,
com o0 que a paciente percebeu discreta melhora na fatigabilidade e sintomas
oculares. Com tratamento, paciente manteve boa funcionalidade, sem qualquer

restricdo para realizar atividades fisicas.

Familia 49

Paciente 58, da familia 49, é um paciente do sexo masculino de 12 anos
de idade com origem étnica desconhecida, filho de pais ndo consanguineos, que
apresentou a mutagdo c.188A>G no gene PTPN11l em homozigose. Essa
variante foi detectada no sequenciamento de todo o exoma. Mutacdes em
homozigose nesse gene estdo relacionadas a sindrome de Noonan®.

Paciente com histérico de gestacdo e parto sem intercorréncias,
apresentou quadro de ptose palpebral congénita, associada a hipotonia e
dificuldade de succ¢éo. Evoluiu com atraso dos marcos motores, e na infancia foi
percebido disfagia, disfonia e fadiga muscular em 4 membros. Ainda infancia
constatou-se grau leve de rebaixamento do nivel de intelectual e autismo. Os
sintomas se mantiveram estaveis ao longo dos anos, e aos 12 anos, quando foi
avaliado, foi observado a discreta ptose palpebral bilateral, sem oftalmoparesia,
fraqgueza em membros inferiores apenas apoés fadiga induzida por exercicio e
escépula alada (Figura 28). Foram também observados leves dismorfismos,
como palato alto, implantacdo baixa de orelhas, alteracdo de arcada dentaria.
N&o havia fraqueza facial, de muasculos mastigatérios ou apendiculares. A
eletroneuromiografia ndo mostrou alteracdes. Eletromiografia de fibra Unica
também foi realizada, e também ndo mostrou alteracées no muasculo orbicular

do olho. Nivel sérico de creatinofosfoquinase era normal, e biépsia muscular ndo
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mostrou alteracGes. Foi iniciado tratamento com piridostigmina, com o que a
paciente percebeu melhora da fadiga. Com tratamento, paciente manteve boa

funcionalidade, com restricdo apenas para correr.

Figura 28 - Ptose palpebral nos pacientes 25 (A), 52 (B) e 58 (C). D. Hipertricose
em paciente 52. E. Escapula alada em paciente 58

Tabela 20 - Principais achados clinicos de pacientes ndo-SMC

Paciente Idade P F AMO/ PT FA SB F CN Gene
/Familia (anos)/ S APM/ F P provavelmente
Sexo PRI alterado
14/10 5/M + + -/-/- + + + - + SCN8A
17/21 17/M + + +/-/- + - - + + DHCR7
25/21 35/M - + -/-/- + + + + + LDB3
52/43 24/M + + -/-/- + - - - + VWA3B
58/49 12/M + o+ -I-I- + - + -+ PTPN11

+ = presente; - = ausente; IP = inicio precoce (antes dos 2 anos de idade); FS = flutuacdo dos
sintomas; AMO = alteracao de motricidade ocular; APM = alteracéo parcial da motricidade ocular;
PRI= altera¢gdo da motricidade ocular poupando musculatura reto inferior; PT = ptose palpebral;
FA = fraqueza apendicular; SB = sintomas bulbares; FF = fraqueza facial;, CNP = curso n&o
progressivo.
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Tabela 21 - Dados de exames complementares e de resposta aos diferentes
tratamentos de pacientes ndo-SMC

Paciente Idade MP  ME MS RD JA  ABM/ CPK Gene provavelmente

/[Familia  (anos)/ ER FU AT2 N alterado
Sexo
14/10 5/M - SD SD - SD  +/+ + SCNBA
17/21 17/M - SD - - - -/- + DHCR7
25/21 35/M - - SD - - ++ + LDB3
52/43 24/M + SD SD - SD SD + VWA3B
58/49 12/M + SD SD - - -/ + PTPN11

+ = presente; - = ausente; SD = sem dados, ou ndo testado; MP = melhora com piridostigmina;
ME = melhora com efedrina; MS = melhora com salbutamol; RDER = resposta decremental ao
estimulo repetitivo; JAFU= Jitter aumentado no estudo de fibra Gnica; ABM = alteracdo na biépsia

muscular; AT2 = atrofia seletiva tipo Il; CPKN = nivel sérico normal de CPK.

4.21 Aspectos Clinicos dos Pacientes ndo Diagnosticados

Dentre os 79 pacientes com SMC de 68 familias incluidos no estudo,
depois de todas as etapas para diagnostico molecular, 16 pacientes de 16
diferentes familias ainda permaneceram sem diagnostico molecular definido ou
provavel. Considerando apenas os casos considerados sem diagndstico, as
principais caracteristicas clinicas foram vistas com a seguinte frequéncia: inicio
precoce dos sintomas - antes dos 2 anos - (50%), sintomas flutuantes (93,7%),
comprometimento da musculatura ocular extrinseca (68,7%), ptose palpebral
(93,7%), fraqueza dos membros (50%), fraqueza facial (31,2%) e sintomas
bulbares (56,2%).

Evolucéo estavel, com pouca restricdo funcional, foi observado em 93,7%
deles. Episddio de exacerbacdo intensa e aguda dos sintomas, apresentando-
se como crise, foi relatado em 37,5%. Melhora dos sintomas com piridostigmina
foi observada em 7 pacientes (62,5%). Em um paciente (6,25%) houve piora dos
sintomas com piridostigmina. Apenas dois pacientes também receberam
efedrina (50 mg duas vezes ao dia) e um deles apresentou boa resposta. Em

trés pacientes foi tentado também salbutamol, sendo que um obteve melhora e
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0s outros dois nao tiveram resposta. Quanto as alteracdes neonatais, observou-
se atraso motor em 31,2% dos pacientes, hipotonia neonatal em 25%,
dificuldades de succdo em 12,5% e palato alto em 62,5%. Escoliose foi
observada em 12,5% dos pacientes.

Dados de biépsia muscular estavam disponiveis em 10 dos 16 pacientes:
6 foram descritos com alteracdes leves e inespecificas, 4 como normal, e apenas
um com atrofia seletiva tipo Il. O nivel de creatinafosfoquinase foi normal nos 16
pacientes. Todos o0s pacientes tinham dados de eletroneuromiografia
disponiveis: 31,2% apresentaram resposta decremental ao estimulo repetitivo de
3 Hz; em 25% deles, alteracdes miopaticas, associadas, ou ndo, ao decremento,
foram observadas. Dos pacientes sem diagnostico molecular, 10 foram
submetidos ao estudo de fibra Unica, que demonstrou aumento de Jitter em 3,
sendo que em dois deles ndo havia decremento ao estimulo repetitivo.

A Tabela 22 mostra sumariamente os principais dados clinicos dos
pacientes sem diagnostico molecular de SMC. A Tabela 23 mostra dados de

exames complementares e de resposta aos diferentes tratamentos.
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Tabela 22 - Principais achados clinicos dos pacientes sem diagnostico
Paciente/ Idade (anos)/ IP FS AMO/APM/PRI PT FA SB FF CNP
Familia Sexo
10/6 15/M + - +/+/+ + + - + +
1177 8/M + + -/-1- + + + - +
15/11 21/M + + +/+/+ + - - - +
34/29 23/F + + +/+/+ + - - + +
35/30 22/F - + +/+/+ + - - - +
44/36 51/M - + +/+/+ + - - - +
45/37 9/F + + —-I- + + - . ¥
53/44 13/F - + /-~ + - + + +
54/45 26/M + + —I-I- + - + - +
55/46 30/F - + +/-I- + + + + +
56/47 60/F - + +/-/- + + - - +
57/48 44/F + + +/+/+ + + + - +
69/59 3/IF + + ++/+ + - + - +
71/61 13/M + + -/-/- + + - - +
73/63 17/F + + -/-/- + - - - +
74/64 22/F - + -I-1- - + + + +

+ = presente; - = ausente; IP = inicio precoce (antes dos 2 anos de idade); FS = flutuagdo dos
sintomas; AMO = alteracao de motricidade ocular; APM = alterac&o parcial da motricidade ocular;
PRI= altera¢do da motricidade ocular poupando musculatura reto inferior; PT = ptose palpebral;
FA = fraqueza apendicular; SB = sintomas bulbares; FF = fraqueza facial; CNP = curso néo

progressivo.

Tabela 23 - Dados de exames complementares e de resposta aos diferentes
tratamentos dos pacientes sem diagndstico

Paciente Idade (anos)/ MP ME MS RDER JAFU ABM/AT2 CPKN

[Familia Sexo
10/6 15/M - SD SD + - +/- +
11/7 8/M + SD + + SD SD +
15/11 21/M - SD - - SD -/- +
34/29 23/F + SD SD - SD SD +
35/30 22/F + SD SD - - SD +
44/36 51/M - - - - + SD -
45/37 9/F + SD SD - - +/+ +
53/44 13/F - SD SD - + SD +
54/45 26/M + SD SD - - +- +
55/46 30/F + SD SD + + -/ +
56/47 60/F + SD SD SD SD -/- +
57148 44/F + SD SD - - +/+ +
69/59 3/F + SD SD + SD SD +
71/61 13/M + SD SD - - -/- +
73163 17/F - SD SD - - -/- +
74164 22/F - SD SD + SD -/- +

+ = presente; - = ausente; SD = sem dados, ou ndo testado; MP = melhora com piridostigmina;
ME = melhora com efedrina; MS = melhora com salbutamol; RDER = resposta decremental ao
estimulo repetitivo; JAFU= Jitter aumentado no estudo de fibra tnica; ABM = altera¢ao na biopsia

muscular; AT2 = atrofia seletiva tipo II; CPKN = nivel sérico normal de CPK.
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4.22 Comparacao dos Dados Clinicos

Depois da andlise molecular completa, 51 casos foram classificados como
SMC confirmados (41 familias); 7 como SMC provavel (6 familias); 5 como néo-
SMC (5 familias) e 16 com néao resolvidos (16 familias). Uma listagem de todos
0s pacientes e seus diagnoésticos moleculares pode ser encontrada na tabela do
apéndice.

Algumas caracteristicas clinicas foram particularmente frequentes em
pacientes com SMC confirmada (Tabela 24): sintomas flutuantes (96%), ptose
palpebral (92,1%), inicio precoce (90,1%), fragueza nos membros (88,2%),
palato alto (76,5%) e hipotonia neonatal (72,5%). Alteracdo de motricidade ocular
extrinseca esteve presente em 82,3% (42 casos), 74,5% (38 casos) com
comprometimento parcial. O olhar para baixo foi poupado em 70,5% (36 casos).
Os pacientes CHRNE foram os que mais contribuiram para esses nimeros, uma
vez que 100% dos 30 casos confirmados apresentavam comprometimento da
movimentacao ocular, 90% parcial (n = 27), sendo 83,5% poupando o olhar para
baixo (n = 24). Além disso, 100% dos COLQ confirmados (3 casos), 80% dos
RAPSN confirmados (4 em 5 casos), 50% do COL13A (2 em 4) e 0s Unicos casos
de SCN4A e CHAT confirmados apresentaram comprometimento do movimento
ocular, todos eles poupando o olhar para baixo.

No entanto, a alteracdo ocular isolada, ou sindrome ocular pura (apenas
ptose palpebral e/ou alteracdo de motricidade ocular), foi pouco frequente na
coorte, com apenas 8 casos. Na verdade, desses 8 casos, 5 foram classificados
como casos néo resolvidos, 2 como ndo-SMC e 1 como provavel. Este caso

provavel apresentava 2 variantes intrénicas profundas em alelos diferentes do
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gene CHRND. Mas nenhum paciente confirmado como SMC apresentava
apenas sintomas oculares.

Outros achados clinicos frequentes nos casos confirmados foram:
fraqueza facial (66,6%), sintomas bulbar (62,7%), atrasos nos marcos motores
(60,7%) e fraqueza mastigatoria (57,8%). Noventa e seis por cento dos casos
confirmados ndo apresentavam alteracfes funcionais graves ou sintomas
progressivos (classificados como de curso nao progressivo). Todos os pacientes
foram testados com piridostigmina, 23 também foram experimentados com
salbutamol e 16 com efedrina. Boa resposta a piridostigmina, efedrina e
salbutamol foi observada em 80,3%, 100% e 81,2% dos casos confirmados,
respectivamente. Mais de 10% de decremento a estimulacéo repetitiva de 3 Hz
foi observada em 85,7% dos 49 casos confirmados. Alteragcdes miopaticas na
eletromiografia foram observadas em 12 pacientes com diagnostico molecular
confirmado (24,4%). O estudo de fibra Gnica revelou aumento do jitter em 95,2%
deles. A Figura 29 mostra porcentagem de alteracdes eletrofisiolégicas tipicas
de juncdo neuromuscular (decremento ao estimulo repetitivo ou aumento de
jitter) nos 3 grupos de pacientes (SMC confirmados, sem diagnéstico e néo-
SMC). A bi6psia muscular de 24 casos confirmados estava disponivel e 91,6%
estava alterada, sendo os achados mais frequentes: atrofia tipo Il (37,5%) e
predominio do tipo | (24,4%). Em 10 de 12 casos de casos confirmados com
alteracdes miopaticas (23,5%) na eletromiografia, a biépsia muscular estava
disponivel. Todas essas bidpsias estavam alteradas, 3 (30%) com atrofia do tipo

Il e 3 com predominio do tipo I.
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Figura 29 - Porcentagem de alteracdes eletrofisioldgicas tipicas de juncéo
neuromuscular (decremento ao estimulo repetitivo ou aumento de jitter) nos 3
grupos de pacientes (SMC confirmados, sem diagndstico e ndo-SMC)

Com o objetivo de se achar alguma alteragéo clinica que sugerisse uma
maior probabilidade de se fechar o diagnéstico do ponto de vista molecular,
dados dos pacientes sem diagndsticos e pacientes ndo-SMC foram comparados
com o0s pacientes com diagnostico confirmado de SMC (excluindo-se o0s
provaveis). Assim, foram considerados para comparacao 72 pacientes. O teste
exato de Fisher de duas caudas foi usado para calcular os valores de p exatos
de tabelas de contingéncia 2 x 2 (http://www.graphpad.com/ quickcalcs /
contingency?2.cfm).

A presenca de histéria familiar de SMC e caracteristicas clinicas na
primeira infancia, como hipotonia neonatal, dificuldades na amamentagéo e
atrasos nos marcos motores foram significativamente mais frequentes nos casos
confirmados de SMC (p < 0,05), considerando cada um separadamente. Este
também foi o caso de presenca de fraqueza apendicular, facial e mastigatoria (p

<0,001, p<0,01, p <0,05).
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A presenca de sindrome ocular pura, com apenas alteracdo de
motricidade ocular e/ou ptose palpebral, foi significantemente menor em
pacientes confirmados de SMC (p < 0,0001).

Um periodo consideravel com crises frequentes de miastenia (mais de
uma vez por ano) também foi mais frequente nos casos confirmados (p <0,05),
embora essa caracteristica estivesse presente em apenas 33% deles. Em
relacdo aos exames auxiliares, alguns resultados também foram mais frequentes
nos casos confirmados: presenca de decremento na estimulacao repetitiva de 3
Hz (p < 0,0001), aumento do jitter na eletromiografia de fibra Gnica (p < 0,0001)
e alteracdes miopéticas na bidpsia muscular (p < 0,01), especialmente atrofia do
tipo 2 ou predominancia do tipo 1 (p < 0,01). Na verdade, a atrofia tipo 2 foi
associada a casos confirmados de CHRNE (p < 0,05), que foram a maioria dos
casos confirmados. Por outro lado, entre o0s casos nao-CMS, o
comprometimento cognitivo foi significativamente mais frequente (p < 0,001)
(Figura 30), e as alteracdes eletrofisiolégicas menos frequentes (p < 0,01 para
decremento e p < 0,05 por aumento de jitter).

O resumo de todas as comparacdes pode ser encontrado na Tabela 24
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Tabela 24 - Comparacao dos aspectos clinicos entre 0os grupos com e sem
diagnostico molecular de SMC
Porcentagem Porcentagem
Porcentagem
de casos de casos de casos
Caracteristica . sem nao-SMC
confirmados . .
(n = 51) diagndstico (n=5)
(n=16)
Inicio Precoce / Flutuacéo dos sintomas / Histéria
o o 90* / 96 / 49* 50/94/18 80/100/0
familiar positiva
Ptose palpebral / Alteracdo de motricidade ocular
. . ) 92/82/74/70 94/69/56/56  62/25/25/25
extrinseca/parcial/poupando para baixo
Sindrome ocular pura (0 31 40
Fraqueza apendicular / Fraqueza axial 90** / 41 50/19 25/12
Sintomas bulbares / Escoliose 63 /23 56 /12 371720
Fragueza para mastigacéo / Fraqueza facial 57* 67* 25/31 25/12
Sem. I|m'|t§u;§\o funcional |mp0rtf~;mte / Af:(lnmetlmento - . 10070/ 80*
respiratério importante/ alteragcao cognitiva
Crises: ao menos 1 episddio / mais que 1 por ano
L 49 / 33* 37/12 0/0
por varios anos
Atraso motor / Hipotonia neonatal / Dificuldade de
. 90% 72* | 43* 50/25/12 80/100/ 20
succao
Palato alto / Contraturas Congénitas 76114 62/12 60 /40
Resposta a piridostigmina: positiva / negativa / 28/10/ 12 62/6/32 40/0/60
nenhuma
Resposta a 32-agonistas: 100 (n=13)/ 81 50(n=1)/33( o

efedrina (n=15) /salbutamol (n = 23)

Alteracdes miopaticas na bidpsia (n = 41): qualquer
/ atrofia tipo 1l/ predominancia |

Resposta decremental ao estimulo repetitivo /
alteracdes miopaticas na eletromiografia / aumento
de jitter

(n=13)

91%*(n=22) /| 37
(n=9) / 29*(n=7)

86+ / 23/
95+ (n = 21)

:1)
40 (n=4)/10(n
=1)/0

31/25/
30 (n = 10)

50 (n=2)/25(n
=1)/0

0*/40/
0* (n=3)

*p <0,05* p<0,001 ** p<0,0001, comparando cada categoria de um grupo
contra dois outros grupos, excluindo os casos provaveis.
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Figura 30 - Porcentagem de alteracdes cognitivas nos 3 grupos de pacientes
(SMC confirmados, sem diagndstico e ndo-SMC)
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5 Discussao

As SMC compde um grupo heterogéneo de doencas genéticas, sendo
descrito atualmente mais de 30 genes como causadores das sindromes33. Em
geral, mutacdes no gene CHRNE, costumam ser responsaveis pela maior parte
dos casos, em torno de 50%°2%.No entanto, a proporcdo dos demais genes varia
consideravelmente de acordo com a regido considerada?'8%%, Inclusive, em
algumas regides, outros genes aparecem como primeira causa de SMC, como
em Israel por exemplo, onde mutacdes no gene RAPSN sdo as mais
frequentes®'. Dados referentes a genes causadores de SMC no Brasil sdo
limitados a uma coorte de 25 pacientes de 18 diferentes familias composta por
uma populagdo predominante de descendentes de Europeus provenientes do
estado do Parand, de Mihaylova e colaboradores®*. De acordo com esse estudo,
0 gene que parece ser mais frequentemente relacionado a SMC no Brasil € o
CHRNE, responsavel por até 70% dos casos. A maioria dos pacientes apresenta
a mutacdo ¢.130dupG, a qual também é comum em Portugal e Espanha®. O
segundo gene mais encontrado foi o DOK?7, e, ao contrario do que acontece na
populacdo europeia, variantes no gene RAPSN néo foram encontradas nessa
coorte®*,

No entanto, a populagcéo brasileira reflete uma mistura de europeus,
amerindios, africanos e asiaticos com diferencas regionais de contribuicdo
genética®, e por isso havia necessidade de se verificar se as peculiaridades

moleculares dessa coorte citada se repetem quando se incluem pacientes de
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outras regides do pais. No presente estudo, descrevemos uma coorte de 79
pacientes, de 68 diferentes familias, com suspeita clinica de sindrome
miasténica congénita, que foram submetidos a testes moleculares para
confirmacédo diagnostica. ApOs realizacdo dos testes, 51 pacientes foram
considerados confirmados, 7 como provaveis, 16 como sem diagndstico e 5
pacientes foram diagnosticados como outra sindrome. Nenhum dos pacientes
incluidos era proveniente do estado do Parand, caracterizando uma populacéo
diferente daquela do estudo de Mihaylova®. Além disso, na atual analise
molecular, consideramos para diagndéstico aproximadamente 15 genes a mais,
gue em 2010, quando o primeiro estudo foi publicado, ainda ndo haviam sido
descritos como causadores de SMC.

Mesmo com essas diferencas verificamos uma porcentagem semelhante
de cases atribuiveis a CHRNE, 53% dos casos indices confirmados. Ja
mutacBes em DOK?7, responderam por 7,5% dos casos indices confirmados
como SMC. Por outro lado, genes ainda néo reportados na populagéo daquele
estudo foram identificados como causadores da SMC: 12,5% com mutac¢des em
RAPSN, 2,5% em SCN4A, 7,5% em COL13A1 e 2,5% em CHAT e 1 em GMPPB.
Ainda, encontramos 2 casos indices com mutacdo em COLQ, 2 em GFPT1,e 1
em CHRNAL, em uma frequéncia congruente com a do estudo anterior.

A frequéncia relativa de mutacdes nos diferentes genes em nossa coorte
corresponde aproximadamente a outras frequéncias relatadas na literatura®.
Algumas variantes comumente relatadas em coortes europeias foram
recorrentes em nossa coorte (CHRNE ¢.130dupG, RAPSN p.N88K, DOK7
c.1124 1127dupTGCC e COLQ c.219 + 1G> C), uma delas vista com alta

frequéncia em pacientes brasileiros com SMC, ¢.130dupG, foi encontrada em
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pelo menos um alelo em 21 casos indices (31%). Trata-se de uma variante
conhecidamente patogénica, que leva a conversdo do Glu-Pro-Glu do tipo
selvagem nos codons 24-26 para os codons Gly-Ala-Ter no dominio extracelular,
promovendo o truncamento do splicing. Foi descrita pela primeira vez em 1998,
em dois pacientes turcos néo relacionados®. No Brasil, um levantamento de
1000 exomas inteiros, encontrou essa variante na heterozigose em 9 individuos
saudaveis, levando a uma prevaléncia estimada de 1 caso por 40.000 no Brasil
(Kok F, observacao pessoal). De fato, Mihaylova V. e colegas fizeram estudo do
haplétipo relacionado a esta mutacéo, que sugeriu ser uma antiga mutacao com
efeito fundador, sendo o alelo do fundador compartilhado por pacientes da
Espanha e Portugal®*. No presente estudo, encontramos uma prevaléncia
semelhante (com maior incidéncia de homozigose) entre 0s pacientes de outras
regides do pais, principalmente no Estado de Sao Paulo, mas também em Minas
Gerais e Nordeste. Dessa forma, essa mutagcao parece ser bastante prevalente
em diferentes regides do Brasil, provavelmente devido a ampla distribuicdo de
ancestrais portugueses em todo o pais. Em contraste, a outra mutacdo comum
em CHRNE testada, c.1327delG, nao foi vista em nenhum paciente da coorte.
Esta variante esta presente em até 50% dos individuos de etnia cigana europeia
e / ou de origem do sudeste europeu com SMC34%, e ndo foi encontrada também
na coorte do Parana.

As caracteristicas clinicas dos pacientes com a mutacao ¢.130dupG séao
bastante similares aquelas com outras mutacbes CHRNE que levam a
deficiéncia de AChR3*%7, embora algumas caracteristicas clinicas parecam estar
fortemente ligadas a essa mutacdo especifica. Os pacientes homozigotos

apresentaram um comprometimento leve a moderado, com apenas pouca
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restricdo funcional em mais de 90% dos casos e menos de 10% apresentaram
alta frequéncia de crise miasténica (mais que 1 episodio por ano). A resposta
aos inibidores da acetilcolinesterase, alteracdo de motricidade ocular extrinseca,
a ptose palpebral e a fraqueza dos membros também foram muito prevalentes
entre eles. Por outro lado, as contraturas articulares congénitas estavam
ausentes em todos os pacientes com a mutacao. Isso deve-se provavelmente a
boa funcédo da juncdo neuromuscular fetal, que é mantida pela presenca de
AChR com subunidade gama no lugar do épsilon, evitando manifestacdes pré-
natais graves. Em geral, a apresentacéo clinica dos pacientes homozigotos com
CHRNE ¢.130dupG foi razoavelmente homogénea, ao contrario da grande
variabilidade clinica mostrada em outras sindromes de SMC com outras
mutacdes homozigotas*’-%8. Esses resultados corroboram achados do estudo do
nosso grupo, derivado desta tese, com colaboracéo de outros centros do pais’®.
Nesse referido estudo, 22 dos 29 pacientes ¢.130dupG desta presente tese
foram incluidos, além de mais 10 de outros centros.

A mutacdo em DOK7 c. 1124 1127dupTGCC, encontrada em cerca de
60% dos casos europeus de SMC relacionados a DOK762, foi encontrada em
pelo menos um alelo de 3 casos indices (7,5%) do presente estudo, proporcao
um pouco menor que da coorte anterior (17%)°*. Os 3 casos descritos aqui se
apresentaram como o quadro tipico de fraqueza de cinturas, sem acometimento
de musculatura ocular extrinseca.

Curiosamente, houve importante presenca da mutacdo em RAPSN
comumente descrita em coortes europeias p.N88K>"%8  que foi encontrada em 5
casos indices (12,5%), e nunca havia sido reportada nessa populacao

anteriormente, assim como nenhuma outra variante patogénica nesse gene.
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Esse achado corrobora as hipéteses de que pacientes com RAPSN sao
subdiagnosticados em paises da América do Sul e que a mutacdo p.N88K
também deve ser testada em pacientes com SMC dessa origem. Quatro casos
de RAPSN da nossa coorte apresentaram manifestacao precoce dos sintomas,
sendo dois deles com fendtipo com presenca de crises graves respiratérias
desde a infancia. De forma surpreendente, um desses casos evoluiu com
expressiva melhora dos sintomas, adquirindo funcionalidade normal na
adolescéncia sem necessidade de tratamento sintomatico, uma evolucdo nao
comumente relata. Na verdade, dos 73 casos de RAPSN relatados com dados
de desfecho a longo prazo, todos exceto um (um caso de inicio precoce de SMC
por RAPSN relatado por Burke e colegas®) apresentou algum nivel de
incapacidade apés um longo periodo de acompanhamento®6:97-108  Nesses
casos, 0 tratamento sintomatico € geralmente necessario para toda a vida,
especialmente se crises de insuficiéncia respiratdria estiverem presentes. Essa
variabilidade de apresentacdo e evolucdo clinica foi ilustrada por estudo do
Nnosso grupo, outro fruto desta tese, numa série de 3 casos, 0s quais foram
incluidos neste presente estudo®.

Casos de SMC relacionados a CHAT , SCN4A e COL13A1 e GMPPB
também ainda ndo haviam sido relatados na populacéo brasileira. A paciente
com mutacdes bi-alélicas no gene CHAT apresentou um fendtipo tipico da
doenca®®, com frequentes apneias e episodios de insuficiéncia respiratoria, além
do fendbmeno eletrofisiologico caracteristico: decremento apoés estimulacao
repetitiva a alta frequéncia por tempo prolongado (utilizado no nosso caso, 2
minutos a 10Hz). Interessante notar que nesse caso a eletroneuromiografia

inicial, feito com estimulo repetitivo a 3Hz, ndo demonstrou alteracdes, de forma
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gue somente por se suspeitar de SMC pré-sinaptica que se realizou o protocolo
especifico. Esse fato demonstra a importancia de se conhecer os principais
fendtipos das SMC, visto que nesse caso permitiu tratamento especifico antes
mesmo que o diagndstico molecular tivesse sido realizado.

Dos 2 casos de mutacdes no SCN4A, um foi considerado provéavel pelo
fato de se tratar de mutacdo novas, ainda ndo descritas, em gene cujo fenotipo
nas SMC ainda ndo é claramente caracterizado, com grande variabilidade
fenotipicall®. Variantes de ganho de fungcdo SCN4A dominantes sdo uma causa
bem estabelecida de paralisia periddica hipercalémica, paralisia periddica
hipocalémica, paramiotonia congénita e miotonia agravada por potassio e
paralisia periddica. Ha4 poucos anos, variantes patogénicas do SCN4A bi-alélicas
foram descritas como estando relacionadas a miopatia congénita. O primeiro
caso descrito na literatura de SMC relacionada a SCN4A é de uma mulher com
retardo mental, ptose palpebral, limitacdo da motricidade ocular extrinseca e
fraqueza muscular facial, de tronco e dos membros agravada pela atividade. A
paciente apresentou crises subitas de fraqueza respiratria e bulbar desde a
infancia e teve resposta parcial a piridostigmina®!®. O segundo caso descrito é
uma mulher, sem retardo mental, com ptose palpebral, limitacdo da motricidade
ocular extrinseca e fraqueza muscular em membros inferiores, que apresentava
crises de fraqueza generalizada episédica de frequéncia de varias vezes por
semana desde os 12 anos de idade. Nao havia acometimento respiratério ou
bulbar, e nem houve qualquer resposta a piridostigmina®*?2. Um outro caso mais
recentemente descrito € de uma mulher, sem retardo mental com quadro de
fraqueza muscular de cinturas e flexdo de pescoco e tronco, bem como uma

ptose flutuante, fraqueza facial e oftalmoplegia, com episodios de fragqueza
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generalizada, diarias, sem desencadeantes, acometendo por vezes musculatura
bulbar e respiratéria; nesse caso houve resposta parcial a piridostigminat!l. O
caso 16 do nosso estudo assemelha-se com os ja descritos e essa paciente foi
considerada confirmada. Ja o caso 59 apresenta fenétipo muito diferente dos ja
descritos, com fendtipo de miopatia e SMC, com importante fraqueza proximal,
com flutuacdo, embora sem alteracfes tipicas de juncdo neuromuscular na
eletroneuromiografia, a qual demonstrou apenas sinais de miopatia. Como ha
poucas descricdes de SMC por SCN4A, poderia se especular que essa paciente
apresenta fendtipo ainda ndo descrito, e sugerir uma expansao fenotipica de
mutacOes bi-alélicas em tal gene. No entanto, para sustentar essa hipotese,
seriam necessarios estudos funcionais de tais variantes, comprovando defeitos
sinapticos causados por elas. Por isso a classificamos como provavel.

Também foi classificado como provavel um caso de CHRND, com duas
alteracdes intronicas profundas preditas como patogénicas. Mutagdes no gene
CHRND podem estar associadas a uma sindrome letal de multiplos de pterigios,
SMC de canal lento, SMC de canal rapido e SMC por deficiéncia de AChR%. A
maioria dos casos descritos com mutacdo em CHRND apresentam Sindrome de
canal lento e sindrome de canal rapido!*3. Estas sindromes claramente ndo se
enquadrariam no caso clinico de nossa coorte. A sindrome de multiplos pterigios
é fatal antes do nascimento ou logo apés o nascimento!'#. A maioria das
sindromes de deficiéncia de receptor relacionadas a este gene também sé&o
muito graves!?115-117 com apenas uma excecdo, até onde pudemos encontrar
na literatura, na qual o quadro descrito é leve, semelhante ao da nossa coorte!!’.
A hipotese seria se tratar de uma sindrome por deficiéncia de receptor, mas o

quadro clinico apresentado pelo paciente sO foi descrito muito raramente
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relacionado a este gene. Além disso, mutacdes intrbnicas como as encontradas
sao dificeis de se garantir patogenicidade sem estudos funcionais. Por essas
guestbes, consideramos 0 caso apenas como provavel.

No final, mesmo apds uso de sequenciamento de nova geracdo, em uma
porcado consideravel dos casos nédo foi possivel se chegar a um diagndstico
molecular sequer provavel (20,2%). Além disso, 8,8% dos casos classificamos
como provaveis pelo fato de apresentarem fenotipo compativel, mas com
mutacBes em heterozigose (para sindrome recessivas) ou por apresentarem
mutacdes bi-alélicas, no entanto com quadro nao totalmente compativel (uma
vez que nao realizamos estudos funcionais). A incidéncia de casos nhao
resolvidos € em parte explicada pelos critérios de inclusdo muito abrangentes
gue foram usados. De fato, tanto sequenciamento completo de exoma, quanto o
sequenciamento direto Sanger, possuem limitacbes para para o diagnéstico
genético. MutacBes de regides regulatdrias até agora desconhecidas, mutacdes
intronicas profundas, grandes delecdes ou duplicagbes podem ter escapado de
nossa estratégia de triagem. Além disso, provavelmente ainda existem genes
causadores de SMC nao identificados e isso talvez também contribua para a
falta de diagndstico confirmado?!?®,

Os casos ndo-CMS eram de alguma forma esperados, também pelos
critérios de inclusdo ndo serem restritos. Houve 5 casos ndo-SMC na coorte com
outros diagnosticos que néo as fenocopias tipicas de SMC (miopatias congénitas
e mitocondriais). A auséncia dessas fenocopias tipicas pode ser explicada pelo
alto indice de bidpsias musculares, o que provavelmente permitiu a identificacao
dessas miopatias. Por mais paradoxal que possa parecer, em nossas condicdes

€ muito mais facil fazer uma biopsia muscular do que um teste genético,
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especialmente testes de alto rendimento. De qualquer forma, a maioria deles
apresentava algum sintoma incomum para SMC: ataxia, surdez, muitos
dismorfismos, déficit cognitivo. O comprometimento cognitivo  foi
estatisticamente menos frequente entre 0s casos confirmados. Embora casos de
SMC por GMPPB®6:119 DPAGT1120.121 e SNAP25'2? frequentemente apresentam
sintomas cognitivos associados, esta caracteristica € conhecida por ser rara
entre SMC em geral. Todos o0s casos nao-SMC foram incluidos na coorte devido
a sintomas de flutuacao ocular, com ou sem fraqueza extra-ocular. Com critérios
mais rigidos (incluindo apenas pacientes com decremento ou aumento de jitter
confirmados, desconsiderando o padrao de fraqueza clinica), nenhum ndo-CMS
seria incluido. Além disso, apenas trés pacientes confirmados seriam perdidos
(1 CHRNE, 1 RAPSN, 1 DOKY7). Esses trés casos nédo tiveram decremento na
estimulacao repetitiva de baixa frequéncia, mas o estudo de fibra Unica nao foi
possivel de ser feito. Em outros 3 casos sem decremento em que foi realizado o
estudo de jitter, havia e aumento de jitter significativo. No final, o decremento
com estimulo repetitivo a 3Hz, e 0 aumento do jitter no estudo de fibra Unica
foram estatisticamente mais frequentes nos casos confirmados. Talvez esse
efeito se explique por haver, no grupo em que nao se encontrou alteracbes
genéticas compativeis com o quadro clinico, um nimero consideravel de casos
que nao sdo realmente SMC. Uma outra possivel explicacdo seria que,
possivelmente, casos de SMC com alteracbes eletrofisiologicas foram mais
facilmente reconhecidas ao longo dos anos, de modo que genes ainda nao
atribuidos a SMC podem apresentar uma porcentagem menor desses achados.

As caracteristicas clinicas usuais de SMC foram muito frequentes entre

0s casos confirmados, como inicio precoce dos sintomas, ptose palpebral,
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alteracdo da motricidade ocular, fraqueza apendicular, sintomas bulbares,
fraqueza facial e flutuacdo dos sintomas. Foram todos achados esperados, até
porque algumas dessas caracteristicas se enquadravam nos critérios de
inclusdo. O comprometimento do movimento ocular, com preservacao relativa
do olhar para baixo, foi um achado frequente entre os casos confirmados. Dentre
0s pacientes com oftalmoparesia, o olhar para baixo estava preservado, ou
relativamente preservado, em associagdo ou ndo a outros musculos, em 70%,
considerando os casos confirmados (n = 51). Esse fato pode indicar que os
musculos retos inferiores tendem a ser os mais tardiamente afetados, uma vez
gue praticamente todos os musculos oculares tendem a ficar em Ultima instancia
paréticos, especialmente em casos de mutacdo CHRNE?’(gene alterado em
maior proporcdo na coorte). Esse dado pode ser importante para ajudar a
diferenciar SMC de outras sindromes que no fendtipo ha alteracdo de
motricidade ocular extrinseca, como mitocondriopatias, miopatias congénitas ou
mesmo miastenia gravis. No entanto, para se verificar essa hip6tese, um estudo
clinico comparativo entre estas sindromes seria necessario.

Por outro lado, nenhum caso de sindrome ocular pura (apenas ptose
palpebral e/ou alteracdo de motricidade ocular) teve diagndéstico de SMC
confirmado, e com presenca estatisticamente menor em comparagao com casos
sem diagndstico e casos ndo-SMC. Ainda, a presenca de alteracdo ocular ndo
teve significancia estatistica nos casos confirmados em comparagdo com 0S
nao-SMC e os sem diagnostico, ao contrario de fraqueza apendicular, facial e da
mastigagdo. A auséncia de significAncia das alteragbes oculares, aliada a
presenca de significancia em relagcdo aos sintomas extraoculares, é

possivelmente mais uma sugestao de que a sindrome ocular pura néo é tipica
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da SMC, como ja havia sido previamente sugerido®. Ou seja, as alteracdes
oculares, apesar de serem muito comum, ndo sao especificas para SMC.
Quando se encontram isoladamente, sem fraqueza em outros musculos, as
alteracdes oculares também nao séo sensiveis para SMC.

Por fim, com os achados da nossa coorte, € possivel dizer também que
0s musculos estriados de forma geral sdo possivelmente afetados em casos de
SMC. A bidépsia muscular nos casos confirmados estava significativamente com
mais alteracfes miopaticas, principalmente com atrofia tipo Il e predominancia I.
Além disso, 23% dos casos confirmados apresentaram alteracfes miopaticas na

eletromiografia.
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6 Conclusodes

1) O gene CHRNE é o principal gene envolvido em SMC em diferentes
regides do Brasil, sendo a mutacdo ¢.130dupG presente em aproximadamente
1/3 dos casos totais.

2) A mutacéo c.1327delG, comum em algumas regides da Europa nao foi
encontrada em nenhum paciente, ndo parecendo exercer, portanto, papel
relevante na SMC da populagéo estudada.

3) MutacbBes no gene RAPSN, em especial a p.N88K, é de presenca
relevante em nossa populacao, podendo ser encontrada em até 10% dos casos.

4) Outros genes ainda ndo reportados na populacdo brasileira também
foram identificados como causadores da SMC: CHAT, SCN4A, e COL13A1.

5) A pesquisa das mutacBes comuns dos 3 genes mais frequentemente
relacionados a SMC em nosso meio (¢.130dupG no CHRNE, p.N88K no RAPSN
e c.1124 1127dupTGCC no DOK?7) pode levar a diagndstico molecular em mais
de 60% dos casos.

6) Mesmo com sequenciamento de todo exoma dos pacientes com SMC,
nao foi possivel se encontrar o gene causador em uma consideravel proporgcao
da coorte (20,2%). Esse dado sugere que haja contribuicdo significativa de
mutacdes intrénicas ou grandes delec¢des/duplicacbes na etiologia das SMC no
Brasil, e que possa haver em nosso meio casos de SMC relacionados a genes

ainda ndo descritos como causadores das sindromes.
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7) Quadros clinicos com sintomas puramente oculares ndo sdo um
fendtipo usual e ndo apresentam boa sensibilidade para confirmacdo molecular
de SMC.

8) Alteracdes eletrofisioldgicas exercem papel importante no diagnostico,
com grandes chances de prever diagnéstico molecular quando o quadro clinico
€ compativel.

9) Alteracbes miopaticas podem ser uma caracteristica frequente da
CMS, tanto evidenciada por biopsia quanto por eletromiografia.

10) Oftalmoparesia parcial, e ndo completa, com preservacéo total ou
relativa do musculo reto inferior, parece ser um achado caracteristico de SMC,

independentemente do gene alterado.
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7 Anexos

Anexo A — Parecer Consubstanciado Do Comité De Etica E Pesquisa

dad HOSPITAL DAS CLINICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DA g%"""’“"’“m e
b R
USP - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo clinico e molecular na miastenia congénita
Pesquisador: Edmar Zanoteli

Area Temitica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 42612515.2.0000.0068

Instituicado Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU S P
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.016.086
Data da Relatoria: 25/03/2015

Apresentacao do Projeto:

O projeto é um estudo dos fatores genéticos da Miastenia Congénita a se realizar na Divisdo de Clinica
Neurolégica do HC-FMUSP.

Objetivo da Pesquisa:

Identificar as mutagdes genéticas eventualmente relacionadas as causas da miastenia

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sdo minimos, relacionando-se apenas a coleta de sangue. Os beneficios diretos relacionam-se
apenas com o aconselhamento genético das familias.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa fara uso de técnicas bem estabelecidas e que ndo trazem riscos aos participantes. Nao se
esperam problemas na sua execugéo.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O TCLE é suficientemente claro e contempla adequadamente todos os direitos e prerrogativas dos
participantes.

Recomendacoes:

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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dad HOSPITAL DAS CLINICAS DA
" FACULDADE DE MEDICINA DA ‘G gra -
bt USP - HCFMUSP

Continuagéo do Parecer: 1.016.086

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgbes:
O projeto tem todas as condi¢des para aprovagdo pela comisséao.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Nao

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n°® 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgdo do projeto ou a nédo publicagéo dos resultados.

SAO PAULO, 09 de Abril de 2015

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Pagina 02 de 02



Anexos 111

Anexo B — Termo De Consetimento Livre E Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL

1 NOME

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..ot SExo: .mMm0O F O

DATA NASCIMENTO: ........ /R L.

ENDERECO ittt e e e e e e e e e e e e e e No
........................... APTO: e,

BAIR R O CIDADE

CEP:e e, TELEFONE: DDD (cevermmnnnns )
2.RESPONSAVEL LEGAL

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....uovviiieieeieeeeeeeen, SEXO: MO r0O

DATA NASCIMENTO.: ....../ueeccd.....

ENDEREGO:  eoveoeeeeeoeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeeeeseasesee e eee e seeeees e eee e eees e NI APTO:
CBAIRRO: CIDADE:
L o .
o ettt et eereens

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Estudo clinico e molecular a Miastenia Congénita
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Edmar Zanoteli
CARGO/FUNCAO: Médico Pesquisador INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 68120
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PESQUISADOR EXECUTANTE: Eduardo de Paula Estephan INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N°
146264

CARGO/FUNCAO: Doutorando
UNIDADE DO HCFMUSP: Diviséo de Clinica Neurolégica
2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MiNIMO X RISCO MEDIO [

RISCOBAIXO O RISCO MAIOR O

3.DURACAO DA PESQUISA : 4 anos

Neste documento explicamos o0 estudo que estamos realizando com o0s pacientes
portadores de Miastenia Congénita (MC). Por favor, leia até o fim, para decidir se vocé
aceita participar do estudo.

A Miastenia Congénita (MC) é uma doenga congénita que ocasiona fraqueza muscular,
que geralmente piora no final do dia, ou entdo com esforgo fisico. Os sintomas podem
aparecer logo ao nascimento, no comego da infancia, na adolescéncia ou no inicio da
vida adulta. Os musculos dos olhos, bragcos e pernas sdo 0s mais comumente
acometidos. Infelizmente a doenga ndo tem cura, mas dependendo do tipo de Miastenia
Congénita (MC), alguns remédios podem melhorar os sintomas de fraqueza. A sua
causa sao mutacdes (erros genéticos) herdadas do pai, da méae, ou de ambos, que
podem apresentar ou ndo os sintomas da doenca. Em alguns casos, as mutacdes
podem ocorrer durante a gestacdo do paciente, e nestes casos apenas 0 paciente €
afetado.

Por se tratar de uma doenca rara, a MC ainda nao é completamente compreendida. N&do
se conhecem ainda todas as mutacdes que podem causar a doenga, € nem mesmo
todos os genes (locais dentro da célula que contém as informacgdes genéticas) onde as
mutacdes podem ocorrer. Além disso, hd uma grande variacdo na gravidade como a
doenca pode se apresentar, desde pacientes que nascem precisando de UTI por
fraqueza dos musculos da respiracdo, até pacientes com uma fraqueza leve que néo
piora muito durante a vida e pode até mesmo surgir s6 na idade adulta e passar
despercebida durante a infancia.

Neste estudo, temos como objetivo tentar identificar, através de testes genéticos, as
mutacdes que causaram a MC nos pacientes diagnosticados com esta doenca, e saber
se essas mutacgdes foram herdadas dos pais ou sé@o exclusivas dos pacientes.

Saber que mutac¢des causam quais gravidades da doenga permitir4 no futuro melhorar

o diagnéstico dos pacientes com MC como um todo, orientar os pais dos pacientes com
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esta doencga quanto ao progndstico (chance de a doenca de seus filhos ficar estavel,
melhorar ou piorar) e os tratamentos preventivos adequados. Além disso, permite saber
se o tipo de MC do paciente pode melhorar dos sintomas com algum tipo de remédio.
No entanto, € importante informar que ndo ha um beneficio imediato em relagdo a cura
para o paciente incluido no estudo. H4, sim, a possibilidade de saber se a mutacao foi
realmente herdada dos pais, 0 que pode ajudar a saber o risco de que novos filhos do
casal possam ter a mesma doenca. Além disso poderemos saber se h& possibilidade
de melhora dos sintomas e qual remédio poderiamos usar para isso. O tratamento e
acompanhamento dos pacientes serdo o mesmo, estando eles incluidos no estudo ou
nao.

Neste estudo, inicialmente, faremos uma consulta médica com o paciente e seus pais,
nao muito diferente das consultas regulares que habitualmente sdo feitas a cada seis
meses no acompanhamento. Inclusive, aproveitaremos as datas ja agendadas para as
consultas. Perguntaremos detalhes sobre a histéria da doenga do paciente, informagdes
sobre sua gestacao, parto e desenvolvimento durante os primeiros meses e anos de
vida, exames e terapias realizadas, entre outros detalhes.

Em seguida, sera feito o exame fisico do paciente, em que realizaremos testes de
mobilidade das articulagdes (juntas) e misculos, e solicitaremos ao paciente que realize
algumas manobras um pouco desconfortaveis, como sentar-se no chéo e levantar-se
dele, caminhar na ponta dos pés, subir escadas e empurrar e puxar o braco do
examinador com varias partes do corpo. Todas as solicitagBes, entretanto, sempre
levardo em conta as capacidades méaximas do paciente, e 0 mesmo podera interromper
0 exame a qualquer momento caso se sinta cansado. O exame deve ser realizado com
o0 paciente despido (mantendo vestimenta intima), de forma que o médico possa
observar o contorno e tamanho dos musculos durante 0os movimentos, além de
possiveis deformidades esqueléticas, da coluna e articulagbes. Durante o exame,
faremos também o registro fotografico de varias partes do corpo e do rosto do paciente,
com o objetivo de comparar as alteragdes do exame fisico do paciente com as de outros
pacientes portadores de MC. As fotografias seréo usadas exclusivamente dentro do
estudo, e preservardo o anonimato do paciente, para que o paciente ndo possa ser
identificado por quem néo estiver envolvido no estudo. Por exemplo, se usarmos fotos
do rosto do paciente em algum relatério ou registro em computador, aplicaremos faixas
pretas para evitar a identificacdo completa do rosto. Em nenhum momento poremos
nomes diretamente nas fotos. Caso precisem ser identificadas, seréo usados codigos

com letras e nimeros. Do mesmo modo que para as fotografias, as informacdées e dados
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relacionados aos pacientes, bem como materiais coletados, serdo usados apenas
dentro desta pesquisa, em sigilo.

Ao final do exame fisico, 0 paciente e seus pais serdo encaminhados para a coleta de
sangue periférico de uma veia do antebragco. A amostra de sangue de cada um, no total
de 5 a 10 ml (uma seringa pequena), serd armazenada nos laboratérios do Hospital das
Clinicas e usada posteriormente para os testes genéticos. A coleta néo é diferente dos
"exames de sangue" feitos normalmente nos laboratorios de hospitais e clinicas.
Normalmente, a coleta € realizada apenas uma vez, porque a quantidade de sangue
coletada é suficiente para uma grande quantidade de testes genéticos. Em algumas
raras situacdes, poderemos vir a solicitar uma nova coleta de sangue caso testes
adicionais sejam necessarios.

Os resultados dos testes genéticos, tdo logo sejam completados, serdo informados aos
responsaveis pelo paciente, caso seja de seu interesse, com 0 objetivo de
aconselhamento genético (informacao do risco de que novos filhos possam apresentar
a doenga).

E importante salientar que ndo sera necessaria a repeti¢ao da eletroneuromiografia,
que necessariamente ja foi realizada para que o paciente tenha tido o diagnéstico de
MC.

Em qualquer momento do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. O investigador principal € o dr.
Edmar Zanoteli, e o pesquisador executante é o dr. Eduardo de Paula Estephan. Ambos
podem ser encontrados no ambulatério de doencas neuromusculares do HC-FMUSP,
que fica no prédio dos ambulatérios, 6° andar, todas as tercas-feiras, pela manha
(mesmo lugar e horarios das consultas regulares dos pacientes). Em outros horarios
durante a semana, ambos podem ser contactados por telefone na FMUSP, LIM45,
telefone (11) 3061-7460. Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio
Pires de Campos, 5° andar, tel. (11) 3069-6442, ramais 16, 17, 18 ou 20, fax (11) 3069-
6442, ramal 26, email: cappesg@hcnet.usp.br.

Também em qualquer momento, vocé podera desistir de participar do estudo, ficando
claro que esta desisténcia ndo impedira o paciente de continuar o acompanhamento
médico no ambulatério de doencas neuromusculares do HC-FMUSP.

N&o haverd despesas pessoais para 0 participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Por outro lado, também n&do haver4d compensacgéo
financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional para

realizar os testes genéticos, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.


mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagédo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Anexo C - Publicagéo relacionada com a tese

Autores: Estephan EP, Sobreira CFDR, Dos Santos ACJ, Tomaselli PJ,
Marques W Jr, Ortega RPM, Costa MCM, da Silva AMS, Mendonca RH, Caldas
VM, Zambon AA, Abath Neto O, Marchiori PE, Heise CO, Reed UC, Azuma 'Y,
Topf A, Lochmdller H, Zanoteli E.

Periddico: Journal of Neurology. 2018 Mar;265(3):708-713.

Titulo: A common CHRNE mutation in Brazilian patients with congenital
myasthenic syndrome

Resumo: The most common causes of congenital myasthenic syndromes
(CMS) are CHRNE mutations, and some pathogenic allelic variants in this gene
are especially frequent in certain ethnic groups. In the southern region of Brazil,
a study found the ¢.130dupG CHRNE mutation in up to 33% of families with CMS.
Here, we aimed to verify the frequency of this mutation among individuals with
CMS in a larger cohort of CMS patients from different areas of Brazil and to
characterize clinical features of these patients. Eighty-four patients with CMS,
from 72 families, were clinically evaluated and submitted to direct sequencing of
the exon 2 of CHRNE. The ¢.130dupG mutation was found in 32 patients (23
families), with 26 patients (19 families, 26.3%) in homozygosis, confirming its high
prevalence in different regions of Brazil. Among the homozygous patients, the
following characteristics were frequent: onset of symptoms before 2 years of age
(92.3%), little functional restriction (92.3%), fluctuating symptoms (100%), ocular
muscle impairment (96.1%), ptosis (100%), limb weakness (88.4%), response to
pyridostigmine (100%), facial involvement (77%), and bulbar symptoms (70.8%).
The pretest probability of finding at least one allele harbouring the ¢.130dupG
mutation was 38.1%. Selecting only patients with impaired eye movement
together with limb weakness and improvement with pyridostigmine, the
probability increases to 72.2%. This clinical pre-selection of patients is likely a
useful tool for regions where CHRNE mutations have a founder effect. In
conclusion, the CHRNE mutation ¢.130dupG leads to fairly benign natural course

of the disease with relative homogeneity.
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Anexo D - Publicacéo relacionada com a tese
Autores: Estephan EP, Zambon AA, Marchiori PE, da Silva AMS, Caldas VM,

Moreno CAM, Reed UC, Horvath R, Topf A, Lochmiiller H, Zanoteli E.
Periodico: Neuromuscular Disorders. 2018 Nov;28(11):961-964.

Titulo: Clinical variability of early-onset congenital myasthenic syndrome
due to biallelic RAPSN mutations in Brazil.

Resumo: Mutations in RAPSN are an important cause of congenital
myasthenic syndrome (CMS), leading to endplate acetylcholine receptor
deficiency. We present three RAPSN early-onset CMS patients (from a Brazilian
cohort of 61 CMS patients). Patient 1 and patient 2 harbor the mutation p.N88K
in homozygosity, while patient 3 harbors p.N88K in compound heterozygosity
with another pathogenic variant (p.V165M; c.493G = A). At onset, patient 3
presented with more severe symptoms compared to the other two, showing
generalized weakness and repeated episodes of respiratory failure in the first
years of life. During adolescence, she became gradually less symptomatic and
does not require medication anymore, presenting better long-term outcomes than
patients 1 and 2. This case series illustrates the variability of RAPSN early-onset
CMS, with patient 3, despite severe onset, revealing an almost complete reversal
of myasthenic symptoms, not limited to apneic episodes. Moreover, it suggests

that RAPSN CMS may be underdiagnosed in non-European countries.
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Anexo E - Publicacao relacionada com a tese

Autores: Rodriguez Cruz PM, Cossins J, Estephan EP, Munell F, Selby K,
Hirano M, Maroofin R, Mehrjardi MYV, Chow G, Carr A, Manzur A, Robb S, Munot
P, Wei Liu W, Banka S, Fraser H, De Goede C, Zanoteli E, Conti Reed U, Sage
A, Gratacos M, Macaya A, Dusl M, Senderek J, Topf A, Hofer M, Knight R,
Ramdas S, Jayawant S, Lochmiiller H, Palace J, Beeson D.

Periodico: Brain. 2019 Jun 1;142(6):1547-1560.

Titulo: The clinical spectrum of the congenital myasthenic syndrome
resulting from COL13A1 mutations.

Resumo: Next generation sequencing techniques were recently used to
show mutations in COL13A1 cause synaptic basal lamina-associated congenital
myasthenic syndrome type 19. Animal studies showed COL13Al, a synaptic
extracellular-matrix protein, is involved in the formation and maintenance of the
neuromuscular synapse that appears independent of the Agrin-LRP4-MuSK-
DOKY7 acetylcholine receptor clustering pathway. Here, we report the phenotypic
spectrum of 16 patients from 11 kinships harbouring homozygous or heteroallelic
mutations in COL13A1. Clinical presentation was mostly at birth with hypotonia
and breathing and feeding difficulties often requiring ventilation and artificial
feeding. Respiratory crisis related to recurrent apnoeas, sometimes triggered by
chest infections, were common early in life but resolved over time. The
predominant pattern of muscle weakness included bilateral ptosis (non-fatigable
in adulthood), myopathic facies and marked axial weakness, especially of neck
flexion, while limb muscles were less involved. Other features included facial
dysmorphism, skeletal abnormalities and mild learning difficulties. All patients
tested had results consistent with abnormal neuromuscular transmission. Muscle
biopsies were within normal limits or showed non-specific changes. Muscle MRI
and serum creatine kinase levels were normal. In keeping with COL13Al
mutations affecting both synaptic structure and presynaptic function, treatment
with 3,4-diaminopyridine and salbutamol resulted in motor and respiratory
function improvement. In non-treated cases, disease severity and muscle
strength improved gradually over time and several adults recovered normal
muscle strength in the limbs. In summary, patients with COL13A1 mutations

present mostly with severe early-onset myasthenic syndrome with feeding and
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breathing difficulties. Axial weakness is greater than limb weakness. Disease
course improves gradually over time, which could be consistent with the less
prominent role of COL13A1 once the neuromuscular junction is mature. This
report emphasizes the role of collagens at the human muscle endplate and
should facilitate the recognition of this disorder, which can benefit from

pharmacological treatment.
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Anexo F- Publicacéo relacionada com atese

Autores: Abath Neto O, Heise CO, Moreno CA, Estephan EP, Mesrab L,
Lechner D, Boland A, Deleuze JF, Oliveira AS, Reed UC, Biancalana V, Laporte
J, Zanoteli E.

Periddico: The Canadian journal of neurological sciences. 2017
Jan;44(1):125-127.

Titulo: Nonlethal CHRNA1-Related Congenital Myasthenic Syndrome with
a Homozygous Null Mutation.
Resumo néo disponivel
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Apéndice

Dados de identificadores e alterac6es moleculares de todos os pacientes

Método de
Paciente / | Indentificadores RD- Classificag&o diagnostica / gene / variante | digandstico
Familia connect / frequéncia alélica molecular
11 Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10“+10*
o/1# Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
3/1# Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10“+10*
4/ P_rovéve_l / CHRNE p.Y131* (c.393C>G) | SNG
TOP_ESTE 1880 _1 single hit / NL
5/9% Provavel / CHRNE p.Y131* (c.393C>G) | SNG
TOP_ESTE 1880 _2 single hit/ NL
6/3" Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
7/3* Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
8/4* Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)* / 10*+10*
/5 Provavel / CHRNE Sanger
NR p.E44G*3 (c.130dupG)+ single hit / 10*
10/6 N&o resolvido /--/- SNG
TOP ESTE1670 1
117 N&o resolvido /--/- SNG
TOP ESTE1733 1
Confirmado / COL13A1 | SNG
12/8* p.P278L*65+p.P278L*65
TOP_ESTE1363 1 (c.833delC+c.833delC) / NL+NL
Confirmado / DOK7 | Sanger
13/9 p.A378S*30+p.A378S*30+
(c.1124_1127dupTGCC+
NR €.1124 1127dupTGCC)/ 7x10*+7x10*
14/10 N&o-SMC / SCN8A SNG
TOP_ESTE1531_1 p.R1872Q(c.5615G>A)+ dominant / 4x10”
15/11 TOP_ESTE475_1 N&o resolvido /--/- SNG
16/12 Confirmado / SCN4A p.T1719S+p.T163G*10 | SNG
TOP ESTE1712 1 (c.5156C>G+ ¢.486_487insGGCG) / NL+NL
17/13* Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
18/14* Confirmado / CHRNE p.L31P+p.L31P | Sanger
NR (c.92T>C+¢.92T>C)/ NL+NL
19/15* Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
20/16" Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
N&o-SMC / DHCR7 SNG
21/17 p.T93M+p.T93M  (c.278C>T+c.278C>T)* /
TOP_ESTE1706 1 5x105+5x10°°
Confirmado / COL13A1 | SNG
22/18* p.G163V*32+p.G163V*32
TOP_ESTE1707 1 (c.486delT+c.486delT)/ 4x10%+4x10°
23/19* Confirmado / RAPSN p.N88K+p.N88K | SNG
TOP _ESTE1668_1 (c.264C>A+c.264C>A)e |  103+1073
24/20" Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
N&o-SMC / LDB3 SNG
25/21 p.L227F+p.L227F (c.679C>T+c.679C>T) /
TOP _ESTE1716 1 4x10+4x10°°
26/22% Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
27/23 Provavel / CHRNE p.V301M (c.901G>A) | SNG

TOP_ESTE1724 1

single hit / 7x10*




28/24* Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10“+10*
20/25 Confirmado / COLQ c.219+1G>C + | SNG
TOP_ESTE1959 1 €.219+1G>Ce /10%°+10°
30/25 Confirmado / COLQ c.219+1G>C + | SNG
TOP_ESTE1959 2 €.219+1G>Ce /10°+10°
31/26" Confirmado / RAPSN p.N88K + p.V165M | Sanger
NR (c.264C>A+c.493G>A)* [ 10°+3x10°
32/27* Confirmado / RAPSN p.N88K+p.N88K | Sanger
NR (c.264C>A+c.264C>A)¢ /| 10°+10°%
33/28" Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
Na&o resolvido /--/- SNG
34129 TOP ESTE1867 1
Né&o resolvido /--/- SNG
35/30 TOP ESTE1953 1
36/31 Provéavel / CHRND €.821-448G>C + SNG
TOP_ESTE1902_1 €.821-448G>C / NL
37/32* Confirmado / COL13A1 c¢.549+5G>A + | SNG
TOP_ESTE1796_1 ¢.549+5G>A /NL + NL
38/32" Confirmado / COL13A1 c¢.549+5G>A + | SNG
TOP_ESTE1796_2 €.549+5G>A / NL + NL
Confirmado / CHRNE p.E44G*3 + ¢.803- | Sanger
39/33* 2A>G (c.130dupGe + c.803-2A>G*) / 10 +
NR 2x10°°
Confirmado / CHRNE p.E44G*3 + ¢.803- | Sanger
40/33* 2A>G (c.130dupGe + c.803-2A>G*) / 10 +
NR 2x10°°
41/34" Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
42/35* Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.L287S *14 | Sanger
NR (c.130dupG+ + ¢.858_859dup+) / 10“+ NL
43/35* Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.L287S *14 | Sanger
NR (c.130dupG+ + ¢.858_859dup+)/ 10“+ NL
Na&o resolvido /--/- SNG
44136 TOP _ESTE1384 1
Na&o resolvido /--/- SNG
45/37 TOP ESTE1952 1
46/38 Confirmado / CHAT p.L655P + p.E382G | SNG
TOP_ESTE2001_1 (c.1964T>C + ¢.1145A>G) / NL + NL
Confirmado / DOK7 p.A378S*30+p.L454P*60 | SNG
47/39 (c.1124_1127dupTGCCe+ +
TOP_ESTE2035 1 €.1357_1370del14¢)/ 7x10* + NL
48/40* Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)e / 10“+10*
49/41* Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)e / 10%+10*
50/41* Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
Confirmado / DOK7 p.A378S*30 + | Sanger
51/42 p.A3785*30¢ | (c.1124 1127dupTGCC+
NR c.1124_1127dupTGCC)/7x10+7x10*
52/43 Ndo-SMC / VWA3B p.G31K+p.R932H | SNG
TOP_ESTE2076_1 (c.91C>A + ¢.2795G>A) / 2x10* + 2x10*
N&o resolvido /--/- SNG
53/44 TOP _ESTE2072 1
Nao resolvido /--/- SNG
54/45 TOP ESTE2132 1
Né&o resolvido /--/- SNG
55/46 TOP_ESTE2159 1
N&o resolvido /--/- SNG
56/47 TOP_ESTE2174 1
Na&o resolvido /--/- SNG
57/48 TOP ESTE2177 1
58/49 N&0-SMC / PTPN11l p.Y63C (c.188A>G)* | SNG
TOP_ESTE2167 1 (dominant)/ 108
59/ 50 Provavel / SCN4 p.T231M+ p.*1837Yext*50 | SNG
TOP_ESTE2201 1 (c.692C>T + ¢.5511G>C) /105+NL
60/51% Confirmado / CHRNA1 p.G466R + p.G466R | SNG
NR (c.1396G>A+c.1396G>A)+ / 4x105+4x10°
61/52 Confirmado / COLQ €.219+1G>C+ + | SNG
NR P.L53P*81 ( ¢.219+1G>C + ¢.158insC) / 10°




+4x10°°
62/53 Confirmado / RAPSN p.N88K + p.R164G | SNG
NR (c.264C>A+ + ¢.490C>G) / 10°+ NL
63/54 Confirmado / GMPPB p.P32L+p.D27H | SNG
NR (c.95C>T+ +c.79G>Ce) / 6x10*+8x10°
64/55 Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
65/55 Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
66/56 Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
67/57 Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10“+10*
68/58 Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
N&o resolvido /--/- SNG
69/59 TOP_ESTE2588 1
70/60 Provavel / RAPSN p.S398S+p.D78V | SNG
TOP_ESTE2472_1 (c.1194C>T + ¢.233A>T) /3x10°+ NL
71/61 N&o resolvido /--/- SNG
TOP_ESTE2282_1
72/62 Confirmado / CHRNE p.P41L+p.P41L | SNG
TOP_ESTE2531 1 (c.122C>T + ¢.122C>T) / 4x10°° + 4x10°¢
N&o resolvido /--/- SNG
73/63 TOP_ESTE2390 1
N&o resolvido /--/- SNG
74164 TOP ESTE2519 1
75/65 Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
76/65 Confirmado / CHRNE p.E44G*3+p.E44G*3 | Sanger
NR (c.130dupG+c.130dupG)+ / 10*+10*
77166 Confirmado / RAPSN p.N88K+p.Q21* | SNG
NR (c.264C>A+ +¢.61C>T )/ 103+ NL
78167 Confirmado / GFPT1 p.S218P+p.A92V | SNG
NR (c.652T>G + ¢.275C>T) / NL + NL
79/68 Confirmado / GFPT1 p.D459N+p.L23V | SNG
NR (c.1375G>A + ¢.67C>G) /NL + NL

Tabela do apéndice. NR = ndo registrado; SNG = sequenciamento de nova
geracdo; NL = ndo listada no banco de variantes gnomAD; ¢[J[Jpreviamente
descrito como patogénica. # = casos publicados na literatura. Frequéncia alélica
de acordo com gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/).
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Periddico: a ser definido

Titulo: Congenital myasthenic syndrome: correlation between clinical
features and molecular diagnosis in a large case series

Resumo: Objectives: to present phenotype features of a large cohort of
congenital myasthenic syndromes (CMS) and correlate them with their molecular
diagnosis. Methods: suspected CMS patients were divided into three groups:
group A [limb, bulbar or axial weakness, with or without ocular impairment, and
all the following: clinical fatigability, electrophysiology compatible with
neuromuscular junction (NMJ) involvement and anticholinesterase agents
response], group B [limb, bulbar or axial weakness, with or without ocular
impairment, and at least one of additional characteristics noted in group A] and
group C [pure ocular syndrome]. Then, clinical findings were compared with
groups of confirmed, probable, and unsolved genetic diagnosis. Results:
Seventy-nine patients (68 families) were included in the cohort: 48 in group A, 23
in group B, and 8 in group C. Fifty-one were considered confirmed CMS (30
CHRNE, 5 RAPSN, 4 COL13A1, 3DOK7,3 COLQ, 2 GFPT1, 1 CHAT, 1 SCN4A,
1 GMPPB, 1 CHRNAL), seven probable CMS, five non-CMS, and 16 unsolved.
The chance of a confirmed molecular diagnosis of CMS was significantly higher
for group A and lower for group C. Several clinical findings were found to
enhance the specificity for CMS, notably limb, masticatory, and facial weakness,
muscle alteration on biopsy, and electrophysiological NMJ alteration. Muscle
imaging showed preferential involvement of soleus. Besides, ocular movement
impairment sparing down gaze was a frequent feature of CMS. Conclusions:
Stricter clinical criteria increase the chance to confirm CMS diagnosis genetically
and pure ocular syndrome appears not to be a usual CMS phenotype.



