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Resumo

Camelo CG. Estudo clinico e molecular de pacientes com distrofia muscular
relacionada ao gene LAMA2 [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2022.

Introdugao: A distrofia muscular por deficiéncia de merosina (DM-LAMAZ2) é
uma doenga genética de heranga autossémica recessiva causada por mutagdes
no gene LAMAZ2. Pode apresentar-se de forma variavel que vai desde uma forma
congénita grave até uma forma mais leve de inicio tardio. Os pacientes
apresentam, além da fraqueza muscular, alteracbes osteoesqueléticas e
disturbio ventilatério. A maior parte dos pacientes nao adquire a capacidade de
andar. Os pacientes também apresentam manifestacdes no SNC caracterizadas
por alteracdo na substancia branca cerebral e, mais raramente, malformacoes
corticais na RNM, déficit cognitivo e epilepsia. As alteragdes genéticas que levam
as formas mais graves ou mais leves da doencga, assim como presenga ou
auséncia de manifestagbes do SNC ainda n&o estdo completamente
estabelecidas. Também faltam estudos relevantes de histéria natural que
permitam compreender aspectos essenciais da evolugdo da doenga. Objetivo:
Avaliar os aspectos clinicos, moleculares e manifestacdées do SNC de pacientes
com DM-LAMAZ2. Métodos: Foram incluidos pacientes com diagnostico genético
ou histologico de DM-LAMAZ2. Os pacientes foram avaliados segundo protocolo
clinico/neurolégico geral, além de escalas motoras, avaliagdo respiratoria,
goniometria, RNM de encéfalo e biopsia muscular. O gene LAMAZ2 foi avaliado
através de sequenciamento de nova geragédo. Resultados: Foram incluidos 63
pacientes com DM-LAMA2 que se distribuiram em dois grupos distintos. O
primeiro composto de 52 pacientes (82.5%) que nunca adquiriram a marcha e o
segundo, de 11 (17.5%) pacientes que foram capazes de andar. Cinquenta e
dois pacientes realizaram RNM de encéfalo, e em todos havia algum grau de
alteragdo da substancia branca cerebral; 10 (19.2%) apresentaram
malformacgdes corticais cerebrais. Dentre os 52 pacientes que realizaram RNM
cerebral, dez (19,2%) tinham epilepsia e oito (15,4%) deficiéncia intelectual.
Todos os pacientes com malformagao cortical e epilepsia pertenciam ao grupo
de pacientes ndo deambulantes. Entre os pacientes com malformacgdes corticais
nao foram observadas mutagbes com variantes missense. Malformacdes
corticais foram mais frequentes entre pacientes com variantes que afetam o
dominio LG (regido que se liga a a-distroglicana e integrinas) (p=0,016). Os
pacientes ndo deambulantes apresentaram queda progressiva da fungao
respiratoria de 1,85%/ano (p=0.006) enquanto os que adquiriram a capacidade
para marcha tiveram queda de 0,98%/ano (p=0.028). O dominio D2 da escala
motora MFM foi o mais sensivel para medir a progressao da doenga entre nao



deambulantes, com piora de 4.2% da fungdo motora/ano. A goniometria também
mostrou uma piora progressiva do grau das retragdes de joelhos e cotovelos ao
longo do tempo. Dentre as mutagdes, foram identificadas 45 variantes diferentes,
das quais 21 nunca foram previamente publicadas. Quatorze pacientes (22.6%)
apresentaram uma variante nova fora de fase (c.1255del; p. lle419Leufs*4) que
parece ser um efeito fundador brasileiro. Pudemos observar uma relagao entre
a presencga de ao menos uma variante ndo nula e a capacidade de se adquirir a
marcha (p<0.0001). Conclusao: A DM-LAMAZ2 é uma doenga de amplo espectro
de gravidade com alteragdes que vao além do musculo esquelético. Existe uma
relacdo entre a gravidade motora e o acometimento do SNC e existe uma relagcao
entre 0 genotipo, forca muscular e presenga de malformagéao cortical. Esse
estudo trouxe dados robustos e reprodutiveis que vao auxiliar na assisténcia e
na antecipag¢ao dos cuidados ao paciente, contribuindo para o planejamento de
estudos clinicos de tratamento.

Descritores: Distrofia muscular, Merosina, Sistema nervoso central, Gendtipo,
Fendtipo, Epilepsia, Deficiéncia intelectual, Historia natural da doenga



Abstract

Camel C.G. Clinical and molecular study of patients with LAMAZ2-related muscular
dystrophy. [thesis]. S&o Paulo: Faculty of Medicine, University of Sdo Paulo;
2022.

Introduction: LAMAZ related muscular dystrophy (LAMA2-RD) is an autosomal
recessive genetic disease caused by mutations in the LAMAZ2 gene. It can
present itself in a variable form, ranging from a severe congenital form to a milder
form of late onset. Patients present, in addition to muscle weakness, joint
contractures, scoliosis, and respiratory insufficiency. Most patients do not acquire
the ability to walk. Patients also have CNS manifestations characterized by
changes in the cerebral white matter on imaging tests and, more rarely, cortical
malformations on MRI, cognitive impairment, and epilepsy. The genetic
alterations that lead to more severe or milder forms of the disease, as well as the
presence or absence of CNS manifestations, are not yet fully established. There
is also a lack of relevant natural history studies that allow us to understand
essential aspects of the disease evolution. Objective: The aim of this study was
to evaluate the clinical, molecular and CNS manifestations of patients with
LAMA2-RD. Methods: Patients with genetic or histological diagnosis of LAMA2-
RD, under regular medical follow-up, were included. The patients were evaluated
according to a general clinical/neurological protocol, in addition to motor scales,
respiratory assessment, goniometry, brain MRI and muscle biopsy. The LAMA2
gene was evaluated through next generation sequencing. Results: 63 patients
with LAMA2-RD were included, distributed into two distinct groups. The first
comprised 52 patients (82.5%) who never acquired the gait and the second, 11
(17.5%) patients who were able to walk. Fifty-two patients underwent brain MR,
and all of them had some degree of alteration in the cerebral white matter; and
10 (19.2%) had cerebral cortical malformations. Among the 52 patients who
underwent brain MRI, ten (19.2%) had epilepsy and eight (15.4%) intellectual
disabilities. All patients with cortical malformation and epilepsy belonged to the
non-ambulatory group. Among patients with cortical malformations, mutations
with missense variants were not observed. Cortical malformations were more
frequent among patients with variants that affect the LG domain (region that binds
a-dystroglycan and integrins) (p=0.016). Non-ambulatory patients had a
progressive decrease in forced vital capacity of 1.85%/year (p=0.006) while those
who acquired the ability to walk had a decrease of 0.98%/year (p=0.028). The D2
domain of the MFM motor scale showed a statistically significant reduction of
4.2% in motor function per year among non-ambulatory patients. The goniometry
measurement showed a progressive worsening of the degree of knee and elbow
retractions over time. Among the mutations, 45 different variants were identified,
of which 21 were never previously published. Fourteen patients (22.6%) had a
novel out-of-phase variant (c.1255del; p. lle419Leufs*4) that appears to be a



Brazilian founder effect. We could observe a relationship between the presence
of at least one non-null variant and the ability to acquire gait (p<0.0001).
Conclusion: DM-LAMAZ2 is a disease with a broad spectrum of severity with
symptoms that go beyond skeletal muscle. There is a relationship between motor
severity and CNS involvement and there is a relationship between genotype,
muscle strength and the presence of cortical malformation. This study brought
robust and reproducible data that will help patients assistance and contribute to
the planning of clinical trials.

Descriptors: Muscular dystrophy, Merosin, Central nervous system, Genotype,
Phenotype, Epilepsy, Intellectual disability, Natural history of the disease
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1- Introducgao

1.1 Distrofia muscular congénita: conceito e classificagao

As distrofias musculares congénitas (DMCs) s&o clinicamente e
geneticamente um grupo heterogéneo de miopatias. Clinicamente, manifestam-
se ao nascimento ou no primeiro ano de vida e sdo caracterizadas por hipotonia
e fraqueza muscular, retardo do desenvolvimento motor, atrofia muscular e, ao
longo do tempo, contraturas musculares e deformidades esqueléticas.
Histopatologicamente, obedecem a um padrao distrofico inespecifico comum a
todas as formas de distrofia muscular. (Tome, Evangelista et al. 1994), Reed
(2009). A maioria das DMCs mostra padrdo de heranga autossémica recessiva,
porém ha subtipos com heranga autossémica dominante. A doenca tem uma
incidéncia de 1:25000 a 1:40000 e prevaléncia de 0,7:100000 a 2,5:100000
(Bonnemann, Wang et al. 2014). Alguns subtipos mostram nitida influéncia

regional (Toda, Kobayashi et al. 2000).

1.2 Base etiopatogénica

As formas mais frequentes de DMC decorrem de alteracdes funcionais do
complexo distrofina-glicoproteinas associadas do sarcolema e da matriz
extracelular: DMC por deficiéncia de laminina a-2, também chamada de DMC
por deficiéncia de merosina, as DMCs tipo Ullrich e Bethlem, por deficiéncia das
diferentes subunidades do colageno VI, e as DMCs caracterizadas como

alfadistroglicanopatias, causadas por  deficiéncia de diferentes
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glicosiltransferases que adicionam agucares a alfa-distroglicana (a-DG) (Figura
1). O déficit de qualquer uma destas proteinas altera a estabilidade mecénica da
membrana da fibra muscular (sarcolema) que é determinada por uma cadeia de
ligacdes que vao desde a unidade contratil da fibra muscular até a lamina basal
e matriz extracelular. O primeiro elo desta cadeia € a distrofina, proxima ao lado
interno do sarcolema, que através de um terminal se liga a F-actina e através do
outro a B-distroglicana (DG) que € uma proteina transmembrana. Esta, por sua
vez, liga-se a a -DG que se encontra justaposta ao lado externo do sarcolema e
que, para proceder as suas ligagdes com os componentes da matriz extracelular,
precisa ser glicosilada, ou seja, receber acucares, o que ocorre através da agéo
de enzimas denominadas glicosiltransferases. Depois de glicosilada, a a-DG
liga-se com diferentes proteinas da matriz extracelular, das quais a mais
abundante € a laminina a-2, que por sua vez estabelece ligagdes indiretas com
a rede de miofibrilas formada pelas trés unidades do colageno VI. A laminina o-
2 também se ancora a membrana da fibra muscular através da ligagdo com a
integrina a7-B1 que € uma proteina transmembrana. A alteragdo da estabilidade
mecéanica da fibra muscular, através de uma série de mecanismos
fisiopatogénicos complexos que se iniciam com influxo de ions de Ca*™, leva a
degeneragao da fibra muscular (Ervasti and Sonnemann 2008, Gumerson and

Michele 2011, Carmignac and Durbeej 2012).

Entretanto, ha outros subtipos de DMC que decorrem de mecanismos
fisiopatogénicos diferentes, tais como alteracbes de proteinas da membrana
nuclear (DMCpor deficiéncia de lamina A/C e deficiéncia de nesprina), de
proteinas integrantes do complexo da unidade contratil (DMC por deficiéncia de

telotonina), de enzimas citoplasmaticas (DMC tipo espinha rigida por deficiéncia
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da selenoproteina) e DMC com alteragdes mitocondriais (Bonnemann, Wang et
al. 2014). Os avangos continuos da genética molecular vém evidenciando
interrelacdes entre a DMC e outras formas de miopatias, tais como miopatias
congénitas e distrofias de cinturas de inicio precoce. Com excegdo da DMC com
déficit de merosina, de algumas alfa-DGs e das DMCs por deficiéncia de

colageno, os demais subtipos sao bastante raros (Graziano, Bianco et al. 2015).

Figura 1 - Complexo protéico distrofina-glicoproteinas associadas ao

sarcolema e a matriz extracelular
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1.3 Caracteristicas fenotipicas da distrofia muscular por mutagao no

LAMA2 (DM-LAMA2)

As manifestacgdes clinicas da DM-LAMAZ2 variam desde a forma congénita
grave até a forma adulta de distrofia muscular de cinturas dos membros.
Individuos afetados s&o frequentemente categorizados clinicamente de acordo
com a capacidade ou ndo de deambular. Criancas com deficiéncia completa de
laminina-a2 na analise imuno-histoquimica da biopsia muscular tipicamente tém
fraqueza ao nascimento ou nos seis primeiros meses de vida e ndo atingem o
marco motor de andar sem apoio (Reed 2009). Por outro lado, os pacientes com
deficiéncia parcial de laminina-a2 podem ter uma apresentagdo mais leve com
inicio mais tardio da doencga e adquirir a deambulagdo (Bonnemann, Wang et al.
2014). Tanto os pacientes com inicio precoce, quanto aqueles de apresentagéo
mais tardia mostram niveis altos de creatinofosfoquinase (CPK). No entanto, com
a evolucao da doenca, a perda de massa muscular acarreta redugao dos niveis

de CPK ao longo do tempo (Sarkozy, Foley et al. 2020).

Pacientes com a forma mais grave apresentam hipotonia desde o
nascimento, baixa movimentagdo espontanea e choro fraco. Baixo ganho de
peso, alteragdes gastrointestinais e infecgdes pulmonares de repeticdo com
necessidade de hospitalizagdo podem acompanhar esse quadro clinico (Jones,
Morgan et al. 2001, Gilhuis, ten Donkelaar et al. 2002). Observa-se
precocemente fraqueza facial e, com a progressdo da doenga, nota-se
contraturas na articulagdo temporomandibular e, mais raramente, alteracdes da

movimentagao extraocular (Oliveira, Parente Freixo et al. 1993).
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O envolvimento respiratério nos pacientes com DM-LAMAZ2 ocorre por
alteragao progressiva da musculatura respiratoria levando a disturbio ventilatorio
restritivo (Oliveira, Gruber et al. 2018). Ja na infancia o térax se torna rigido e a
complacéncia pulmonar se reduz, contribuindo para hipoventilagcdo pulmonar,
atelectasias, formacao de rolhas de secrecao e obstrugdo brénquica. Essas
alteracdes se manifestam como baixa capacidade vital forcada na espirometria.
A baixa capacidade de higiene bronquica pela tosse ineficaz predispde a
infecgdes pulmonares de repeticdo. A necessidade de suporte ventilatério
aparentemente ocorre ja na primeira década de vida (Geranmayeh, Clement et
al. 2010). Os pacientes com fen6tipo mais grave necessitam precocemente de
suporte ventilatério ndo invasivo noturno podendo evoluir, no decorrer da
doenca, com necessidade de suporte ventilatério diurno (Wallgren-Pettersson,
Bushby et al. 2004). Embora a maioria das criangas com a forma congénita ndo
apresente sinais tipicos de hipercapnia como cefaleia matinal, desatencao ou
sonoléncia diurna, outros sinais mais sutis como infecgdes respiratdrias de
repeticdo, dificuldade de ganho de peso e cansago ao se alimentar podem ser
observados (Philpot, Bagnall et al. 1999, Reed 2009). Philpot et al [1990]
reportaram pacientes com peso abaixo do percentil 3 e disturbios alimentares do
tipo disfagia, dificuldade na mastigacdo e tempo de alimentagdo prolongado
(Philpot, Bagnall et al. 1999). Retragbes osteotendineas ocorrem precocemente
nas grandes articulagdes tais como ombros, quadris, joelhos e, mais
tardiamente, articulacdo temporomandibular, coluna e pescoco. As contraturas
frequentemente resultam em alta morbidade e interferem com a funcionalidade

do paciente (Jain, Meilleur et al. 2019).
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Desde a identificagado do gene LAMAZ e da proteina merosina em meados
da década de 90, embora a grande maioria dos pacientes fosse nao
deambulante, ja se reconhecia uma pequena propor¢cao de pacientes com
deficiéncia parcial de merosina na bidpsia muscular que adquiria a marcha e
manifestava fraqueza de predominio proximal mais leve e de inicio mais tardio,
pseudohipertrofia muscular e espinha rigida semelhante ao que se observa em
pacientes com alguns subtipos de distrofia de cinturas dos membros (Lagkken,
Born et al. 2015). Podem evoluir também com disturbio ventilatério restritivo
grave (Geranmayeh, Clement et al. 2010). Arritmia cardiaca ou cardiomiopatia
dilatada s&o muito raras, porém ja foram descritas (Carboni, Marrosu et al. 2011,
Nelson, Stojkovic et al. 2015). A alterag&o da substancia branca cerebral também
era referida nestes pacientes. Assim como na forma congénita, nivel de CPK
alto, alteragdes distroficas na bidpsia muscular e, frequentemente, sinais de
neuropatia desmielinizante na eletroneuromiografia (Quijano-Roy, Renault et al.

2004) podiam ocorrer.

1.4 Epidemiologia

A prevaléncia exata da DM-LAMAZ2 é desconhecida. A prevaléncia geral
das distrofias musculares congénitas & estimada em 2,5/100.000 (Darin and
Tulinius 2000), existindo prevaléncia regional variavel: por exemplo, a DM-
LAMAZ é responsavel cerca de 30% dos casos de distrofia muscular congénita
nos paises europeus, porém por apenas 6% dos casos do Japao (Toda,

Kobayashi et al. 2000, Allamand and Guicheney 2002). Ja a frequéncia de
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pacientes com mutagdes no gene LAMAZ entre os fendétipos de distrofia muscular

de cinturas € mais raro, em torno de 2% (Messina, Bruno et al. 2010).

1.5 Biépsia muscular

No passado, em que a analise molecular ndo estava disponivel, em
pacientes com o feno6tipo classico de DM-LAMAZ2, o diagnostico definitivo era
feito por bidpsia muscular ou, mais raramente por bidpsia de pele, visto que a
pele normal também expressa laminina-a2 na membrana basal na jungédo da
derme com a epiderme. Na avaliagdo histopatoldgica, observa-se fibrose endo e
perimisial, variacdo no tamanho das fibras musculares, necrose e adipose. Além
disso, ocorre uma relagéo entre a gravidade clinica e a marcagao da laminina-a2

na analise imuno-histoquimica.

1.6 Alteragoes do sistema nervoso central e periférico

Tanto na forma congénita como na forma tardia a cogni¢do € normal na
maioria dos pacientes, ndo havendo relagdo com as alteragdes na ressonancia
magnética cerebral (Leite, Lucato et al. 2005, Messina, Bruno et al. 2010). No
entanto, uma pequena proporc¢ao de individuos manifesta deficiéncia intelectual
e epilepsia, associadas ou ndo a alteragbes corticais como, por exemplo,
paquigiria occipital (Natera-de Benito, Muchart et al. 2020). Epilepsia,
manifestada por crises focais perceptivas e nao perceptivas com ou sem
evolugdo para crise tonico-clonica bilateral, pode acometer de 8 a 20% dos

pacientes (Salvati, Bonaventura et al. 2021). Pacientes com displasia cortical sdo
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mais suscetiveis a apresentar deficiéncia intelectual e desenvolver crises

convulsivas refratarias (Natera-de Benito, Muchart et al. 2020).

Neuropatia sensitivo-motora progressiva com sinais de desmielinizagéao
pode ser detectada na infancia (Quijano-Roy, Renault et al. 2004). As
anormalidades em geral sdo leves e sem significado clinico. No registro a
eletroneuromiografico é possivel notar-se potenciais miopaticos mesmo quando
0 exame é realizado ainda no primeiro ano de vida (Di Muzio, De Angelis et al.

2003).

1.7 Fisiopatologia
1.7.1 Sistema Nervoso Central

Distrofia muscular por mutagdo no gene LAMAZ2 determina na ressonancia
magnética de encéfalo um hipersinal na substéncia branca, observavel nas
sequéncias T2 e FLAIR. N&o se trata de uma leucodistrofia. Apesar da
fisiopatologia dessa anormalidade n&o ser completamente elucidada, estudos
com espectroscopia e alteragao de difusido identificaram aumento da quantidade
de agua na substancia branca (Leite, Lucato et al. 2005, Mohassel, Foley et al.
2018), com possivel edema, além de baixa quantidade de N-acetilaspartato, N-
acetilas par-glutamato, creatina e dosdocreatina, achados que sugerem uma
astrocitose relativa. Esses achados possivelmente decorrem de um aumento da
passagem de agua para a substancia branca devido a alteragdo na barreira
hemato-encefalica, secundaria a auséncia de laminina alfa2 na lamina basal dos

vasos sanguineos cerebrais (Leite, Lucato et al. 2005, Mohassel, Foley et al.
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2018). Em autdpsias, a substancia branca € palida e espongiforme e observa-se

astrocitose e desmielinizagao (Taratuto, Lubieniecki et al. 1999).

1.7.2 Musculo e matriz extracelular

O gene LAMAZ esta presente no cromossomo 6 e codifica a proteina
laminina a2, principal componente da proteina heterotrimérica laminina-211, ou

merosina (Helbling-Leclerc, Zhang et al. 1995).

A laminina-a2 € essencial para a estrutura da membrana basal,
conectando-se a outras proteinas que se ligam ao aparato contratil e a
receptores de superficie (Reinhard, Lin et al. 2017). A laminina-a2 é formada por
um dominio LN, um dominio central LCC e um dominio LG. O dominio LN &
responsavel pela polimerizagao das trés partes da Laminina 211 (alfa2, gama1,
beta1), o dominio LCC por unir de forma circular as trés cadeias e o dominio LG
por interagir na superficie celular com a alfa-DG e com a integrina (Yurchenco,
McKee et al. 2018). Embora a Laminina211 também esteja ancorada as
sarcoglicanas, é a alfa-DG e a integrina que fornecem estabilidade a membrana

basal (Ervasti and Sonnemann 2008, Yurchenco, McKee et al. 2018).

Apesar da laminina-a2 ser sabidamente essencial para o funcionamento do
musculo esquelético, ela também é expressa em varios outros tecidos, como
neurdnio excitatorios, oligodendrocitos, microglia, cardiomiocitos e fibroblastos,
onde sua fungdo ainda ndo teve uma descrigdo aprofundada. Embora seja
expressa em varios tecidos, sdo conhecidas apenas quatro isoformas, sendo as

trés principais extremamente semelhantes entre si (Sewry, D'Alessandro et al.
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1997, Uhlen, Fagerberg et al. 2015, Yurchenco, McKee et al. 2018, Yurchenco

and McKee 2019) . (Figura 2)
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Figura 2: (A) Representagao grafica da proteina Laminina-211 (Fonte: Yurtchenko 2019), em vermelho esta a porgéo alpha-2, em
verde a beta-1 e em azul a gama-1. Os dominios estéo representados por LN, LCC e LG. (B) Diferentes tecidos em que a laminina-
02 se expressa (Fonte: The Human Protein Atlas), (C) Os quatro transcritos conhecidos do gene LAMA2, sendo trés muito

semelhantes entre si (Fonte: Ensembil)
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1.8 Correlagao Genétipo-Fendtipo

A determinagédo da correlagdo gendtipo-fenétipo na DM-LAMAZ2 ainda é
uma area de conhecimento em expansao. Em casos tipicos de distrofia muscular
congénita ha, usualmente, deficiéncia total de laminina-02, o que esta
geralmente relacionado a mutagdes com perda de fungdo em ambos os alelos
(Oliveira, Santos et al. 2008, Geranmayeh, Clement et al. 2010, Xiong, Tan et al.
2015, Tan, Ge et al. 2021). A perda de fung&o da proteina geralmente ocorre
devido a mutacdes do tipo nulas — variantes que levam a stop cédon prematuro,
alteragdes fora de fase (frameshift) e algumas variantes que interferem no sitio
de splicing. As variantes nulas resultam em uma proteina pequena, instavel e
disfuncional e contribuem para um sarcolema instavel e, portanto, um musculo
distrofico. Acredita-se que mutagdées no dominio LN, que interfere na
polimerizagdo da Laminina-211, ou mutagées no dominio LG que levam a
interferéncias na interagdo da Laminina-211 com a alfa-DG e com a integrina
sejam responsaveis por quadros mais graves (Oliveira, Santos et al. 2008,
Geranmayeh, Clement et al. 2010, Xiong, Tan et al. 2015, Tan, Ge et al. 2021) .
Mutagdes no dominio LN estdo localizadas nos éxons 1-30, ao passo que
mutagdes no dominio LG estao localizadas nos éxons 46-64 (Oliveira, Santos et
al. 2008, Geranmayeh, Clement et al. 2010, Xiong, Tan et al. 2015, Oliveira,

Gruber et al. 2018, Tan, Ge et al. 2021).

A combinagdo genética mais frequentemente encontrada em pacientes
com DM-LAMAZ2 é mutagao nula em um alelo, associada a uma segunda variante
diferente no outro, ou seja, em heterozigose composta (Oliveira, Gruber et al.

2018).
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Variantes nulas bialélicas tipicamente resultam em deficiéncia completa de
laminina-a2 e um fenotipo de apresentagao grave, que € a forma mais comum
da doenca. Por outro lado, a associagdo de uma variante nula a uma variante
missense ou in frame € a tipica causa de deficiéncia parcial de laminina-a2

(Mohassel, Foley et al. 2018).

Variantes do tipo grandes delegbes e duplicagdes também ja foram
referidas. Apesar do aperfeicoamento do sequenciamento de nova geracgéo
(NGS) para identificar esse tipo de variante, em algumas situa¢des ainda ha
necessidade de se langar mao das técnicas de MLPA (multiplex ligation-
dependent probe amplification) ou do Array. Assim, a procura por uma variante
no gene LAMAZ2 deve ser expandida nos casos de apresentagdo clinica tipica
em que o NGS encontra apenas uma variante em heterozigose, ou n&o encontra

nenhuma variante (Oliveira, Goncalves et al. 2014, Ge, Liu et al. 2018).
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2. Justificativa do Estudo

Este estudo se justifica pelo fato de ndo haver nenhum estudo no Brasil
que identifique o perfil clinico e genético dos pacientes com DM-LAMAZ2 e se

esses se comportam diferentemente de populagdes de outros paises ou regides.

Também ndo ha estudos com N suficiente que mostrem o acometimento
de outros sistemas além do musculoesquelético nos pacientes com DM-LAMAZ2,

nem tampouco a correlagado desse acometimento com o fenétipo e o gendtipo.

Ainda, a literatura médica é escassa em estudos de histdria natural dos
pacientes com DM-LAMAZ2, o que representa um obstaculo para a assisténcia

adequada aos pacientes e para a criacao de trials de tratamento.
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3. Objetivos

3.1 Geral

Conduzir estudo clinico, molecular e de imagem de SNC em pacientes com

DM-LAMAZ2.

3.2 Especificos

Analisar o gene LAMAZ2 nos pacientes com diagnostico clinico e ou histologico

de DM-LAMAZ2 para determinar os tipos de variantes na nossa populacao;

Descrever o fenoétipo clinico dos pacientes com mutagdes no gene LAMAZ e

tracar um perfil de historia natural dos pacientes com a doenga no nosso meio;
Caracterizar os achados de RNM do SNC dos pacientes com DM-LAMAZ2

Correlacionar os tipos de variantes com aspectos clinicos mais relevantes, tais
como forga muscular, capacidade motora maxima, presenca de epilepsia e de

deficiéncia intelectual e de ocorréncia de malformagdes corticais.
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4. Métodos

Trata-se de estudo longitudinal retrospectivo e prospectivo, observacional,
nao-intervencionista de pacientes com diagnostico de DM-LAMAZ2, realizado no
Ambulatério de Doengas Neuromusculares da Infancia do Servigo de Neurologia
Infantil da Divisdo de Clinica Neurolégica do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da USP (HC-FMUSP) entre margo de 2018 e julho de 2022. Os
pacientes participantes e seus familiares leram, compreenderam e assinaram de
forma voluntaria o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo
A). O projeto foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica do HC-FMUSP

(CAAE: 87782318.2.0000.0068) (Anexo B).

4.1 Critérios de inclusao
1- Diagnéstico molecular e/ou histologico de DM-LAMAZ;

2- Diagnéstico clinico de DM-LAMAZ2 e consentimento do paciente/familiar para

coleta de DNA para teste genético confirmatorio;

3- Seguimento regular no ambulatério de doengas neuromusculares do Hospital

das Clinicas (HC-FMUSP)

4.2 Critérios de exclusao

1- Diagnostico histopatoldgico e/ou molecular para outros tipos de miopatias;
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2- Pacientes em que o teste genético ndo encontrou nenhuma variante para
o gene LAMA2

3- Nao assentimento de TCLE.

4.3 Quadro clinico

Os pacientes foram avaliados segundo protocolo clinico/neurolégico que
inclui historia clinica (gestacional, neonatal, desenvolvimento e evolugdo),
histéria familiar, exame fisico e exame neurolégico. Foram aplicadas as
seguintes escalas para avaliar forgca e fungdo motora: Medical Research Council
(MRC), Medida de Funcao Motora (MFM) e Revised Upper Limp Module (RULM).
A avaliagao respiratoria foi feita através de espirometria. Foi usada goniometria
para detectar a presencga de deformidades ortopédicas e foi usado a medida do

angulo de Cobb para avaliar progresséo da escoliose.

4.3.1 Escalas motoras

Escalas motoras foram usadas para avaliagao da for¢a e fungdo motora, de
forma estruturada e como medida de progressao e do curso da historia natural
da doenga. A escala MFM32 (Motor Function Measure 32) foi utilizada em
pacientes com idade igual ou maior a dois anos de idade. Essa escala avalia
funcado motora axial, proximal e distal, ja tendo sido validada para individuos com
distrofia muscular congénita (Vuillerot, Rippert et al. 2014, Meilleur, Jain et al.
2015). A escala inclui trés dimensbes: (1) De pé e transferéncias (13 itens); (2)
Func&o motora proximal e axial (12 itens) e (3) Func&o motora distal (7 itens).

Cada item foi avaliado duas vezes e o melhor desempenho apresentado foi
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pontuado de 0 a 3, onde 0 significa que o paciente ndo realizou aquela atividade
motora (Anexo C). Essa escala foi inicialmente aplicada em pacientes maiores
de cinco anos de idade, mas foi, posteriormente, considerada confiavel e
reaplicavel também em criangas entre 2-5 anos de idade com distrofia muscular

congénita (Trundell, Le Scouiller et al. 2020).

Uma vez que a maior parte dos pacientes € nao deambulante, foi usada
uma escala de medida de forgca e funcionalidade de membros superiores, a
escala RULM (Revised Upper Limb Module) que é uma medida padronizada para
avaliacao da funcéao e forga das maos, punhos, cotovelos e ombros. A pontuagao
varia de 0 a 37, com pontuagdes mais altas indicando melhor fungao (Mazzone,

Mayhew et al. 2017) (Anexo D).

Foi usada goniometria para analisar o alcance de movimentos das
articulagbes dos ombros, cotovelos, punhos, quadris, joelhos e tornozelos.
Extensdo completa pontua 0 (zero) grau. Se o paciente ndo consegue alcancgar
a extensao completa, a medida é subtraida da posi¢céo de 0 grau, resultando em
um valor negativo. Devido a frequente simetria das retragées musculares, foi feita
uma média entre as medidas dos lados esquerdo e direito e esse valor foi usado

para analise dos dados.

As escalas foram realizadas por fisioterapeuta experiente em doengas
neuromusculares (Dra. Mariana Cunha Artilheiro) que utilizou o0 mesmo material

padronizado para todos os pacientes.
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4.3.2 Avaliacao respiratoéria

Todos os pacientes capazes de colaborar e de compreender as orientagoes
do exame foram submetidos ao teste de fungéo pulmonar (TFP), de acordo com
as normas previstas pelo Consenso Europeu de Espirometria (Roca, Burgos et
al. 1998). Todos foram avaliados pelo mesmo fisioterapeuta (Dra. Mariana
Cunha Artilheiro) que possui treinamento especializado para a realizagdo da

técnica.

A espirometria mensura o volume de ar inspirado e expirado, além dos
fluxos respiratorios durante as manobras expiratérias forgcadas. Através dela foi
mensurada a capacidade vital forgcada (CVF), que avalia a capacidade pulmonar,
sendo definida pelo volume de ar expirado durante a manobra expiratoria forgcada
desde a capacidade pulmonar total (CPT) até o volume residual pulmonar. Para
obtencdo da CVF, o paciente foi instruido a realizar a inspiragao até a CPT e, na
sequéncia, expirar 0 mais rapido e o mais intenso possivel em um bucal
descartavel, fazendo uso de clip nasal descartavel para concentrar a saida do
fluxo pela cavidade oral. O espirbmetro utilizado, Microquark COSMED®, foi
conectado a um computador com licenga do software OMNIA® para obtencao
dos dados e resultados do exame. Para aceitagao do exame, de acordo com os
critérios de reprodutibilidade e qualidade, foram obtidas pelo menos duas
manobras aceitaveis (em até 5 tentativas) com os dois maiores valores de CVF

e diferindo menos do que 0,15 L entre elas.

Disturbio ventilatério restritivo foi caracterizado apods constatacdo de

valores de CVF menores que 80% do predito (Gartman 2018).
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4.3.3 Avaliagcao da cognicao e epilepsia

A deficiéncia intelectual foi avaliada por meio do mini-exame do estado
mental e da Escala de Avaliagdo Cognitiva de Montreal (MOCA). Valores abaixo
de 27 entre 35 pontos na mini avaliagdo mental sugeriram deficiéncia intelectual
(Jain and Passi 2005), e valores abaixo de 26 entre 30 pontos na escala MOCA
foram considerados anormais (Pike, Poulsen et al. 2017). O paciente foi
considerado com deficiéncia intelectual quando ambas as escalas pontuavam de
forma alterada. A definicdo e classificagao de epilepsia seguiram os critérios da

International League Against Epilepsy (Specchio, Wirrell et al. 2022)

4.4 Exames subsidiarios

Foram registrados os resultados de exames complementares realizados
rotineiramente, tais como: nivel sérico de CPK, funcdo cardiaca
(eletrocardiograma e ecocardiograma) e eletroencefalograma, quando havia
suspeita ou diagndstico de epilepsia. Os resultados do exame de
eletroneuromiografia foram incluidos no registro dos pacientes que tinham sido

submetidos ao exame.

4.4.1 RNM de encéfalo

A RNM de encéfalo foi realizada em maquinas de 1,5 ou 3,0 Tesla durante
a investigagao clinica. As imagens tridimensionais ponderadas em T1, em
difusdo, T2 gradiente-eco, T2-WI e FLAIR foram realizadas. As imagens foram

avaliadas em conjunto por trés neuroradiologistas experientes (Dra. Suelly
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Ferracioli, Dr. Leandro Lucato, Dr. Anténio José Rocha), juntamente com a

autora do trabalho.

A alteragdo da substancia branca foi classificada em leve, moderada ou
severa. Leve quando o acometimento era exclusivamente periventricular;
moderada quando o acometimento era periventricular, com acometimento
parcial da substancia branca central; severa, quando havia acometimento da
substancia branca periventricular, da substancia branca central, com ou sem

alteracao da substancia branca subcortical.

As malformagdes corticais foram classificadas de acordo com o tipo e a

localizagéo.

4.5 Analise histolégica

Os pacientes que tinham sido submetidos a biopsia muscular em nossa
Instituicdo antes do inicio do estudo, dispunham de fragmentos musculares
estocados a 80°C no Laboratorio de Investigagdo Médica (LIM) 15 da Divisao de
Clinica Neurologica do HC-FMUSP. Os achados histologicos foram
apresentados analisando-se as laminas ja processadas através das reagdes de
rotina hematoxicilina-eosina (HE), tricromio de Gomori, Acido Periédico de Schiff
(PAS) e histoquimicas (NADH, SDH, e ATPase em diferentes pHs). Os critérios
histologicos fundamentais avaliados foram: variabilidade no tamanho das fibras,
infiltragdo  conjuntivo-gordurosa endomisial e perimisial, aumento da
centralizagdo nuclear, presenga de necrose com macrofagia, presenca de fibras
em regeneracgao, reagao inflamatéria endomisial ou perivascular, alteragées da

arquitetura interna das fibras (aspecto em mordida de traga, turbilhonamento,
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“minicores”), predominancia de tipo de fibra, formag&o de agrupamento de fibras
e fibras positivas as fosfatases acida e alcalina. A alterac&o na analise histolégica
foi graduada da seguinte forma: O (sem alteragao), + (leves), ++ (moderadas) e
+++ (graves). As avaliagdes histologicas foram revisadas por médico experiente
na analise histoldgica do tecido muscular (Dr. Edmar Zanoteli) juntamente com

a autora do estudo.

A analise da biopsia muscular no Laboratério de Investigagdo em Medicina
(LIM 15) da FMUSP, inclui estudo imuno-histoquimico para as proteinas
distrofina, merosina, caveolina-3, disferlina, sarcoglicanas e colageno VI, com o
objetivo de identificar dentre os casos com alteragbes distroficas na biopsia
muscular aqueles com diagndstico de distrofinopatias, distrofias de cinturas e
deficiéncia de merosina. Fragmentos musculares estocados séo utilizados para
estudo imuno-histoquimico. Na técnica de imunofluorescéncia indireta,
fragmentos musculares n&o fixados s&o mantidos por 10 minutos em ar ambiente
e em seguida s&o bloqueados com tampao de bloqueio (2% BSA em PBS, soro
normal e 0.2% triton-X 100) por 30 min em temperatura ambiente. Os fragmentos
sdo entdo incubados com anticorpo primario (NCL-MEROSIN monoclonal,
espécie mouse; marca: Leica, cédigo: MEROSIN-CE), diluido em tampé&o de
bloqueio por 1-3 horas em temperatura ambiente. As laminas sdo lavadas com
PBS por 3 vezes (10 minutos cada), e bloqueados novamente com tamp&o de
bloqueio por 20 minutos. Em seguida, os fragmentos sdo incubados com
anticorpo secundario por uma hora em temperatura ambiente, lavados com PBS
por 4 vezes (10 minutos cada), e montados com Vectashield (Vector

Laboratories, Burlingame, CA). As laminas s&o examinadas em microscopio de



Métodos 23

fluorescéncia. Como controle interno, cortes de tecido sdo incubados apenas

com anticorpo secundario.

4.6 Teste genético

Foi coletada uma amostra de 10 ml de sangue periférico dos pacientes e
dos familiares na Divisdo de Laboratério Central do HCFMUSP, utilizando tubos
com o anticoagulante EDTA. Esse material foi enviado para o LIM45 da
Disciplina de Neurologia Translacional do Departamento de Neurologia da
FMUSP onde foi realizada a extragdo de DNA linfocitario usando protocolo
descrito por Miller et al (Miller, Dykes et al. 1988). Parte das amostras foi enviada
para o Laboratério Mendelics para o estudo molecular. Parte dos pacientes foi
admitida no ambulatorio e no estudo com o sequenciamento do gene ja realizado
e parte foi submetida a coleta de DNA através do exame de swab em programa

patrocinado pela industria farmacéutica.

Inicialmente, por meio do Nextera Rapid Capture Custom Enrichment Kit
(Mlumina), o DNA gendmico (previamente extraido) foi fragmentado, marcado e
ligado aos adaptadores em suas extremidades. Em seguida o DNA resultante foi
purificado e o produto foi amplificado por PCR com 10 ciclos. Nesse passo, as
sequéncias index 1 (i7) e o index 2 (i5), necessarias para sequenciar, foram
adicionadas, assim como os adaptadores (P5 e P7), requeridos para geragao de

cluster e sequenciamento.

A biblioteca de DNA foi purificada pelo kit Sample Purification Beads e,
posteriormente, misturada com as sondas de captura para marcagao das regides

de interesse. A primeira captura foi entdo realizada utilizando beads de
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streptavidina a fim de capturar as sondas hibridadas para a marcagao das
regides de interesse. Dois procedimentos de lavagem removeram as beads que
ndo estavam ligadas especificamente. A biblioteca enriquecida foi entdo eluida
e combinada com a primeira etapa de enriquecimento as sondas de captura para
marcacgao de regides de interesse. A streptavidina foi utilizada para segunda
captura que prendeu as sondas hibridadas para marcar as regides de interesse.
Duas lavagens removeram as ligagbes n&o especificas com as beads. A
biblioteca enriquecida foi novamente eluida e preparada para o sequenciamento.

A amostra foi entdo purificada, amplificada por PCR e purificada novamente.

As regibes especificas foram sequenciadas pelo MiSeq Desktop Sequencer
(Nlumina®) em laboratério multiusuario parceiro. A analise dos dados foi
realizada pelo software RTA. Para os processamentos adicionais dos dados, foi
utilizado o Picard data-processing pipeline. O alinhamento foi realizado pelo
software BWA, usando o genoma referéncia hg19/GRCh38. A identificacado de
variantes foi feita utilizando a ferramenta de bioinformatica GATK, e as variantes
encontradas foram comparadas com o banco de variantes Human Mutation
Database (HGMD) e com os bancos de mutagbes dos genes que causam
distrofia muscular, disponiveis na plataforma Leiden Open Variation Database
(LOVD) em www.dmd.nl. Eventuais variantes novas foram analisadas pelas
ferramentas de predicdo de patogenicidade SIFT, PolyPhen, PhastCons,

associadas aos critérios da Academia Americana de Genética.

A interpretacdo de variantes seguiu os padrdes e diretrizes para a
classificacdo de variantes de sequéncia propostos pelo American College of

Medical Genetics and Genomics (Richards, Aziz et al. 2015). Foram anotadas
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variantes usando ANNOVAR (http://annovar.openbioinformatics.org) e as
fitramos com scripts personalizados. Usamos o banco de dados Clinvar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) e Pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gob) para
identificar mutagdes previamente relatadas. Usamos o UCSC Genome Browser
(https://genome.ucsc.edu) e o Gnomad (https://gnomad.broadinstitute.org) para
determinar a frequéncia de cada mutagdo na populagdo geral. Usamos
conservacdo de espécies, conservagcdo de aminoacidos, preditores
bioinformaticos (Polyphen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)e SpliceAl
(https://spliceailookup.broadinstitute.org) para prever os efeitos missense e

splice das mutagdes de sitio.

As variantes foram classificadas de acordo com o efeito no RNA

mensageiro, posicdo da proteina e dominio do gene.

4.7 Analise estatistica

As variaveis continuas foram apresentadas como média (DP) e as
variaveis discretas e categdricas como contagens e porcentagens. Para
comparar duas populagdes (de pacientes deambulantes e ndo deambulantes) foi
usado Teste t de Welch (teste que n&o assume variancias similares unicaudal) e
os dados foram transformados em log para que a distribuicdo ficasse mais

préxima do normal.

Foi realizada analise univariada para descrever e calcular a prevaléncia das
caracteristicas dos pacientes. O teste exato de Fisher foi usado para dados de
contagem com intervalo de confianga de 95% (IC 95%) e as razdes de chances

(ORs) foram calculadas. Todos os testes foram bilaterais e consideramos um
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valor de P de 0,05 como limite para significancia estatistica. Analises estatisticas

foram feitas usando R versao 3.5.0.

Uma vez que se trata de uma doenca rara, para nao haver perda de dado,
foi feita comparagao dos dados dos pacientes de acordo com a idade, e nao
seguimento longitudinal de cada um. A analise de regressao de efeitos mistos
foi usada para avaliar a tendéncia longitudinal para flexdo do cotovelo (média do
direito e esquerdo), flexdo do joelho (média do direito e esquerdo), CVF% e
MFM32 com teste de Wald com distribuicdo t da estatistica de teste,

considerando estatisticamente significativo o p<0.05.
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5 Resultados

De margo de 2018 até julho de 2022, sessenta e cinco pacientes com DM-
LAMAZ foram identificados e convidados a participar do estudo. Dois pacientes
nao tiveram seguimento adequado e nao realizaram teste genético ou histolégico

e foram excluidos. Dessa forma, 63 pacientes foram incluidos (Figura 3).

Figura 3 - Fluxograma da selecao de pacientes para o estudo

1022 Pacientes avaliados entre 2018-
2022 no ambulatério de doengas
neuromusculares da infancia do
HCFMUSP

65 (6.3%) pacientes com suspeita clinica
de CMD-LAMA?2

|

l

63 pacientes com diagndstico
genético/histoldgico de CMD-LAMA?2

2 pacientes sem seguimento adequado,
ndo foram submetidos a teste genético

ou a biépsia muscular

Fonte: Autoria propria

5.1 Aspectos clinicos

Dos 63 pacientes com DM-LAMAZ2, 33 pacientes eram do sexo feminino
(52.4%) e 31 do sexo masculino (47.6%). Os 63 pacientes eram de 60 familias

diferentes e 8 (12.7%) eram filhos de pais consanguineos.
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Os pacientes seguidos tinham idade entre 2 e 38 anos, média de idade de

11,4 anos (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas gerais e clinicas dos pacientes com DM-LAMA2

Caracteristicas da populacao N=63

Idade (anos) na ultima visita, média 11.4 (2-38%)
Sexo feminino, n(%) 33 (52.5)
Sexo masculino, n(%) 31 (47.6)
Pais consanguineos, n(%) 8 (12.7)

N= numero, % = porcentagem

*Intervalo

5.1.1 Sintomas perinatais

Vinte e um pacientes (33.3%) tiveram baixa movimentagao intrautero.
Dois pacientes (3.1%) nasceram com pé torto congénito, um (1.6%) paciente
necessitou ser intubado imediatamente apos nascimento e um (1.6%) paciente

apresentou luxagéo de quadril ao nascimento (Figura 4).
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Figura 4 - Manifestagbes perinatais dos pacientes com DM-LAMA2

B Luxacao de quadril
M Pé torto congénito
239, m Necessidade de suporte ventilatério ao nascimento
Baixa movimentacdo intrautero

B Hipotonia ao nascimento

B Sem sinais ou sintomas

Fonte: Autoria propria

5.2 Caracteristicas clinicas da doencga

Em relagdo as caracteristicas clinicas da DM-LAMAZ2, foi observada a
presenca de dois grupos distintos de pacientes. O primeiro grupo, mais grave,
composto de 52 pacientes (82.5%), nunca adquiriu a marcha, e o segundo grupo,
composto de 11 (17.5%) pacientes, adquiriu a capacidade de andar (Tabela 2,
Figura 5). Dentro do primeiro grupo, dois pacientes apresentaram fenétipo ainda
mais grave e nunca adquiriram a capacidade de sentar-se sem apoio. Dentro do
segundo grupo, foi possivel uma subdivisdo: (A) pacientes com quadro
congénito, e atraso na aquisigdo da marcha (n=7), e (B) pacientes com quadro

de distrofia muscular de cinturas (n=4) (Figura 6).
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Tabela 2 — Caracteristicas clinicas da DM-LAMA2

Obtiveram sustento cefalico, n(%) 61 (96.8)
Sentaram sem apoio, n(%) 61 (96.8)
Deambularam, n(%) 11 (17.5)

*ldade e DP em meses N= numero, %= porcentagem

Figura 5 - Numero de pacientes com DM-LAMA2 de acordo com a habilidade
motora

W N3o sentou
MW Sentou mas nao andou

® Andou

Fonte: Autoria propria
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0/ B NOO.

Figura 6 - Diferentes apresentagdes fenotipicas dos pacientes com DM-LAMA2. A) Paciente de 8 anos que nunca se sentou.
B) Paciente com a forma de apresentagdo mais comum; capaz de sentar-se sem apoio. C) Paciente com a forma congénita

que adquiriu a marcha. D) Paciente com a forma de apresentagao de distrofia muscular de cinturas, assemelhando-se a um
fendtipo de distrofia muscular de Emery-Dreifuss.
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O primeiro grupo, composto por pacientes que nunca adquiriram a
marcha, adquiriu marcos motores de forma tardia e mais atrasados que o grupo
que foi capaz de adquirir marcha. A média de idade para aquisicdo de sustento
cefalico dentre os pacientes incapazes de deambular foi de 7.8 meses (DP: 4.3;
3-14), enquanto entre os pacientes capazes de andar foi de 3.5 meses (DP:2.7;
3-6) (p=0.003). Ja a média de idade de sentar-se sem apoio entre os pacientes
incapazes de deambular foi de 12.8 (DP: 7.2; 3-30) meses e dos que adquiriram
a marcha foi de 7.8 meses (DP: 5,1; 5-18) (p<0.001) (Figura 7). A ldade média

de aquisicdo de marcha dos deambulantes foi de 24 meses (DP: 13.7; 15-48).

Figura 7 - Comparacao da idade de aquisicdo de marcos motores entre os

pacientes com DM-LAMA2 que deambulam e que ndo deambulam

Meses 18 . . 24

12
8
10
6
o

Nunca Andou Nunca Andou
andou andou

Comparacéo da idade de aquisicdo de marcos motores entre os dois grupos de
pacientes. A) Idade de aquisicdo do sustento cefalico dos dois grupos de
pacientes (p=0.003), e B) Idade de aquisi¢gdo da habilidade de sentar-se sem
apoio dos dois grupos de pacientes (p<0.001). Os pontos fora da curva
representam pacientes com fenétipo mais grave. Os dados foram transformados
em log para tornar a distribuicdo normal (Teste t de Welch)

Fonte: Autoria propria



Resultados 33

5.3 Avaliagao de epilepsia e deficiéncia intelectual

Dez pacientes (15.9%) tiveram epilepsia com idade média de 8,1 anos (6-
13 anos). Todos eles tiveram crises de inicio focal com ou sem perda de
consciéncia. Desses pacientes, oito alcangaram o controle das crises usando
monoterapia antiepiléptica, e o paciente 36 (p36), que tinha a malformacéo
cortical mais extensa, desenvolveu epilepsia refrataria e necessitou de

multiterapia antiepiléptica (vigabatrina, lamotrigina, clobazam).

Nove pacientes (14.3%) apresentavam deficiéncia intelectual. Todos
tinham idade = 8 anos. Todos tiveram menos de 27 pontos no mini-exame mental
(mediana = 24) e menos de 26 pontos na escala MOCA (mediana = 23). Apenas
um paciente ambulante apresentou deficiéncia intelectual, e essa foi associada

ao transtorno do espectro do autismo (TEA).

5.4 Alteragoes gastrointestinais

Trinta e cinco dos 63 pacientes (55.5%) apresentaram constipagéo
intestinal e quatro (6.3%) apresentaram doenga do refluxo gastro-esofagico
(DRGE), todos os quatro ndo deambulantes. Apenas um paciente do grupo

deambulante apresentou constipagao intestinal (p=0.0015).

Quinze pacientes (15/48 - 31,2%) apresentaram pelo menos um episodio

de hipoglicemia sintomatica e 8/48 (16,6%) tiveram dois ou mais episédios.
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5.5 Alteragoes cardiacas

Todos os pacientes foram submetidos a ecocardiograma e
eletrocardiograma. Sete (11.1%) apresentaram alteragées no ecocardiograma:
refluxo tricuspide em quatro, refluxo mitral em trés e disfungdo sistolica de
ventriculo esquerdo em dois. Um paciente apresentou disturbio de condugao do
ramo direito. No entanto, apenas dois pacientes necessitaram de medicagcao

cardioldgica.

Dos sete pacientes com alguma alteragao cardiaca, seis nunca adquiriram
marcha. No entanto, ndo houve diferenca estatistica entre a presenca de
alteracdo cardiaca e a capacidade de adquirir marcha. Houve diferenca
estatistica entre acometimento cardiaco e a idade; e todos os pacientes com

alteracdo cardiaca tinham mais de oito anos de idade (p=0.046).

5.6 Internagoes, infecgoes respiratérias e ébitos

Dentre os 63 pacientes, quarenta e seis (73%) foram internados ao menos
uma vez por infeccdo de vias aéreas inferiores. Dentre os 17 pacientes que
nunca foram internados, seis eram criangas abaixo de 5 anos de idade, e quatro
eram pacientes com a forma mais leve da doencga, que apresentavam marcha.

Um paciente necessitou de internagao devido a infec¢ao por covid 19.

Durante o estudo, quatro pacientes faleceram em decorréncia de

pneumonia, todos com a forma mais grave da doenga (grupo 1).

5.7 Avaliagao respiratoéria
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Quarenta e quatro pacientes foram submetidos a avaliagao de espirometria.
Dentre esses 44 pacientes, 33 estavam no grupo de pacientes nao
deambulantes e 11 no grupo de pacientes deambulantes. Com o resultado das
espirometrias de acordo com a idade, foi realizado grafico de dispersédo com

teste de Wald com distribuigao t (Figura 8).

Figura 8 - Fluxograma dos pacientes que realizaram avaliagdo de fungao
pulmonar através da espirometria

63 Pacientes CMD-LAMA2

8 pacientes com Deficiéncia
intelectual ndo realizaram o exame
por falta de compreensao

A 4

11 pacientes com <5 anos nao
realizaram o exame por falta de
compreensao

v

44 pacientes realizaram
espirometria

Fonte: Autoria propria

Os pacientes com DM-LAMA2 incapazes de deambular apresentaram
queda progressiva da fungao respiratoria de 1,85%/ano (p=0.006) e os pacientes
capazes de adquirir a marcha apresentaram queda também progressiva, mas

em ritmo menor, de 0,98%/ano (p=0.028) (Figura 9).
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Figura 9 — Comportamento da Capacidade vital forgada (CVF) de acordo com o tempo dentre os pacientes com DM-LAMA2
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Fonte: Autoria propria
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Aos 10 anos de idade, metade dos pacientes com DMC-LAMA2 nao
deambulantes ja tinha necessidade de ventilagdo nao invasiva (VNI) noturna, e
aos 15 anos de idade, quase a totalidade dos pacientes fazia uso de VNI noturna

(Figura 10).

Figura 10 - Necessidade de ventilagdo ndo invasiva, de acordo com a idade, em
pacientes com DM-LAMA2 n&o deambulantes

Curva de pacientes que ndo precisam de ventilagdo nao invasiva de acordo com a idade
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Fonte: Autoria propria

Dentre os pacientes com DM-LAMAZ2 capazes de deambular, dois estavam
em uso de ventilagdo noturna ndo invasiva: um paciente que perdeu a marcha e

um paciente com mais de 20 anos de idade.

Quatro pacientes faziam uso de VNI intermitente diurna: um incapaz de

sentar; um com malformacao cerebral; e dois com mais de 16 anos de idade.
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5.8 Avaliagao da forca muscular

Para avaliacdo das escalas motoras, os pacientes foram separados em
dois grupos: os que deambulavam (N=36) e os que ndo deambulavam (N=8).
Foram feitos, entdo, graficos de dispersdo para avaliar a variagdo da forga

muscular, através das escalas MFM e RULM, de acordo com a idade.

Na dimensao D1 da MFM, que avalia a posicao de pé e transferéncias, a
forga muscular ndo mudou de acordo com o tempo dentre os ndo deambulantes,
uma vez que eles nunca adquiriram essa habilidade. Ja os dominios D2 — que
avalia forga proximal e axial - e o dominio D3 - for¢a distal - evidenciaram uma
reducao estatisticamente significativa de fungdo motora de acordo com a idade.
Houve uma queda de 4.2% da for¢ga/ano no dominio D2 (p<0.00001), uma queda
de 2.6% da forga/ano no dominio D3 (p<0.0001) e uma queda de 2.7% da
forga/ano na avaliagao global (p<0.0001) (Figuras 11,12 e 13). O dominio D2 foi

0 mais sensivel a mudancga para os nao-ambulantes.
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Figura 11 - Piora da for¢a no dominio D2, de acordo com a idade, em pacientes
com DM-LAMA2 ndo deambulantes
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4,2% de fungao/ano, p<0.00001)

Figura 12 - Piora da for¢a no dominio D3, de acordo com a idade, em pacientes
com DM-LAMA2 ndo deambulantes
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de fungao/ano (p<0.0001)
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Figura 13 - Piora da forga na MFM total, de acordo com a idade, em pacientes
com DM-LAMAZ2 nao deambulantes
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Dentre os pacientes deambulantes, nenhum dos dominios da escala MFM apresentou diferencga estatistica de acordo com a

idade (Figura 14).
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Figura 14 - Pontuacgéo de for¢a na escala MFM32, de acordo com a idade, entre os pacientes com DM-LAMAZ2 deambulantes.

(A) dominio D1 (+1,64%/ano, p=0.40); (B) dominio D2 (-0.09%/ano, p=0.85); (C) dominio D3 (+1,84%/ano, p=0.16); (D) Total

(+0.55%/ano, p=0.4).
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A escala RULM, para membros superiores, mostrou uma reducgao de forga
de acordo com a idade dentre os ndo deambulantes. No entanto essa reducéao
nao teve significancia estatistica (p=0.244, reducéo 0.36 pontos de fung&o/ano)

(Figura 15).

Figura 15 — Pontuacdo na escala RULM de pacientes com DM-LAMA2 n&o

deambulantes de acordo com a idade
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(p=0.244, reducéao 0.36 pontos de fungédo/ano)

5.8.1 Forga da musculatura extrinseca dos olhos e da face

Sessenta e um pacientes dos 63 (96.8%) apresentaram fraqueza facial.
Todos os pacientes que n&o adquiriram marcha, e 9/11 (81.8%) dos pacientes

capazes de deambular.

Vinte nove pacientes (46%) apresentaram limitagdo na movimentagao

ocular (oftalmoparesia). Nao houve diferenga estatistica em relagdo a presenca
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de oftalmoparesia e a capacidade de marcha (p=0.201). Porém, houve uma
diferenga estatisticamente significativa entre a presenca de oftalmoparesia e a
idade, sendo esse achado mais comum em pacientes com mais de 7 anos de
idade (p=0.0001). A oftalmoparesia ndo levou a queixa de diplopia em nenhum

dos pacientes.

5.9. Goniometria

Em 43 dos 52 pacientes ndo deambulantes utilizou-se goniometria. Foi
possivel observar piora das retragdes ao longo do tempo de 3,22 graus/ano dos
cotovelos (p=0,00087) (Figura 16A), e de 1,92 graus/ano dos joelhos (p=0,1)
(Figura 16B). Em 10 dos 11 pacientes que adquiriram marcha, a utilizagdo da
goniometria também mostrou piora das retragdes de cotovelos e joelhos ao longo
do tempo, de 1,41 graus/ano (p=0.0003) (Figura 16C) e de 1,95 graus/ano

(p=0.01), respectivamente (Figura 16D).
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A Goniometria de cotovelo, de acordo com a idade, em B | Goniometria de joelho, de acordo com a idade, entre
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Figura 16 - Progresséo da piora das retragcées de cotovelos e joelhos, de acordo com a idade e com a capacidade motora
maxima. (A) Piora de 3,22 graus/ano nos cotovelos (p=0,00087) e de (B) 1,92 graus/ano nos joelhos (p=0,1) dentre os pacientes
nao deambulantes. (C) Piora de 1,41 graus/ano nos cotovelos (p=0.0003) e de (D) 1,95 graus/ano nos joelhos (p=0,01) dentre
os pacientes deambulantes.
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5.10 Escoliose

Trinta pacientes ndo deambulantes foram submetidos a radiografia
panoramica da coluna. A média de idade de inicio da escoliose foi de 6.1 anos
(DP: 2.6; 5-8). A progresséao da escoliose foi de 4 graus/ano (p= 0,00000057), e
aos 9 anos de idade, metade dos pacientes ja tinha escoliose com angulo de

Cobb de pelo menos 50%, o que indicaria corregao cirurgica (Figuras 17 e 18).

Figura 17 - Evolugéo da escoliose, de acordo com a idade, em pacientes com
DM-LAMAZ2 n&o deambulantes
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Figura 18 - Progressdo da escoliose nos pacientes com DM-LAMA2 ndo
deambulantes de acordo com a idade.

e

(A) paciente de 4 anos, (B) paciente de 9 anos e (C) paciente de 12 anos
Fonte: Autoria prépria

5.11 Exames complementares
5.11.1 CPK

Todos os pacientes apresentaram pelo menos uma dosagem sérica de
CPK com nivel aumentado, com a média de 2054 U/L (valor normal: <250 U/L).
Dentre os pacientes incapazes de adquirir a marcha, os niveis séricos de CPK
se mostraram mais altos nos primeiros anos de vida e cairam apds os 10 anos

de idade.
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5.11.2 Eletroneuromiografia

Dos sessenta e trés pacientes, vinte e nove foram submetidos a
eletroneuromiografia. A maior parte dos pacientes realizou o exame em outras
instituicdes. Dentre os vinte nove pacientes que foram submetidos ao exame,
vinte e seis apresentaram achados sugestivos de miopatia, trés pacientes
tiveram exame normal e um apresentou neuropatia desmielinizante associada a

miopatia.

5.12 Ressonancia magnética de encéfalo

Cinquenta e dois pacientes realizaram RNM de encéfalo. O restante nao
realizou por dificuldade de marcacao do exame pelo SUS ou por serem menores

de 5 anos de idade e os pais ndo autorizarem a realizagado de sedacao.

Todos os 52 pacientes apresentaram algum grau de alteracdo da
substancia branca encefalica. Foi mais leve em pacientes deambulantes
(principalmente naqueles com quadro clinico de distrofia muscular de cinturas),
moderado em pacientes capazes de sentar, mas incapazes de andar, e severo

em pacientes incapazes de sentar (Figura 19).

Dos 52 pacientes, 10 (19.2%) apresentaram malformagdes corticais
cerebrais, caracterizadas por: polimicrogiria occipital (8/10), polimicrogiria
temporal (2/10), polimicrogiria frontal (1/10), lissencefalia-paquigiria occipital
(2/10) e malformacéo do tipo cobblestones occipitais (1/10). Cistos temporais

foram observados em 3 pacientes (Figuras 20 e 21).
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Figura 19 — Comparagao do envolvimento da substancia branca encefalica com quadro motor na DM-LAMA2

White Matter Involvement Severity

(A) Envolvimento leve, paciente capaz de andar; (B) Envolvimento moderad, paciente incapaz de andar; e (C)
envolvimento severo, paciente incapaz de sentar.
Fonte: Autoria prépria



Resultados 49

Figura 20 — Malformacdes cerebrais na RM da DM-LAMAZ:

(A) Lisencefalia-paquigiria no lobo occipital (seta) (T2-WI), (B) Polimicrogiria e cobblestone no lobo occipital (seta) (T1-WI), (C)
Paquigiria no lobo occipital e lobos temporais (setas) (T2-WI)
Fonte: Autoria prépria
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Figura 21 — Malformacdes cerebrais na RM DM-LAMAZ2:

A) Cistos temporais (setas) (T2-WI), (B) Paquigiria-lisencefalia no lobo occipital (setas) (T2-WI), (C) polimicrogiria em regiao
perisilviana/temporal (seta) (T2-WI)
Fonte: Autoria prépria
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5.13 Bidpsia muscular

Dos quarenta e oito pacientes que nunca adquiriram a marcha, trinta foram
submetidos a bidpsia muscular. Todos apresentaram caracteristicas distroficas
moderadas ou graves e auséncia de marcagao imuno-histoquimica para

merosina (Figura 22).

Dos onze pacientes que adquiriram a marcha, oito tinham biépsia muscular,
e em todos foram observadas caracteristicas distroficas leves ou moderadas. Em
7/8 foi realizada imuno-histoquimica que evidenciou marcagao parcial da
merosina. Apenas um paciente que adquiriu marcha tinha auséncia completa de
merosina na bidpsia muscular, e esse paciente perdeu a marcha com a evolugao

da doenca.

Um paciente com quadro de distrofia muscular de cinturas apresentou,
além do musculo distréfico com marcacao parcial da merosina, a presenca de

vacuolos intracitoplasmaticos (Figura 23).

Houve uma relagéo entre a presenga de marcagao parcial de merosina e a

capacidade de aquisicao da marcha (p<0.001) (Figura 24).
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Figura 22 - Biopsia muscular normal e de pacientes com DM-LAMAZ2.

(A) biépsia muscular normal (H&E, 20X). (B) Bidpsia muscular com
imunomarcagao normal para merosina (20X). (C) Aspecto distréfico muscular no
paciente 1 com a forma congénita da DM-LAMA2 (H&E, 10X). (D) Auséncia da
imunomarcagao para merosina na bidpsia muscular do paciente 1 (10X). (E)
Aspecto distréfico do tecido muscular no paciente 3 com a forma tardia da
doencga (H&E, 10X). (F) Reducgao parcial na imunomarcagéao para merosina na
bidpsia muscular do paciente 3 (10X).

Fonte: Autoria propria
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Figura 23 - Biépsia muscular de paciente com DM-LAMA2 e fenétipo de distrofia
muscular de cinturas.

»»»»»»

(A) Aspecto distrofico do tecido muscular (H&E 20x); (B) Presenga de vacuolos
citoplasmaticos no H&E 40x (seta); (C) e no Tricromio de Gomory (seta)
(40x). (D) Marcacgéo reduzida para merosina
Fonte: Autoria propria

Figura 24 - Marcagdo imuno-histoquimica da merosina e capacidade de
aquisicao de marcha
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5.14 Gendtipo

Dos 63 pacientes avaliados na coorte, 62 foram submetidos a teste
genético. Apenas uma paciente (p49) nao realizou o teste, pois faleceu e nédo
houve tempo de coleta. Essa paciente teve diagndstico confirmado pela bidpsia

muscular e imuno-histoquimica.

Dentre os 62 pacientes, foram identificadas 45 variantes patogénicas
diferentes, 21 n&o reportadas previamente. Quatorze (31.8%) variantes foram do
tipo fora de fase (frameshift), 13 (29.5%) do tipo sem sentido (nonsense) e duas
(4.5%) em sitio de splicing, totalizando 29 (65.9%) variantes nulas diferentes.
Oito (18.2%) variantes foram do tipo missense e uma (2.3%), em fase (inframe).
Sete (15.9%) variantes diferentes foram do tipo copy number variation (CNV),
seis delas por delecado, sendo: delecdo do éxon 1, delegdo dos éxons 2 a 9,
delecao dos éxons 3-4, delegao do éxon 15 e delecdo do éxon 56. Apenas uma
duplicagdo, pequena, foi encontrada (éxon 38: 117bpDUP) (Figura 25, A e B,

Tabela 5).

Doze pacientes (19.4%) apresentavam variantes em homozigose, e em
seis (9.7%) pacientes foi encontrada apenas uma variante. Os demais pacientes

apresentavam heterozigose composta.

As variantes estavam distribuidas ao longo do gene, ndo sendo identificavel
nenhum hotspot. Das 44 mutagdes de ponto distintas, 23 estavam localizadas

no dominio LN, 8 no dominio LCC e 13 no dominio LG (Figura 25A).
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Figura 25 - Variantes encontradas na coorte de DM-LAMAZ2. (A) Mutagdes de ponto de acordo com a localizagdo do éxon e
dominio da proteina. O numero de pontos representa o numero de vezes que essa variante foi encontrada na coorte. Pontos
pretos revelam variantes com perda de fungéo, pontos verdes variantes missense ou inframe. (B) Mutagdes do tipo CNV
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Das 8 variantes missense identifcadas, a variante ¢c.2461A>C (p.Thr821Pro)
ocorreu em cinco pacientes (p5, p41, p45, p59, p61), todos deambulantes. Essa
variante ja foi descrita previamente em pacientes com forma de apresentagao mais
leve de DM-LAMAZ2 e é classificada pelo Clinvar como Likely Pathogenic. Nessa
coorte, em um paciente (p61), ela se provou estar em trans (através do
sequenciamento dos progenitores) e, portanto, a classificamos como patogénica. A
variante c. 3235T>C foi encontrada em trés pacientes (p2, p11 e p56), sendo um
deambulante. Esta mudanga de sequéncia substitui a cisteina por arginina no
cédon 1079 da proteina LAMA2 (p.Cys1079Arg). O residuo de cisteina € altamente
conservado e ha uma grande diferencga fisico-quimica entre cisteina e arginina. Esta
variante n&do esta presente nas bases de dados populacionais (EXAC sem
frequéncia) e nao foi reportada. O paciente p11 apresentava bidpsia muscular com
caracteristicas distroficas e imunomarcacgéo parcial para merosina. A modelagem
avangada da sequéncia de proteinas e propriedades biofisicas (como informacdes
estruturais, funcionais e espaciais, conservagcdo de aminoacidos, variagao fisico-
quimica, mobilidade de residuos e estabilidade termodinémica) realizada pelo
laboratdrio Invitae indica que essa variante missense deve interromper a funcéo da

proteina LAMAZ2; portanto, a classificamos como provavelmente patogénica.

As outras seis variantes missense encontradas foram classificadas como
variantes de significado incerto (VUS). A variante ¢.716G>C (p.Arg239Pro) nao foi
reportada previamente e ocorreu em um paciente incapaz de deambular (p.40). Tal
variante ndo foi encontrada em bancos populacionais, se encontra em local
moderadamente conservado, e ha uma moderada diferenga bioquimica entre os

aminoacidos Arginina e Prolina.
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A variante ¢c.4397G>C (p.Cys1466Ser) ndo esta presente em bancos
populacionais, esta em local altamente conservado, e ha uma pequena diferenga
bioquimica entre a Cisteina e a Serina. Foi encontrada em um paciente capaz de
deambular (p58), porém néo foi realizada segregagcdo com a segunda variante
encontrada no paciente (heterozigose composta) para identificar se as variantes

estdo em cis ou em trans.

A variante ¢.4523G>A (p.Arg1508Lys) ndo esta presente em bancos
populacionais, esta em local altamente conservado, e ha uma pequena diferenca
bioquimica entre a Arginina e a Lisina. Foi encontrada em um paciente incapaz de
deambular (p62), porém néo foi realizada segregacdo com a segunda variante
encontrada no paciente (heterozigose composta) para identificar se as variantes

estdo em cis ou em ftrans.

A variante ¢.5651G>A (p.Arg1884Lys) ndo esta presente em bancos
populacionais, porém esta em local pouco conservado e tanto a Arginina, quanto a
Lisina sdo aminoacidos basicos. Foi encontrada em um paciente incapaz de

deambular (p17) e n&o foi realizada segregacéo dessa variante.

A variante ¢.6557T>C (p.Leu2186Pro) ndo esta presente em bancos
populacionais, esta em local altamente conservado, e ha uma pequena diferenga
bioquimica entre a Leucina e a Prolina. Foi encontrada em um paciente capaz de

deambular (p58) e né&o foi realizada segregacéo.

A variante c.8164G>A (p.Ala2722Thr) ndo esta presente em bancos

populacionais, estd em local moderadamente conservado, e ha uma pequena
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diferenca bioquimica entre a Leucina e a Prolina. Foi encontrada em um paciente

incapaz de deambular (p.57) e nao foi realizado teste de segregacgéao (Tabela 3).

Tabela 3 - Descrigdo das missense encontradas na coorte de pacientes com DM-
LAMA2

Paciente Posi¢do Dominio Variante Mudanga predita Interpretagdo Bi6psia muscular
40 Exon 5 LN €.716G>C p.Arg239Pro vUs RiSeidis),
merosina negativa
5,41, 45,59, 61 Exon 18 LN €.2461A5C pThr821Pro Patogénica Distréfica,
merosina parcial
Provavelmente 2 SiiE,
2,11,56 Exon 23 LN ¢.3235T>C p.Cys1079Arg A merosina parcial e
patogénica . R
merosina negativa
58 £xon 30 LN €.4397G>C p.Cys1466Ser vUs Distréfica,
merosina parmal
62 Exon 31 LcC c.4523G>A p.Arg1508Lys VUS Nao fez
Distrdfica,
17 Exon 39 LCC ¢c.5651G>A p.Argl884Lys VUS X .
merosina negativa
c Distrdfica,
58 Exon 46 LG €.6557T>C p.Leu2186Pro VUS " "
merosina parC|aI
54 Exon 57 LG c.8164G>A p.Ala2722Thr VUS N3o fez

Foram encontradas, além das variantes missense e das CNV, 16 novas
variantes, n&o reportadas previamente. A variante ¢.1128_1129insG foi encontrada
em um paciente (p10) que sentou sem apoio, mas nunca adquiriu marcha, que tinha
uma segunda variante nula ja descrita e bidpsia muscular com auséncia de
marcacgao para merosina. Por isso, e , por ser uma variante em perda de funcao

(fora de fase), foi classificada como patogénica.

O paciente p13 apresentou duas variantes nulas ndo previamente reportadas:
€.1590delins32 e ¢.4536_4537del. Ele sentou-se sem apoio, ndo adquiriu marcha,
nao foi submetido a bidpsia muscular, mas apresentava quadro clinico sugestivo e
hipersinal em substéncia branca na RNM de encéfalo. Ambas as variantes foram

classificadas como provavelmente patogénicas.
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As variantes ¢.2486_2489del e c.4888G>T foram encontradas nos pacientes
p52 e p48, respectivamente, que sentaram sem apoio, ndo adquiriram marcha,
tinham uma segunda variante nula ja descrita e biépsia muscular com auséncia de

marcagao para merosina; portanto, foram classificadas como patogénicas.

A variante ¢.5578C>T foi encontrada em uma paciente (p45) que adquiriu
marcha e tinha uma segunda variante missense ja descrita. Ela apresentava biopsia
muscular distréfica com imunomarcagao parcial para merosina. A variante foi entao

classificada como patogénica.

A variante c.6191del foi encontrada em uma paciente (p31) que sentou sem
apoio, ndo adquiriu marcha, tinha uma segunda variante nula ja descrita, mas néo
foi submetida a bidpsia muscular. Essa paciente apresentava quadro clinico
sugestivo e hipersinal em substéncia branca na RNM de encéfalo. A variante foi

entdo classificada como patogénica.

A variante c. 7518C>A foi encontrada em uma paciente (p3) que adquiriu
marcha e que nao apresentou uma segunda variante. Essa paciente tinha bidpsia
muscular distréfica com imunomarcagcao parcial para merosina e apresentava
hipersinal em substéncia branca na RNM de encéfalo. A variante foi entédo

classificada como provavelmente patogénica.

A variante c. 8856_8858del foi encontrada em trés pacientes distintos (p18,
p43, p59). No paciente p18 essa variante inframe foi encontrada em homozigose.
Esse paciente era incapaz de deambular, apresentou malformacao cortical,
epilepsia e bidpsia muscular distréfica com auséncia completa de merosina. Essa

variante foi entdo classificada como patogénica.
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A variante ¢.8613dup foi encontrada em um paciente (p40) que ndo adquiriu
a marcha e apresentava uma segunda variante missense de significado incerto. A
biépsia muscular desse paciente era distréfica com auséncia de imunomarcacgao

de merosina. Essa variante nonsense foi classificada entdo como patogénica.

A variante c. 8776del foi encontrada em um paciente (p63) cuja segunda
variante foi uma variante nula ja descrita. Esse paciente n&o foi submetido a biopsia
muscular, porém apresentava quadro clinico sugestivo e alteragdo de hipersinal em
substancia branca na RNM de encéfalo. Essa variante fora de fase foi, entéo,

classificada como provavelmente patogénica.

A variante ¢.9168 9169dup, fora de fase, foi encontrada na paciente p37, que
apresentava uma segunda variante nula ja descrita. Essa paciente tinha o marco
motor maximo de sentar sem apoio e apresentava bidpsia muscular distréfica com
auséncia completa da merosina na imuno-histoquimica. Essa variante foi entdo

classificada como patogénica.

A variante ¢.9223C>T foi encontrada no paciente p44, que apresentava uma
outra variante nula ja descrita. Esse paciente apresentava bidpsia muscular
distréfica com auséncia de merosina na imuno-histoquimica. Essa variante foi

classificada como patogénica (Tabela 4).

Quatorze pacientes (22.6%) apresentaram uma nova variante fora de fase
recorrente (c.1255del; p. lle419Leufs*4), em homozigose em trés pacientes. Esta
variante nao foi reportada anteriormente e esta ausente em bancos populacionais
(Gnomad). Os trés pacientes com a variante em homozigose tinham apresentacéo

classica da doenca, ndo adquiriram marcha e ndo apresentaram malformagao
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cortical ou epilepsia. Em nove pacientes, a bidépsia muscular apresentava musculo
distréfico com auséncia de imunomarcagao para merosina (Tabela 4). Todas as

variantes encontradas foram descritas na Tabela 5.

Tabela 4 - Variantes ndo missense e que nao haviam sido previamente reportadas

10 8 c.11?8_1129 p.Val377Cysf N Frameshift Patogénica Distrofica, au.senua Heterozigose
insG sTer4 de merosina composta
_— A Heterozigose
9 c. 1255del p-lle415LeuF LN Frameshift Patogénica Distréfica, au‘senma composta
s*¥4 de merosina X
homozigose
13 1 c.1590delins  p.Tyr531Glyf N Frameshift Provave[m.ente NA Heterozigose
32 s*27 patogénica composta
g A Heterozigose
52 18 c.2489_2492  p.Leu830Ser N Frameshift Patogénica Distrdfica, au'senua composta
del fsTer57 de merosina
Provavelmente Heterozigose
13 32 c'453:e—|4537 p.Thr;514Tr LcC Frameshift patogénica NA composta
48 34 c4888G>T  p.Glu1630 Lcc Nonsense Patogénica Distréfica, auséncia Heterozigose
de merosina composta
P Distréfica, marcagdo Heterozigose
45 39 ¢.5578C>T p.GIn1860 LCC Nonsense Patogénica N G
parcial de merosina composta
Heterozigose
31 3 .6191del ”‘G'V?“A' Lcc Frameshift Patogénica NA composta
3 53 c.7518C>A p.Tyr2506 LG Nonsense Provavelhm-e LS DIStréﬁca’ marca?ao Heterozigose
patogénica parcial de merosina
Distrdfica, auséncia Heterozigose
18, 43,59 60 c.855§g|8558 p.lle2852del LG Inframe Patogénica de merosina composta
Homozigose
40 60 ¢.8613dup p.Ala2872Se G Frameshift Patogénica Distrofica, auséncia Heterozigose
rfsTer30 de merosina composta
63 61 c.8776del  p.Hi2926Me LG Frameshift Provavelmente NA Heterozigose
patogénica composta
37 63 c.9168_9169  p.Ser3057Ty G Frameshift Patogénica Distrofica, au'senua Heterozigose
dup r de merosina composta
a4 64 c9223C>T  p.GIn3075* LG Nonsense Patogénica Distréfica, auséncia Heterozigose

de merosina composta
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Tabela 5 — Total das variantes encontradas na coorte (continua)

Paciente  Posi¢do Mutagao Domil
39 Exon 1 delegdo exon 1 LN
52 Exon 1 delegdo exon 1 LN
11 Exon 2 delegdo exon 2-9 LN
57 Exon 3 Delegdo exon 3-4 LN
38 Exon 3 c.363C>A LN
50 Exon 3 c.363C>A LN
32 Exon 3 c.391C>T LN
40 Exon 5 c.716G>C LN
10 Exon 8 ¢.1128_1129insG LN
1 Exon 9 c.1255del LN
6 Exon 9 c.1255del LN
7 Exon 9 c.1255del LN
15 Exon 9 c.1255del LN
17 Exon 9 c.1255del LN
26 Exon 9 c.1255del LN
27 Exon 9 c.1255del LN
34 Exon 9 c.1255del LN
35 Exon 9 c.1255del LN
36 Exon 9 c.1255del LN
43 Exon 9 c.1255del LN
47 Exon 9 c.1255del LN
48 Exon 9 c.1255del LN
61 Exon 9 c.1255del LN
13 Exon 11 €.1590delins32 LN
24 Exon 13 c.1854_1861dup LN
27 Exon 13 c.1854_1861dup LN
4 Exon 14 €.2049_2050del LN
5 Exon 14 €.2049_2050del LN
9 Exon 14 €.2049_2050del LN
28 Exon 14 €.2049_2050del LN
12 Exon 14 €.2049_2050del LN
54 Exon 14 €.2049_2050del LN
55 Exon 14 €.2049_2050del LN
57 Exon 14 €.2049_2050del LN
25 Exon 15 de_legﬁo LN

predita

p.(Tyr121%*)
p.(Tyr121%)
p.GIn131*
p.Arg239Pro
p.Val377Cysfs*4
p.lle419Leufs*4
p.lle419Leufs*4
p.lle419Leufs*4
p.lle419Leufs*4
p.lle419Leufs*4
p.lle419Leufs*4
p.lle419Leufs*4
p.lle419Leufs*4
p.lle419Leufs*4
p.lle419Leufs*4
p.lle419Leufs*4
p.lle419Leufs*4
p.lle419Leufs*4
p.lle419Leufs*4
p.Tyr531Glyfs*27
p.Leu621Hisfs
p.Leu621Hisfs
p.Arg683Serfs*21
p.Arg683Serfs*21
p.Arg683Serfs*21

p.Arg683Serfs*21
p.Arg683Serfs*21

p.Arg683Serfs*21
p.Arg683Serfs*21
p.Arg683Serfs*21

Efeito no mRNA

CNV
CNV
CNV
CNV
Nonsense
Nonsense
Nonsense
missense
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Frameshift

Frameshift
Frameshift

Frameshift
Frameshift

Frameshift
CNV

Publicada

Nao
Nao
N3o
Sim
Sim

Sim

Interpretag b ilep Malformagao cortical Zigosidade
Patogénica N3o Nao Nao Heterozigose
Patogénica Nado Sim Sim Heterozigose
Patogénica Sim Nao Nao Heterozigose
Patogénica Nao Nado Nado Heterozigose
Patogénica Nao Nao Nao Heterozigose
Patogénica Nao N3o N3o Falta segunda variante
Patogénica N3do Nao Na3o Heterozigose

Vvus Nao Nado NA Heterozigose
Patogénica Ndo Sim Sim Heterozigose
Patogénica N3o Nao Nao Heterozigose
Patogénica Sim N3o N3o Homozigose
Patogénica Nao Nao Nao Homozigose
Patogénica Nado Nao Nao Homozigose
Patogénica N3do N3o Na3o Heterozigose
Patogénica Nao Nado NA Heterozigose
Patogénica N3do N3o N3o Heterozigose
Patogénica N3o Nao NA Heterozigose
Patogénica Nado Nao Nao Heterozigose
Patogénica N3do Sim Sim Heterozigose
Patogénica Nao Nado Nao Heterozigose
Patogénica Ndo N3o Na3o Heterozigose
Patogénica Nao Nado Nado Heterozigose
Patogénica Sim N3o NA Heterozigose
Patogénica N3do Nao Nao Heterozigose
Patogénica Nao Nao NA Heterozigose
Patogénica Ndo N3o Na3o Heterozigose
Patogénica Nao Nao Nado Heterozigose
Patogénica Sim N3o N3o Heterozigose
Patogénica N3o Nao Nao Heterozigose
Patogénica Nao N3o NA Falta segunda variante
Patogénica Nao Nao Nao Heterozigose
Patogénica Nao Nado Nado Heterozigose
Patogénica N3do N3o N3o Heterozigose
Patogénica N3o Nao Nao Heterozigose

Likely pathogenic Nao Nao N3o Heterozigose
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Tabela 5 - Total das variantes encontradas na coorte (continua)

Paciente

5
41
45
59
61
52

8
14
23

2
11
56

20

37
24
63
2
10
16
19
a2
51
53
56
14
a4
58
62
13
1
26
34
35
38
39
55
60

Posigao
Exon 18
Exon 18
Exon 18
Exon 18
Exon 18
Exon 18
Exon 21
Exon 22
Exon 22
Exon 23
Exon 23
Exon 23

Exon 23

Exon 23
Exon 27
Exon 27
Exon 27
Exon 27
Exon 27
Exon 27
Exon 27
Exon 27
Exon 27
Exon 27
Intron 28
Exon 30
Exon 30
Exon 31
Exon 32
Exon 33
Exon 33
Exon 33
Exon 33
Exon 33
Exon 33
Exon 33
Exon 33

Mutaca: danga predita
c.2461A>C LN p.Thr821Pro
c.2461A>C LN p.Thr821Pro
c.2461A>C LN p.Thr821Pro
c.2461A>C LN p.Thr821Pro
c.2461A>C LN p.Thr821Pro
€.2489_2492del LN p.Leu830Serfs
deletion LN
¢.3085C>T LN p.Argl029*
¢.3085C>T LN p.Arg1029*
¢.3235T>C LN p.Cys1079Arg
€.3235T>C LN p.Cys1079Arg
€.3235T>C LN p.Cys1079Arg
€.3349C>T LN p.Argll17*
c.3372dup LN p.Cys1125Met
€.3955C>T LN p.Argl326*
€.3955C>T LN p.Argl326*
€.3976C>T LN p.Arg1326*
€.3976C>T LN p.Arg1326*
¢.3976C>T LN p.Argl1326*
¢.3976C>T LN p.Arg1326*
¢.3976C>T LN p.Argl326*
€.3976C>T LN p.Argl326*
¢.3976C>T LN p.Argl326*
c.3976C>T LN p.Argl326*
c.4176+1G>A LN
€.4348C>T LN p.Arg1450*
€.4397G>C LN p.Cys1466Ser
c.4523G>A Lcc p.Arg1508Lys
c.4536_4537del Lcc Thr1514Trpfs*14
c.4739dup Lcc Leu1581Profs*5
c.4739dup Lcc Leu1581Profs*S
c.4739dup Lcc Leu1581Profs*5
c.4739dup Lcc Leu1581Profs*5
c.4739dup Lcc Leu1581Profs*5
c.4739dup Lcc Leu1581Profs*5
c.4739dup Lcc Leu1581Profs*5
c.4739dup Lcc Leu1581Profs*5

Efeito no mRNA

missense
missense
missense
missense
missense
Frameshift
CNV
Nonsense
Nonsense
missense
missense

missense
Nonsense

Frameshift
Nonsense
Nonsense
Nonsense
Nonsense
Nonsense
Nonsense
Nonsense
Nonsense
Nonsense
Nonsense

Splicing
Nonsense
missense
missense

Frameshift

Frameshift

Frameshift

Frameshift

Frameshift

Frameshift

Frameshift

Frameshift

Frameshift

Publicada
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Ndo
Nao
Sim
Sim
Nizo
Nzo
Nao

Nizo

Sim

Nao
Nao
Nao
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Interpretagdo

Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Likely pathogenic
Likely pathogenic
Likely pathogenic

Patogénica

Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Vvus
VUsS
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica

Deambula
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nado
Nao
Nao
Nao
Nao
Sim
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao

Nao

Epilepsia Malformagao cortical

Nao
Nao
Nizo
Nao
Nao
Sim
Nao
Nizo
Nao
Nao
Nizo
Nao
Nizo
Nao

Nao

Nao
Nado
Nado

NA

Nao
Nao

Nao

Zigosidade

Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Homozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose

Falta segunda
variante

Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Homozigose
Homozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Homozigose
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Tabela 5 - Total das variantes encontradas na coorte (final)

Paciente

48
4
19
22
23
32
30
41
42
30
45
17
31
58
62

3

21

25

22
29
33
47
54
12
16
31
36
46
18
43
59
40
63
37
44

Posi¢dao

Exon 34
Intron 36
Intron 36
Intron 36
Intron 36
Intron 36
Intron 36
Intron 36
Intron 36

Exon 38

Exon 39

Exon 39

Exon 43

Exon 46

Exon 50

Exon 54
Exon 56
Exon 56

Exon 56
Exon 56
Exon 56
Exon 56
Exon 57
Intron 58
Intron 58
Intron 58
Intron 58
Intron 58
Exon 60
Exon 60
Exon 60
Exon 60
Exon 61
Exon 63
Exon 64

a d; predita
c.4888G>T Lcc p.Glu1630*
€.5234+1G>A Lcc
€.5234+1G>A Lcc
€.5234+1G>A Lcc
€.5234+1G>A Lcc
€.5234+1G>A Lcc
€.5234+1G>A Lcc
€.5234+1G>A Lcc
€.5234+1G>A Lcc
117bpDUP Lcc
¢.5578C>T Lcc p.GIn1860*
C.5651G>A Lcc p.Argl884Lys
c.6191del Lcc p.Gly2064Alafs
€.6557T>C LG p.Leu2186Pro
€.7147C>T LG p.Arg2838*
€.7518C>A LG p.Tyr2506*
c.7732C>5T LG p.Arg2578*
°'775°;;;z;|78899' LG p.Ala2584Hisfs*8
delegdo LG delegdo exon 56
delegdo LG delegdo exon 56
delegdo LG delegdo exon 56
delegdo LG delegdo exon 56
c.8164G>A LG p.Ala2722Thr
€.8244+1G>A LG
€.8244+1G>A LG
€.8244+1G>A LG
€.8244+1G>A LG
€.8244+1G>A LG
¢.8556_8558del LG p.lle2852del
c.8556_8558del LG p.lle2852del
c.8556_8558del LG p.lle2852del
c.8613dup LG p.Ala2872SerfsTer30
c.8776del LG p.His2926MeyfsTer35
€.9168_9169dup LG p.Ser3057Tyr
€.9223C>T LG p.GIn3075*

Efeito no mRNA

Nonsense
Splicing
Splicing
Splicing
Splicing
Splicing
Splicing
Splicing
Splicing

CNV

Nonsense

Missense

Frameshift

missense

Nonsense
Nonsense
Nonsense
Frameshift

CNV
CNV
CNV
CNV
Missense
Splicing
Splicing
Splicing
Splicing
Splicing
Inframe
Inframe
Inframe
Frameshift
Frameshift
Frameshift
Nonsense

Publicada

Nao
Nao
Nao
Sim
Ni3o
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Nao
Nao
Nao

Nao

Interpretagdo

Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
VUs
Patogénica
VUsS

Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica

Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
VvuUs
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Likely pathogenic
Likely pathogenic
Likely pathogenic
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica

Deambula

Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao

Nao
Nao

Nao
Nao
Sim

Sim

Nao

Nao
N3o
Sim
Nao
Nao
Nao
Sim
Nao
Nao
Nao
Nao
Sim

Nao

Epilepsia

Nao
Nao
Nao
Sim
Nao
Nao

Sim
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Sim
Sim

Sim

Nao
Sim

Malformagdo
cortical

Nao
NA
Nao
Sim
Néao
Nao

Sim
NA
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Sim
Sim
Sim
Nao
NA
NA
Sim
Nao
Sim

Zigosidade

Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose

Falta segunda
variante

Homozigose
Heterozigose

Heterozigose
Homozigose
Homozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Homozigose
Homozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
Heterozigose
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5.15 Correlagcao Genotipo-Fenétipo

Dentre os 11 pacientes que adquiriram a marcha, quatro tinham fendtipo de
distrofia muscular de cinturas e dois deles apresentavam variantes nao nulas em
ambos os alelos (p59 com uma missense e uma inframe e p58 com duas
missense); quatro tiveram uma variante missense e uma variante nula (p5, p41,
p45 e p61); um teve uma variante missense e uma CNV (p11); um apresentou
delecdo em homozigose do éxon 56 (p33); e um teve apenas uma variante nula
encontrada (p3). Apenas dois pacientes apresentavam duas variantes nulas (p6
e p16); e esses casos mostraram maior atraso na aquisicdo de marcha, com a

perda de marcha ainda na primeira década de vida (ambos com 8 anos de idade).

Pudemos observar, portanto, uma relacdo entre a presenga de ao menos
uma variante ndo nula (missense ou inframe) e a capacidade de adquirir marcha

(p<0.0001; OR: 6.48) (Figura 26).
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Figura 26 - Presenca de ao menos uma variante nao nula (missense e inframe)
e a capacidade de se adquirir marcha.
100%
90%
80%

70%

60% ®m Missense-Inframe/Missense-
Inframe

50% B Nula/Missense-Inframe
40% m Nula/Nula
30%
20%
10%

0%

Nunca andou Andou

p<0.0001, OR:6.48
Fonte: Autoria propria

Dentre os pacientes que realizaram RM de encéfalo, apenas os pacientes

incapazes de andar apresentaram malformacdes corticais e/ou epilepsia.

Os dois pacientes incapazes de sentar (N = 2/52) apresentaram
envolvimento do SNC. Um (50%) apresentava malformagao cortical, € um (50%)
apresentava epilepsia; ambos (100%) tinham deficiéncia intelectual. Esses dois

pacientes tiveram variantes nulas em ambos os alelos.

Dentre os 42 pacientes capazes de sentar, mas incapazes de andar (N =
42/52), nove (21,4%) apresentavam malformagdes corticais, nove (21,4%)
epilepsia e cinco (11,9%) deficiéncia intelectual. Destes 42 pacientes, 32 (76,1%)

apresentaram variantes nulas em ambos os alelos e seis (14,3%) apresentaram
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uma variante nula e uma missense. Em quatro pacientes, foi encontrada apenas

uma variante.

Dos 10/52 pacientes que apresentaram malformagdes corticais, nove
tiveram variantes nulas em ambos os alelos. Foram observadas malformacoes
corticais com mais frequéncia em pacientes com variantes que afetam o dominio
LG da laminina-a2 (regido que se liga a a-distroglicana e integrinas) do que

outros dominios (P 0,016; OR: 6,48; Figura 27).

A presenca de variantes afetando o dominio LG da laminina-a2 se
relacionou com a presencga de epilepsia (P = 0,016; OR:6,48; Figura 27) e com
a capacidade motora maxima. Epilepsia estava presente apenas nos pacientes
nao ambulantes, e nove dos dez pacientes com epilepsia apresentavam
malformagdes corticais. Foi encontrada relacdo entre a presenca de
malformacgdes corticais e deficiéncia intelectual (P = 0,0017; OR:20; Figura 27).
Dos oito pacientes com deficiéncia intelectual, dois ndo conseguiram sentar,

cinco ndo conseguiram andar e apenas um adquiriu marcha independente.
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Figura 27 - Envolvimento do SNC e a localizagao das variantes na proteina

laminina-a2.
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malformacgdes corticais e deficiéncia intelectual

Fonte: Autoria propria

Dos oito pacientes que andavam e foram submetidos a RM de encéfalo,

nenhum tinha malformacdes corticais ou epilepsia. No entanto, um paciente tinha

deficiéncia intelectual com transtorno do espectro autista. Pacientes com pelo

menos uma variante missense nao apresentaram epilepsia (P = 0,0891) ou

deficiéncia intelectual (P = 0,17; Figura 28).

Nao foram incluidos nesta analise os pacientes que apresentaram apenas

uma variante, pois possivelmente tém uma CNV e essa pode estar em fase ou

fora de fase.
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Figura 28 - Tipo de variante e envolvimento do SNC.
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A presenga de a0 menos uma variante nao nula também foi um preditor
de fendtipo mais leve. Houve relagdo estatisticamente significativa entre a
presenca de duas variantes nulas e a presenga de escoliose (p=0.0296), bem
como de constipacgéao intestinal (p=0.0244). Apesar de apenas pacientes com
variantes nulas terem apresentado necessidade de alimentacdo via

gastrostomia, ndo houve relagao estatistica entre a presenga de duas variantes

nulas e a necessidade dessa via de alimentagéo (p=0.397) (Figura 29).
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Figura 29 - Presenga de duas variantes nulas e gravidade clinica da DM-LAMA2
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Fonte: Autoria propria
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6. Discussao

6.1 Quadro clinico e exames prévios

A DM-LAMA2 ¢é uma doenga de amplo espectro clinico de gravidade. A
forma mais comum de apresentagao € a forma congénita, em que o marco motor
maximo € o de sentar sem apoio. No entanto, alguns pacientes manifestam a
habilidade de andar, com ou sem atraso, podendo se apresentar como distrofia
muscular congénita ou distrofia muscular de cinturas (Jones, Morgan et al. 2001,
Gavassini, Carboni et al. 2011, Ding, Zhao et al. 2016). Nessa coorte foram
encontrados tanto pacientes com a forma mais comum de apresentagéo, quanto
pacientes capazes de adquirir a marcha, com ou sem atraso. No entanto, foram
encontrados também pacientes ainda mais graves, sequer capazes de sentar

sem apoio.

Houve uma diferenga estatisticamente significativa entre a idade de
aquisicao do sustento cefalico e do sentar sem apoio entre o grupo de pacientes
que deambulam e que n&o deambulam. Dessa forma, a avaliagado e seguimento
dos marcos motores mostrou-se ser um preditor possivel de gravidade da
doenga da forma congénita, conforme também relataram outros autores
(Geranmayeh, Clement et al. 2010, Zambon, Ridout et al. 2020, Tan, Ge et al.

2021).

Uma parcela relevante de pacientes apresentou baixa movimentagao
intrautero, mas, apesar de manifestarem hipotonia ja ao nascimento, n&o

necessitaram de suporte perinatal ventilatério ou nutricional. Isso diferencia a
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DM-LAMAZ2 de outras miopatias congénitas, cuja apresentagdo neonatal pode
ser grave, com necessidade inclusive de cuidados intensivos (Wesstrom, Bensch
et al. 1986, Schorling, Kirschner et al. 2017, Butterfield 2019). A artrogripose é
um sinal que aparece de forma variavel na literatura médica e nao foi um achado
relevante nessa coorte (Geranmayeh, Clement et al. 2010, Sarkozy, Foley et al.

2020, Zambon, Ridout et al. 2020).

Todos os pacientes dessa coorte tiveram CK aumentada, com média de
aproximadamente 2000, semelhante a encontrada na literatura médica. Isso
ocorreu tanto para nas formas mais leves, quanto nas mais graves da doencga
(Reed 2009, Abdel Aleem, Elsaid et al. 2020, Sarkozy, Foley et al. 2020). Embora
nao tenha sido feito um acompanhamento da CK ao longo dos anos, foi
observado que seus valores eram menores nos pacientes mais velhos. Isto
provavelmente ocorre porque, com a idade, ocorre a progressdo do processo
distréfico, com redugdo da massa muscular e, portanto, da CK. (Bonnemann,

Wang et al. 2014).

A maior parte dos pacientes apresentou apenas alteracdes miopaticas no
registro da eletroneuromiografia. Apenas um, dos 26 pacientes que foram
submetidos ao exame, apresentou redugao da velocidade de conducéo nervosa.
Nao foi objetivo desse estudo avaliar essas alteragdes, mesmo porque varios
exames foram realizados em diferentes instituicdes. Entretanto, esse achado é
diferente do encontrado na literatura médica. Shorer et al e Quijano-Roy et al
encontraram neuropatia desmielinizante na maioria dos pacientes com
deficiéncia total de merosina na bidpsia muscular. (Shorer, Philpot et al. 1995,

Quijano-Roy, Renault et al. 2004). Apesar da alta frequéncia, esse achado
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parece ter pouca contribuigdo para a fraqueza muscular dos pacientes (Sarkozy,
Foley et al. 2020), diferentemente do que ocorre no modelo animal, em que parte

da fraqueza decorre de uma neuropatia grave (Previtali and Zambon 2020).

6.2 DM-LAMAZ2 e a progressao da doenga

A DM-LAMA2 é uma doenga progressiva. No entanto, sdo poucos os
estudos que tenham analisado a histéria natural da doenca (Geranmayeh,
Clement et al. 2010, Zambon, Ridout et al. 2020, Tan, Ge et al. 2021). Ainda mais
raros sdo os estudos prospectivos de historia natural (Meilleur, Jain et al. 2015,
Jain, Meilleur et al. 2019). Uma vez que cada vez mais pesquisas e mais ensaios
de intervencdo estdo em fase de planejamento (Perrin, Rousseau et al. 2017,
Yurchenco and McKee 2019, Zambon and Muntoni 2021), € de suma importancia
se obter avaliacbes e dados de histéria natural dessa populagédo para o

planejamento de testes terapéuticos.

6.2.1 Fungao respiratéria

Nessa coorte, observou-se diferenga na velocidade de progressdo da
doencga entre os pacientes que nunca deambularam e aqueles que adquiriram a
marcha, tendo os primeiros progressdes mais graves. Os pacientes com DM-
LAMAZ2 ndo deambulantes apresentaram queda de 1.85% da CVF/ano, contra
0.98%/ ano dentre os deambulantes. Em um estudo retrospectivo, Zambon et al
encontraram piora de 2.9%/ano dentre os pacientes ndao deambulantes. Esse
estudo ndo avaliou a queda da funcao respiratoria dentre os pacientes

deambulantes (Zambon, Ridout et al. 2020). Nao ha outros estudos prospectivos
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publicados, até o momento, que mostrem a evolugao da piora da CVF ao longo

do tempo.

Assim como foi referido em outros estudos, a maioria dos pacientes nao
necessita de suporte ventilatério no primeiro ano de vida ou de traqueostomia
(Geranmayeh, Clement et al. 2010, Zambon, Ridout et al. 2020). Apenas um
paciente dessa coorte necessitou de traqueostomia devido a falhas de

extubagao apds uma pneumonia.

A média da idade para se iniciar o uso de ventilagdo noturna nio invasiva
(VNI) foi de 10.2 anos, semelhante ao encontrado por Zambon et al, 2020 de
11.7 anos. Em nossa coorte, apos os 15 anos de idade, todos os pacientes com
DM-LAMAZ2 nado deambulantes fizeram uso de ventilagdo noturna nao invasiva
(VNI). Ja dentre os pacientes deambulantes, fizeram uso de VNI apenas aqueles

com mais de 20 anos de idade.

O envolvimento respiratorio na DM-LAMA2 €& causado pela fraqueza
progressiva dos musculos intercostais e acessorios. O torax torna-se rigido e a
complacéncia da parede toracica diminui, contribuindo ainda mais para a
hipoventilagdo alveolar e atelectasias (Reed 2009, Geranmayeh, Clement et al.
2010). Alem disso, devido a tosse fraca, ocorre eliminag&o insuficiente de
secregdes, o que leva a infecgdes pulmonares recorrentes. Essa € a principal

causa de morte dentre os pacientes com DM-LAMA2.

Apesar da aparente preservacdo do musculo diafragmatico, em
ressonancia magnética dinamica, os pacientes com DM-LAMA2 demonstraram
expansdo reduzida da parede toracica (Sarkozy, Foley et al. 2020), o que

também pode contribuir para o disturbio ventilatorio restritivo.
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6.2.2 — Fungao motora

Os pacientes com DM-LAMA2 nao deambulantes apresentaram piora na
funcdo motora, de acordo com a idade. O dominio D1 da escala MFM, que avalia
funcdes de pé e transferéncias, ndo foi uma boa ferramenta de avaliagéo — ja
que esse grupo de pacientes nunca adquiriu a marcha. Ja os dominios D2, D3 e
o total da MFM evidenciaram uma reducgéo estatisticamente significativa de
funcdo motora de acordo com a idade. Houve uma queda de 3.02% da for¢ca/ano
na avaliacado da forga proximal e axial, mais acentuada do que a queda de 1.93%
da forca/ano na avaliacdo da forga distal. Jain et al, 2019, avaliou
longitudinalmente a piora da forga muscular dos pacientes com DM-LAMAZ2,
observando que os ndo deambulantes apresentaram piora de -2,6% forga/ano
no dominio D2 e de -2.16% forga/ano no total da MFM32 (Jain, Meilleur et al.
2019). Assim como nessa coorte, Le Goff et al, 2021 mostraram que o dominio
D2 foi o mais sensivel a mudanga para os ndo-ambulantes e que o dominio D1
nao caracteriza bem a progressao da doenga nesse grupo de pacientes (Le Goff,

Meilleur et al. 2021).

Esse foi o primeiro estudo a usar a escala RULM como ferramenta de
avaliacdo da piora progressiva da forga dos membros superiores, porém a
diferenga de acordo com a idade nao foi estaticamente significativa, o que pode
indicar que a escala MFM ainda pode ser a melhor opg¢ao para o seguimento dos

pacientes (Jain, Meilleur et al. 2019, Le Goff, Meilleur et al. 2021).

Nessa coorte, as escalas motoras nao foram suficientemente sensiveis

para avaliar a progressao da doenga dentre os pacientes deambulantes. Tal
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achado diferiu do que Le Goff et al, 2021 relataram, de que o dominio D1 da
MFM foi sensivel a piora da for¢ga nesse grupo de pacientes (Le Goff, Meilleur et

al. 2021).

Uma vez que as escalas de forca ndo parecem tao sensiveis para medir a
progressao de doenga dentre os pacientes capazes de deambular, a imagem de
musculo (ultrassonografia ou ressonancia magnética) pode ser uma ferramenta
capaz de auxiliar como marcador de progressao (Sarkozy, Foley et al. 2020, Tan,

Ge et al. 2021, Quijano-Roy, Haberlova et al. 2022).

Quijano-Roy et al mostraram que através da ressonéncia magnética, os
musculos da coxa parecem ser os melhores para avaliar a progressdo da
doenga, tanto em pacientes deambulantes quanto ndo desambulantes. O grau
de substituicdo foi predominantemente correlacionado com a duracdo da
doenga, e ndo com o inicio ou a gravidade clinica. Dentre os pacientes
deambulantes foi encontrado padréo de sinal de sanduiche, como ocorre no
COLG6, mostrando que esse sinal ndo € patognomaénico (Quijano-Roy, Haberlova

et al. 2022).

6.2.3 — Goniometria

A funcdo motora dos membros superiores dos pacientes com DM-LAMA2
€ determinada nao apenas pela fraqgueza, mas também por contraturas
articulares proeminentes e progressivas (Bonnemann, Wang et al. 2014,

Bendixen, Butrum et al. 2017).
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Dado que a maioria dos pacientes com DM-LAMA2 nao é capaz de
deambular, é essencial que se avalie os membros superiores como forma

entender a historia natural da progressédo da doenca.

Diferentemente do que ocorreu com as escalas de forga, foi possivel
observar progresséo estatisticamente significativa das retragdes articulares tanto
no grupo de pacientes incapazes de deambular, quanto no grupo que adquiriu
marcha. Entre os pacientes ndo deambulantes, houve piora de 3,22 graus/ano
no cotovelo e de 1,92 graus/ano no joelho. Zambon et al, 2020, em sua analise
retrospectiva, observaram piora de 6.6 graus/ano no cotovelo e de 3.1 graus/ano
do joelho entre os ndo deambulantes (Zambon, Ridout et al. 2020). Jain et al,
2019 mostraram piora progressiva de 4.11 graus/ ano no cotovelo, porém a
mudanga na piora do joelho n&o foi estatisticamente significativa, também entre

0s nédo deambulantes (Jain, Meilleur et al. 2019).

A medida da goniometria foi sensivel para medir a progresséo da doencga
dentre os pacientes deambulantes e isso nunca foi previamente reportado.

Houve piora de 1,41 graus/ano no cotovelo e de 1,95 graus/ano no joelho.

Foi optado por fazer medidas do cotovelo e do joelho ja que em 2018
Bendixen et al mostraram que apenas essas medidas eram sensiveis,
reprodutiveis e tinham pouca alteragao interobservador entre pacientes com

DMC-LAMA2 e DMC-COLG6 (Bendixen, Butrum et al. 2017).

A diferengca de progressdo das retragbes nesse estudo e nos outros
publicados talvez se justifique pela pratica de prescricao de érteses de membros

superiores e inferiores para os pacientes seguidos nessa coorte.
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6.2.4 - Escoliose

Os pacientes com DM-LAMAZ2 apresentaram escoliose progressiva. Dentre
os pacientes ndo deambulantes esse achado foi ainda mais relevante. A idade
média de inicio foi de 6.1 anos de idade e a idade média de necessidade de
corregéo cirurgica de 9 anos de idade, dado semelhante aos encontrado em
estudo retrospectivo de historia natural (Zambon, Ridout et al. 2020). Alguns
pacientes nao evoluiram com escoliose, porém apresentam outras deformidades

de coluna como hiperlordose e espinha rigida (Smeets, Verbrugge et al. 2021).

A piora progressiva da escoliose representa piora da qualidade de vida dos
pacientes, que passam a sentir dor, ter piora da fungao respiratoria e, algumas

vezes, da funcionalidade motora (Sarkozy, Foley et al. 2020).

6.2.5 - Obitos

Ao longo do seguimento, quatro pacientes desse estudo, todos do grupo
nao deambulante, faleceram devido a pneumonia. A idade do 6bito variou de 3
a 11 anos de idade. Esse grupo de pacientes também havia mostrado maior risco
de internacao por infecgcdes pulmonares. Os estudos sobre a expectativa de vida
desses pacientes ndo sao claros, mas relatam risco de morte precoce,
especialmente por problemas respiratérios (Reed 2009, Geranmayeh, Clement
et al. 2010, Sarkozy, Foley et al. 2020, Zambon, Ridout et al. 2020, Tan, Ge et

al. 2021)

6.3 DM-LAMAZ2 e alterag6es no SNC
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Foi possivel demonstrar que o envolvimento do SNC ocorre com frequéncia

entre os pacientes com DM-LAMAZ2.

O envolvimento cerebral relacionou-se com a gravidade motora. Os
pacientes que apresentavam malformagdes cerebrais e epilepsia eram
exclusivamente do grupo ndo ambulante. O envolvimento cerebral também teve
relagdo com o tipo e a localizagao da variante. Os pacientes com malformacdes
corticais apresentaram mais frequentemente duas variantes nulas e variantes

que afetam o dominio LG da laminina- a2.

Os pacientes deambulantes ndo apresentavam malformacdes corticais ou
epilepsia, e apenas um deles manifestou deficiéncia intelectual associada a
transtorno do espectro autista. Pacientes com epilepsia ou deficiéncia intelectual

nao apresentaram variantes missense ou inframe.

Em grandes coortes n&o foram feitas relagdes entre a malformagéo cortical
e o fendtipo motor ou o gendtipo. Genramayeh et al, 2010 descreveram 13 de 34
pacientes que cuja RNM do encéfalo apresentou alteragdes no SNC. Apenas
polimicrogiria foi encontrada e nao foi feita relagao fenoétipo-gendtipo. Nao houve
referéncia a presenga ou auséncia de deficiéncia intelectual (Geranmayeh,
Clement et al. 2010). Tan et al, 2021 descreveram paquigiria occipital em 10 de
114 pacientes submetidos a RNM de encéfalo e hipoplasia pontina em 8, mas
nao houve relacido com epilepsia. Foram relatados pacientes mais velhos com
fendtipo de cinturas que apresentaram epilepsia, porém nio foi analisada a
relacdo fenotipo-gendtipo. Interessantemente, um paciente faleceu de status

epiléptico (Tan, Ge et al. 2021). Zambon et al, 2020 apesar de terem descrito
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uma coorte de 46 pacientes ndo referiu RNM de encéfalo ou deficiéncia

intelectual entre os pacientes (Zambon, Ridout et al. 2020).

Em nosso estudo, a maioria das malformagdes corticais estavam no lobo
occipital, mas também encontramos alteragdes nos lobos frontal e temporal. De
acordo com a literatura, em pacientes com DM-LAMAZ2, alteracbes moderadas
ou sutis na anatomia do SNC, especialmente no lobo occipital, sdo os achados
mais comuns (Salvati, Bonaventura et al. 2021), mas anormalidades estruturais
grosseiras também podem ocorrer (Jayakody, Zarei et al. 2020). Ainda ndo esta
claro por que as malformagdes sdo mais comumente encontradas nas regides
occipito-temporais e acredita-se que as malformacgdes, por ndo serem facilmente
observaveis, possam ser mais extensas do que se acredita. Jayakody et al, por
exemplo, encontraram, em exame post-mortem, malformagdo do tipo
cobblestone simétrica e disseminada, além de displasia cerebelar no cérebro de
um paciente com DM-LAMAZ2, cuja ressonancia magnética havia mostrado

apenas anormalidades sutis (Jayakody, Zarei et al. 2020).

Pacientes com malformagao cortical apresentaram, com maior frequéncia,
variantes no gene LAMAZ2 que afetam o dominio LG da proteina (exons 45-65).
Esse achado pode ser explicado pelo fato de a laminina-a2 se ligar com alta
afinidade ao complexo distrofina-alfadistroglicanas e as integrinas através do
dominio LG (Yoshida-Moriguchi and Campbell 2015). Essa conex&o parece
influenciar a adesédo neuronal, diferenciagdo, crescimento, forma e migragéo
(Yoshida-Moriguchi and Campbell 2015). Além disso, como a laminina-211 é
frequentemente expressa em musculo, células de Schwann, glia limitante,

microvasos intracerebrais e leptomeninges (Menezes, McClenahan et al. 2014),
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a disfungcdo da laminina-a2 pode originar anormalidades cerebrais, incluindo
defeitos de migragcdo neuronal que podem resultar em malformagao cortical
grosseira, como acontece nas a-distroglicanopatias (Devisme, 2012). Isso
sugere que DM-LAMAZ2 e a-distroglicanopatias podem compartilhar mecanismos

celulares subjacentes a patologia do SNC (Arreguin and Colognato 2020).

Neste estudo foi encontrada uma relagao entre a localizagao das variantes
que afetam o dominio LG da laminina-a2 com malformacao cortical e epilepsia.
Dez pacientes manifestaram crises focais ou parciais complexas, e 9 deles
apresentaram malformagdes corticais. A epilepsia foi diagnosticada em uma
idade média de 8,1 anos (variagdo de 6 a 13 anos), a mesma idade mediana
encontrada por Benito e colegas para o inicio das convulsdes (Natera-de Benito,
Muchart et al. 2020). Em sua coorte de 25 pacientes, todos os 9 que
apresentaram epilepsia tinham polimicrogiria (Natera-de Benito, Muchart et al.
2020), dado semelhante ao nosso estudo em que apenas um paciente com
epilepsia ndo apresentou malformacdo cortical na RNM cerebral. Todos os
pacientes em nossa coorte tiveram crises de inicio focal perceptivas ou
disperceptivas, que pode ser um tipo de crise mais dificil de ser identificado pela
familia. Os nove pacientes com epilepsia descritos neste estudo obtiveram
controle das crises usando monoterapia antiepiléptica, e apenas um, que tinha a
malformagao cortical mais extensa, necessitou de terapia antiepiléptica multipla.
Convulsées em pacientes com DM-LAMAZ2 geralmente respondem facilmente a

medicamentos antiepilépticos (Salvati, Bonaventura et al. 2021)

Pacientes com DM-LAMA2 foram inicialmente caracterizados com

inteligéncia normal ou subnormal (Darin and Tulinius 2000, Gavassini, Carboni
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etal. 2011, Bonnemann, Wang et al. 2014). Curiosamente, nossa coorte mostrou
que a frequéncia de deficiéncia intelectual entre esses pacientes ndo é
irrelevante. Deficiéncia intelectual profunda, no entanto, foi encontrada apenas
entre os pacientes incapazes de sentar-se. Como esperado, encontramos uma
relagdo entre malformagédo cortical e deficiéncia intelectual. Publicagdes
anteriores mostraram que em pacientes com DM-LAMAZ2, assim como com
distroglicanopatias, malformagdes cerebrais estdo aparentemente associadas a
disfungdes intelectuais e de linguagem e déficits motores mais graves (Mercuri,
Gruter-Andrew et al. 1999, Brun, Mockler et al. 2017). Esses achados influenciam
o cuidado a esses pacientes, considerando que o quadro clinico e a

neuroimagem nédo s&o tdo homogéneos.

A hipointensidade caracteristica da substancia branca cerebral na RM T1-
WI e o hipersinal T2-WI na substancia branca periventricular e subcortical sdo
rotineiramente observados em pacientes com DM-LAMA2 com mais de 6 meses
de idade (Leite, Lucato et al. 2005) e estavam presentes em todos os pacientes
desta coorte. A patogénese subjacente das alteragdes da substancia branca
ainda nao é clara. Uma hipotese € que a substancia branca contenha aumento
do teor de agua devido a disfungédo da barreira hematoencefalica causada pela
deficiéncia de laminina-a2 (Arreguin and Colognato 2020). Outra hipotese é que
as alteragcbes na substancia branca indiquem alteragcdes estruturais de da
mielina, devido as interagdes entre laminina-a2 e integrinas nos oligodendrocitos
em desenvolvimento (Relucio, Menezes et al. 2012). Nesta coorte, a intensidade
do acometimento da substancia branca esteve relacionada a fungédo motora, com
alteracdes mais difusas nos pacientes ndo deambulantes e predominio de lesdes

focais nos deambulantes.
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6.4 DM-LAMAZ2 e alteragoes histologicas

Conforme ja demonstrado na literatura, houve uma relagdo entre a
presenca parcial de merosina na analise imuno-histoquimica da biopsia
muscular e o fendtipo mais leve que adquire a marcha (Tan, Topaloglu et al.
1997, Reed 2009). No entanto, existem excegdes a essa relagdo do fendtipo com
a imuno-histoquimica. Variabilidade intrafamiliar ja foi relatada, sugerindo que
existam modificadores de doenca que desempenham um papel na definicdo de
fendtipos e gravidade (Prandini, Berardinelli et al. 2004, Di Blasi, Bellafiore et al.
2011). No presente estudo, apenas dois pacientes com auséncia completa de
merosina adquiriram a marcha, porém com atraso importante. Esses pacientes
ficaram restritos a cadeira de rodas com oito anos de idade, e foram os unicos
da coorte que perderam a marcha. Uma revisao de 33 pacientes com DM-LAMA2
documentou a deambulacédo independente de dois pacientes com deficiéncia
completa de merosina, aos 3,6 e 4 anos de idade, respectivamente
(Geranmayeh, Clement et al. 2010). Em uma outra revisdo da coorte de
pacientes com DM-LAMAZ2 atendidos no Dubowitz Neuromuscular Center foram
identificados 6/42 (14%) pacientes que tinham auséncia completa de merosina
na bidpsia muscular e que eram ambulantes por tempo variavel e com suporte
variavel (Sarkozy, Foley et al. 2020). Ocorréncias semelhantes emergem de
outras coortes publicadas, indicando que a deambulagdo durante a infancia
(principalmente com apoio e apenas por periodos limitados) é possivel em até
cerca de 10% dos pacientes DM-LAMAZ2 com deficiéncia completa de merosina

(Jones, Morgan et al. 2001).
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O paciente mais velho da coorte (p59, 37 anos), com fenétipo de distrofia
muscular de cinturas, apresentou na bidpsia muscular padrdo miopatico com
caracteristicas distroficas e presenga de vacuolos intracitoplasmaticos,
associado a leve redu¢do da imunomarcacao da merosina. Tal achado, também
referido por Di Blasi et al, 2000 e Cho et al, 2021 chama a atengao para incluir o
a DM-LAMAZ2 no diagnostico diferencial das miopatias vacuolares (Di Blasi, Mora

et al. 2000, Cho, Kim et al. 2021).

6.5 Genétipo

Foram descritas 21 variantes novas. As variantes de ponto nulas estavam
distribuidas ao longo do gene, sem um hotspot claro. As novas variantes foram
classificadas de acordo com o Colégio Americano de Medicina Genética e
Gendmica e, apesar de nédo ter sido possivel realizar estudos funcionais, todos
0s pacientes apresentavam quadro clinico sugestivo e varios biopsia muscular
com alteracdo na imunomarcacao da merosina. As variantes do tipo missense
mostraram distribuicdo diferente e ficaram mais agrupadas no dominio LN.
Possivelmente variantes missense localizadas nesta regido teriam um efeito
prejudicial na fungédo da laminina-211 através da interrupgdo do enovelamento
da proteina e perda da capacidade de polimerizagdo da laminina-211 (Durbeej

2015, Oliveira, Gruber et al. 2018, Yurchenco, McKee et al. 2018).

Embora variantes sem sentido sejam as mutagdes nulas mais comuns em
DM-LAMAZ2, (Reed 2009, Geranmayeh, Clement et al. 2010, Xiong, Tan et al.
2015, Oliveira, Gruber et al. 2018), nessa coorte a variante mais comum foi uma

nova variante fora de fase (c.1255del - p.lle419Leufs*4) encontrada em 16 alelos
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de 14 pacientes. Esta variante esteve presente em pacientes capazes de sentar,
mas incapazes de andar e sem envolvimento do SNC. Embora a analise de
haplétipos ndo tenha sido realizada, especulamos que a variante c.1255del

poderia ser fundadora na populagao brasileira.

Assim como foi observado em varias das grandes coortes sobre variantes
no gene LAMAZ2, houve uma dificuldade na classificagdo das variantes missense
(Oliveira, Gruber et al. 2018, Tan, Ge et al. 2021). Foram identificadas oito
variantes missense diferentes. A variante c¢.2461A>C (p.Thr821Pro) foi
identificada em cinco pacientes, todos deambulantes. Essa variante ja foi
descrita previamente em pacientes portugueses, em trans, com forma mais leve
de apresentacdo de DM-LAMAZ2 e, portanto, foi classificada como patogénica
(Oliveira, Gruber et al. 2018). A variante c. 3235T>C foi encontrada em trés
pacientes, sendo um deambulante. Nela, a mudanca de sequéncia substitui a
cisteina por arginina no cédon 1079 da proteina LAMA2 (p.Cys1079Arg). O
residuo de cisteina é altamente conservado e ha uma grande diferencga fisico-
quimica entre cisteina e arginina. O paciente p11 foi submetido a bidpsia
muscular e apresentou caracteristicas distréficas com marcacéo parcial para
merosina na imuno-histoquimica. Quatro das outras seis variantes missense
nunca descritas referiam-se a pacientes que apresentavam bidpsia muscular
distrofica com alteragdo na imunomarcagao para merosina eduas missense nao
tiveram outras formas de comprovagao a nao ser ferramentas de bioinformaticas.

As seis foram classificadas como variantes de significado incerto.

Duas variantes em sitio de splicing foram encontradas, ambas afetando

sitios candnicos. Nao foi possivel avaliar seu impacto no nivel de mRNA. Assim,
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o impacto dessas variantes foi analisado com ferramentas de bioinformatica, que

para ambas indicou efeito deletério.

Foram detectadas sete CNVs, trés nunca descritas (delegdo éxon 1,
delecdo éxon 15 e deleg&o do éxon 21). As trés foram encontradas em pacientes
gue nunca adquiriram a marcha. Observou-se um hotspot para as outras CNVs,
sendo comuns a delecdo do éxon 56, que é em fase, bastante descrita em
pacientes da populagdo portuguesa com fenotipo de distrofia muscular de
cinturas e a delecao dos éxons 3-4, que ¢é fora de fase, comumente descrita na
populagdo chinesa em pacientes que n&o adquirem a marcha (Oliveira,
Goncalves et al. 2014, Ge, Liu et al. 2018). Dessa forma, é possivel perceber
qgue nem todas as delegdes de éxons, mesmo extensas, sao variantes que levam
a completa perda de funcdo da proteina, o que dificulta a compreensao da

correlagao feno-genotipica no caso de CNVs.

6.6 Relagao gendtipo-fenétipo

Neste estudo, assim como na literatura, foi confirmado que existe uma
correlagdo feno-genotipica. Pacientes capazes de andar apresentaram com
maior frequéncia ao menos uma variante ndo nula (tipo missense e inframe) e,
entre pacientes com apresentacdo de distrofia de cinturas dos membros foi
possivel encontrar, com maior frequéncia, duas variantes nao nulas.
(Geranmayeh, Clement et al. 2010, Yurchenco, McKee et al. 2018, Sarkozy,
Foley et al. 2020). Apenas dois pacientes com duas variantes nulas adquiririram

marcha independente, porém com muito atraso, e ambos ficaram restritos a
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cadeira de rodas aos oito anos de idade (Jones, Morgan et al. 2001,

Geranmayeh, Clement et al. 2010, Sarkozy, Foley et al. 2020).

Todos os pacientes com malformagao cortical apresentaram variantes
nulas em ambos os alelos e pacientes com epilepsia ou deficiéncia intelectual
ndo apresentaram variantes missense ou inframe. Como ja mencionado no item
6.2, a presenga de variantes no dominio LG se relacionou a malformagao do

SNC.

A presenca de ao menos uma variante nao nula também foi um preditor de
fendtipo mais leve. Houve relagao estatisticamente significativa entre a presenga
de duas variantes nulas e a presencga de escoliose e de constipagao intestinal,
dado que foi também relatado por Geranmayeh et al (Geranmayeh, Clement et

al. 2010)

Apesar de haver uma relacdo entre a presenga de variantes nulas,
auséncia de proteina funcional e gravidade clinica, essa ndo parece ser a unica
explicacao para a variabilidade fenotipica. Di Blasi, et al descreveu uma familia
com DM-LAMA2 em pacientes com a mesma variante, porem com fendtipo
diferente, indicando que pode haver outros genes que influenciam a gravidade
clinica (Di Blasi, Bellafiore et al. 2011). Em nossa coorte, 14 pacientes
mostraram a mesma variante, trés em homozigose. Todos os pacientes
apresentaram a forma classica da doencga, alcangando marco motor maximo de
sentar sem apoio. A excecao foi o paciente p6, que adquiriu a marcha e depois

voltou a perdé-la.

6.7 DM-LAMAZ2 e hipoglicemia
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Ao longo do seguimento do estudo, muitos pacientes com DM-LAMA2
apresentaram hipoglicemia e, durante o ano de 2022, foi feita uma pesquisa ativa
com 48 pacientes que compareceram ao ambulatério. A presenca de
hipoglicemia no periodo neonatal ndo foi considerada. Para a analise, os
pacientes foram divididos em dois grupos: um grupo hipoglicémico composto por
pacientes que apresentaram pelo menos um episddio de hipoglicemia (glicemia
<60mg/dL) e um grupo n&o hipoglicémico composto por individuos sem historico

de hipoglicemia.

Quinze pacientes (15/48 - 31,2%) apresentaram pelo menos um episodio
de hipoglicemia sintomatica e 8/48 (16,6%) tiveram dois ou mais episodios.
Todos os pacientes que apresentaram hipoglicemia foram ndo deambulantes.
Os pacientes apresentaram o primeiro episodio entre dois e 14 anos, com
mediana de idade de seis (DP = 5,2), e o paciente mais velho que continuou
apresentando hipoglicemia foi tinha 20 anos de idade. Onze pacientes (11/48 -
73,3%) tiveram hipoglicemia matinal (apos ficar sem comer no periodo do sono
noturno) e 10/48 (66,6%) relacionada a infecgdes. Durante os episédios, todos
os pacientes referiram sonoléncia como principal sintoma. Quatro (4/48 - 26%)
também apresentaram vOmitos e um apresentou multiplos episédios de

convulsao sintomatica aguda.

Foi observada associagao entre aquisicdo de marcha, uso de ventilador e
de dispositivos de suporte a alimentagcdo e fungdo de degluticdo nos grupos
hipoglicémicos versus nao hipoglicémicos. Nenhum paciente do grupo
hipoglicémico conseguiu deambular (P = 0,006). Os pacientes do grupo

hipoglicémico necessitaram de ventilagdo n&o invasiva (P=0,012) e dispositivos
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de suporte a alimentagéo (P=0,002) com maior frequéncia; Trés pacientes foram
submetidos a gastrostomia devido a recorréncia da hipoglicemia (mais de 10

episodios), o que resultou no controle da hipoglicemia.

Dezesseis pacientes (16/48 - 33%) apresentaram extremo baixo peso
(abaixo do terceiro percentil) e, entre eles, sete estavam no grupo hipoglicémico.
N&o foi observada significancia estatistica entre a presenca de hipoglicemia e
baixo peso extremo. No entanto, uma diferenca estatisticamente relevante foi
observada na comparac¢ao de baixo peso extremo e a recorréncia de episodios
hipoglicémicos, ou seja, a presenca de mais de dois episodios (P = 0,04, OR =

5,7).

A presenca de pelo menos uma variante missense pareceu estar associada
a um menor risco de hipoglicemia (P = 0,07). Quatorze dos 15 pacientes com
hipoglicemia tinham duas variantes de perda de fungcéo e apenas um paciente
com hipoglicemia tinha uma variante LOF e uma variante missense no outro

alelo.

N&o foi observada associagao entre hipoglicemia e ocorréncia de doenca
do refluxo gastroesofagico, constipagcdo intestinal, deficiéncia intelectual,

epilepsia ou escoliose.

Os resultados desta analise indicaram que o risco de hipoglicemia n&o esta
relacionado a um fator isolado como o peso, como Hayes et al. haviam sugerido
anteriormente (Hayes, Yun et al. 2020). Os pacientes que tiveram hipoglicemia
apresentaram um fendtipo mais grave eram incapazes de andar sem apoio e
tinham maior necessidade de suporte ventilatério noturno e dispositivos de

suporte a alimentacéo.
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Os pacientes com hipoglicemia necessitaram de sondas de gastrostomia
com maior frequéncia, mas alguns receberam a indicagdo do dispositivo de
suporte a alimentagdo devido a recorréncia da hipoglicemia, o que pode ter

enviesado a analise.

Curiosamente, n&o foi observada relagao entre hipoglicemia e disturbios
gastrointestinais (isto é, constipagdo e doencga do refluxo gastroesofagico) que
ocorrem frequentemente em pacientes com distrofia muscular congénita e que

podem interferir na ingestdo alimentar e no apetite.

Ja foi descrito que criangcas com doencas neuromusculares e atrofia
muscular tém maior risco de hipoglicemia. Acredita-se que isso ocorra porque,
uma vez esgotadas as reservas de glicogénio no figado, o tecido muscular torna-
se o principal substrato para a gliconeogénese. Uma vez que a massa muscular
é insuficiente, assim como acontece nas distrofias musculares congénitas, pode
ocorrer hipoglicemia, o que pode ser especialmente preocupante em momentos
de grande necessidade de energia, como no combate a infec¢gdes ou durante
longos periodos de jejum (Sunehag, Treuth et al. 2001, Hayes, Yun et al. 2020).
Embora ndo pudemos observar significancia estatistica entre a presenga de
hipoglicemia e extremo baixo peso, esse ultimo se mostrou um fator de risco
aumentado para a recorréncia de eventos hipoglicémicos. Assim, peso e massa
muscular, aparentemente, ndo foram os unicos responsaveis pelos eventos, mas
certamente fazem parte do cenario de fatores de risco. Uma analise experimental
em modelo animal propds que existe uma predisposicdo genética para
hipoglicemia e alteragbes metabdlicas em pacientes com DM-LAMAZ2. Fontes-

Oliveira et al encontraram expresséo desregulada nos genes pfk, pygm, igh3 e
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ant1 em camundongos com mutagao no gene lamaZ2 (Fontes-Oliveira, Steinz et
al. 2017). Esses genes estdo relacionados a glicolise, ao ciclo do acido
tricarboxilico e ao transporte respiratorio de elétrons e fosforilagdo oxidativa, o
que sugere que a fungdo metabdlica pode estar alterada em pacientes com

DMC-LAMAZ2 (Koopman, Ly et al. 2014, Fontes-Oliveira, Steinz et al. 2017).

A associagéao entre a regulagao de outros genes com o nivel de expresséo
da proteina laminina-a2 pode estar ligada ao fato de que pacientes com pelo
menos uma variante ndo nula apresentaram menor risco de hipoglicemia.
Quatorze dos 15 pacientes com hipoglicemia tinham duas variantes com perda
de func&o e apenas um paciente com hipoglicemia tinha uma variante com perda
de fungdo e uma variante missense de significado incerto (c.5651G>A), que ndo
foi publicada anteriormente. Uma analise protedmica do musculo esquelético do
modelo de camundongo dy3K/dy3K com deficiéncia de lama2 descobriu que uma
grande porgdo de proteinas estdo expressas de forma diferente e estédo
envolvidas em varios processos metabolicos (Fontes-Oliveira, Steinz et al. 2017).
Além disso, aparentemente, pacientes com DM-LAMA2 apresentam um
desequilibrio bioenergético, com fungdo mitocondrial prejudicada que leva a
apoptose e protedlise e que também pode causar comprometimento do

metabolismo da glicose (Katsetos, Koutzaki et al. 2013).

Os episodios de hipoglicemia podem ser uma manifestagao relevante que
reduz a qualidade de vida dos pacientes com DM-LAMA2 e aumenta a
necessidade de hospitalizagdo, podendo ser graves o suficiente para diminuir o
nivel de consciéncia e/ou causar crises sintomaticas, conforme foi observado

neste estudo. O paciente que apresentou convulsdes sintomaticas também
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apresentou niveis muito baixos de glicemia, e as convulsdes foram controladas
somente apos a colocacéo da sonda de gastrostomia. E interessante notar que
dois pacientes adicionais sé conseguiram o controle dos episédios de
hipoglicemia apos a colocagdo da sonda de gastrostomia, apesar de nao

apresentarem queixa objetiva de disfagia.

Em conclusao, pacientes com DM-LAMAZ2 correm risco de hipoglicemia. O
risco € mais relevante em pacientes com fenotipo grave e pacientes com
variantes do tipo LOF. Entre os pacientes com peso extremamente baixo, o risco
de episodios recorrentes de hipoglicemia € maior. Dessa forma, a glicemia deve
ser medida ativamente em pacientes em jejum ou com infecgcbes, e os
profissionais de saude devem estar preparados para identificar e tratar esses

pacientes.
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7. Conclusoes

Neste estudo foi possivel demonstrar que:

1. A DM-LAMA2 é uma doenga com um amplo espectro clinico de
gravidade, e os pacientes apresentam alteragdes sistémicas além da fraqueza

muscular.

2. A presenca de malformacgéo cortical, epilepsia, deficiéncia intelectual sdo

achados relevantes nessa populagao

3. Ha uma relagao entre o fendtipo mais grave e o envolvimento do SNC.
Pacientes que n&o deambulam apresentam, mais frequentemente, malformacéo

cortical, epilepsia e deficiéncia intelectual.

4. Ha uma relacao entre o tipo de variante e os achados fenotipicos. Os
pacientes com quadro motor e sistémico mais leve, mais frequentemente
apresentam variantes ndo nulas como missense e inframe, enquanto o0s
pacientes que apresentam duas variantes nulas sdo mais graves do ponto de

vista motor e sistémico.

5. Também ha uma relagdo entre a posi¢cao da variante e os achados de
SNC. Os pacientes com variantes que afetam o dominio LG mais

frequentemente apresentam malformacgao cortical.

6. Embora a DM-LAMAZ2 seja uma doenga progressiva, a velocidade de
piora da fraqueza muscular, retragdes tendineas e funcao respiratéria varia entre

os pacientes deambulantes e ndo deambulantes.
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8. Anexos

Anexo A — Aprovacgao do Projeto

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo clinico, histoloégico e molecular de pacientes com distrofia
muscular congénita por deficiéncia de merosina

Pesquisador: Edmar Zanoteli

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 87782318.2.0000.0068

Instituicao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer:” 2.670.749 Apresentagio do Projeto:

O projeto "Estudo clinico, histolégico e molecular de pacientes com distrofia muscular congénita
por deficiéncia de merosina" € um estudo clinico observacional retrospectivo e prospectivo para
avaliar os aspectos clinicos, as fungdes motoras e a analise molecular do gene da merosina
dos pacientes com distrofia muscular por deficiéncia de merosina.

Objetivo da Pesquisa: Objetivo primario: Estudo clinico, histolégico e molecular de pacientes
com distrofia muscular por deficiéncia de merosina.Objetivos secundarios: Sequenciar o gene
LAMA2 em pacientes com diagnostico clinico e/ou histologico de distrofia muscular sistémica,
para determinar a frequéncia de mutacdes na nossa populagéo. Descrever o fenétipo clinico e
histolégico dos pacientes com mutagdes no LAMA2. Correlacionar a presenga das mutagdes
com o quadro clinico e histoldgico.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios: Riscos: Os riscos estéo relacionados a pungéo venosa
para coleta de sangue e extragdo de DNA. Pode haver desconforto na coleta, e a pele pode
ficar com uma pequena mancha roxa.

Beneficios: Conhecimento mais detalhado dos aspectos clinicos e moleculares dos pacientes
com deficiéncia de merosina, auxiliando no diagnéstico precoce da doenga.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:  Esta pesquisa tem como desfecho
primario determinar o perfil clinico dos pacientes com distrofia

muscular sistémica por deficiéncia de merosina e correlacionar o fenétipo e o genétipo da
doenga.O projeto esta bem descrito.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

O TCLE e o Assentimento para pacientes entre 8 e 18 anos explica a importancia do estudo,
reforcam que a biopsia muscular ndo sera repetida. Os pacientes serdo submetidos apenas a
coleta de sangue para analise laboratorial.O projeto sera submetido a FAPESP apés aprovacéo
pelo CEP, entretanto, o pesquisador principal declara (carta de anuéncia) que se nao houver
apoio da FAPESP, o projeto sera custeado com recursos proprios do setor de miopatias do
Departamento de Neurologia do HC_FMUSP.

Recomendagoes:

O projeto devera iniciar apenas apds a aprovacao pelo CEP.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

As descritas acima.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS no 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 interrupgao do projeto ou a ndo publicagéo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 16/04/2018 Aceito
Basicas do Projeto | ROJETO_1078351.pdf 17:34:41
Outros Carta_anuencia.pdf 16/04/2018 | Edmar Zanoteli Aceitg

17:34:04
Outros EntrevistaquestionariomodeloPB.docx 16/04/2018 | Edmar Zanoteli Aceito|
17:33:02
Outros Executante_de_ outra_instituicao_Clara.| 16/04/2018 | Edmar Zanoteli Aceitg
docx 17:32:17
Outros Compromisso_de_doutorado.pdf 16/04/2018 | Edmar Zanoteli Aceitg
17:31:04
Outros edmarclaraprojetoassinadoPB.pdf 10/04/2018 | Edmar Zanoteli Aceito
21:48:03
Cronograma CronogramaDMCmerosinaPB.doc 10/04/2018 | Edmar Zanoteli Aceito
21:45:10
TCLE / Termos de | TCLEmerosinaPB.doc 10/04/2018 | Edmar Zanoteli Aceito
Assentimento / 21:45:00
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | AssentimentoMerosinaPB.doc 10/04/2018 | Edmar Zanoteli Aceito
Assentimento / 21:44:44
Justificativa de
Auséncia
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Anexo B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da pesquisa: Estudo clinico e molecular de pacientes com distrofia
muscular congénita com deficiéncia de merosina

Pesquisador principal: Clara Gontijo Camelo, CRM 195.367-SP

Pesquisador orientador: Umbertina Reed, Edmar Zanoteli

Instituicao: Departamento de Neurologia, Hospital das Clinicas, Faculdade de
Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP)

Convidamos vocé a participar desta pesquisa que tem como objetivo a
caracterizagao clinica, histologica e do perfil genético dos pacientes com distrofia
muscular congénita com deficiéncia de merosina. Nesta pesquisa serao feitas
avaliagdes clinicas, revisdo das bidpsias musculares ja realizadas e estudo do
DNA. O exame do DNA, neste caso, visa identificar alteragbes nos genes
(mutagdes) que produzem proteinas importantes para a contragdo muscular.
Para esse fim, iremos colher amostra de sangue por meio de pungéo de veia
superficial visivel na regido do brago. A coleta sera realizada no Laboratorio
Central do HCFMUSP, por profissional especializado. Este exame ¢é feito com
uso de agulha descartavel e apresenta desconforto ou risco minimo com retirada
de no maximo 10 mL de sangue. O material sera entdo enviado ao nosso
laboratorio para as analises. Os riscos para a retirada de sangue incluem
sangramento local, a qual € pequeno e facilmente controlado, formacéo de
hematoma e desconforto transitério relacionado a introdugdo da agulha de
coleta.

Este estudo trara para vocé ou seu filho (a) o beneficio de conhecer com
exatiddo o tipo de miopatia distal, para que a equipe médica possa orientar
melhor o seu tratamento, além de oferecer informagdes sobre a evolugdo da
doenga e o risco de repeti¢cdo, caso desejem ter outros filhos.

Em qualquer etapa do estudo, o Sr (a) tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O
principal investigador é a Dra Clara Gontijo Camelo, que pode ser encontrado no
endereco Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 255, Cerqueira César, Sdo Paulo,

Prédio dos Ambulatorios, 60 andar, telefone (11) 26616000, ramal 6341 e na sua
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sala 5131, quinto andar do Instituto Central, telefone (11) 26617878, das 7 as 16
horas de 2a a 5a feira, das 7 as 16 horas, e as 6as feiras, das 7 as 12 horas e
no e-mail claragc@gmail.com. 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, 225 — 5° andar — tel: (11) 2661-7585, (11)
2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br

E garantida a liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e

deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicdo. Nao ha despesas pessoais para o participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha
compensagcao financeira relacionada a sua participagao.

As informacgdes obtidas ser&do analisadas pelos pesquisadores em conjunto
com aquelas de todos os demais pacientes, ndo sendo divulgada a identificagao
de nenhum paciente. O Sr (a) tem o direito de ser mantido (a) atualizado (a)
sobre os resultados parciais e final da pesquisa que neste caso corresponde ao
diagnostico da distrofia muscular congénita com deficiéncia de merosina.

Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Distrofia muscular
congénita com deficiéncia de merosina”. Eu discuti as informagdes acima com
o pesquisador responsavel (Dra Clara Gontijo Camelo) sobre a minha deciséo
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim os objetivos, 0s
procedimentos, os potenciais desconfortos e riscos e as garantias. Ficou claro
também que minha participagéo € isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente
em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste

Servigo.

Assinatura do participante /representante legal Assinatura do responsavel
pelo estudo
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Anexo C - Escala MFM32 com posicao inicial e score

Item Dimensdo Posicdo inicial Exercicios

1 D2 Supino Mantenha a cabega no eixo e faga a rotagdo completa para cada um dos lados

2 D2 Levante a cabega e a mantenha elevada

3 D2 Flexione o quadril & o joelho além de 90°, deslocando o pé do tapete

4 D3 Perna sustentada pelo examinador: realize a flexdo dorsal do pé em 90° em relagdo a perna

5 D2 Eleve uma das mdos do tapete e toque o ombro oposto

6 D1 Membros inferiores semi-fletidos, patelas para cima, pés apoiados sobre o tapete. Eleve a pelve,
coluna lombar, bacia e coxas, mantendo-as alinhadas e com os pés proximos

7 D2 Passe para decdbito ventral e libere os membros superiores debaixo do corpo

8 D1 Sente-se sobre o tapete, sem apoio dos membros superiores

D2 Sentado na maca Sem apoio dos membros superiores, mantenha a posigdo sentada e cologue as maos

em contato entre si

10 D2 Bola de ténis em frente ao sujeito, sem apoio dos membros superiores. Incline-se para frente, toque a
bola e depois volte a posigdo ereta

1 D1 Fique em pé, sem apoio dos membros superiores

12 D1 Em pé Sem apoib dos membros supeﬁores, sente-se na cadéira, mantendo os pésriigeiramente afastados

13 D2 Sentado na cadeira Sem apoio dos membros superiores e sem apoio do encosto da cadeira, mantenha a posicdo sen-
tada, com a cabega e o tronco alinhados

14 D2 Sentado na cadeira Com a cabega posicionada em flexdo: levante a cabega e a mantenha elevada. O movimento e a
manutencdo devem ser feitos com a cabega no eixo

15 D2 Antebragos apoiados sobre a mesa e cotovelos para fora: coloque ao mesmo tempo as duas maos
sobre a cabega, com a cabega e o tronco alinhados

16 D2 Lapis sobre a mesa: togue o lapis com uma das maos, com o cotovelo em extenséo completa no final
do movimento

17 D3 Dez moedas sobre a mesa: pegue sucessivamente e armazene dez moedas de dez centavos em uma
das méos, no tempo de 20 segundos

18 D3 Dedo colocado no centro de um CD-Rom fixo: realize a volta completa do CD-Rom com o dedo, sem j
apoio da mdo

19 D3 Lapis sobre a mesa: pegue o lapis com uma das méos; desenhe uma série continua de voltas de 1cm
de altura, dentro de um retangulo de 4cm de comprimento

20 D3 Folha de papel entre as mdos: rasgue a folha dobrada em quatro comegando pela dobra

21 D3 Bola de ténis sobre a mesa: pegue a bola e depois vire a mdo completamente para cima
segurando a bola

22 D3 Dedo no centro de um quadrado fixo: levante o dedo e depois o coloque sucessivamente no centro
das oito casas do quadrado, sem tocar as linhas

23 D2 Membros superiores ao lado do corpo: ao mesmo tempo coloque os dois antebragos e/ou as maos
sobre a mesa

24 D1 Sentado na cadeira Levante-se, sem apoio dos membros superiores, com o0s pés proximos

25 D1 Em pé; apoio dos Solte-se e mantenha-se em pé, com 0s pés préximos; cabega, tronco e membros alinhados

membros superiores

26 D1 Sem apoio dos membros superiores, levante um pé, por dez segundos

27 D1 Em pé Sem apoio, incline-se, togue o solo com uma das mdos e depois se levante

28 D1 Em pé sem apoio Ande dez passos 2 frente, sobre ambos os calcanhares

29 D1 Ande dez passos a frente, sobre uma linha reta

30 D1 Corra dez metros

3 D1 Salte no mesmo lugar, com um pé, dez vezes sequidas

32 D1 Sem apoio dos membros superiores, agache-se e levante-se duas vezes em seguida

Fonte: adaptagdo/versdo Bérard C, et al.*
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Anexo D — Escala RULM de avaliagao de forca de membros superiores

REVISED UPPER LIMB MODULE FOR SMA

Date of assessment: |_H_|I |
D D

Preferred arm: O Right O Left QAmbidextrous
TLSO worn: O Yes* U No *If Yes, specify type:

CICCICICIC]

Salbutamol O Yes O No

Right elbow contracture 0 Yes O No
Left elbow contracture O Yes O No

Spinal surgery O Yes O No

Tested side O Right O Left

MMM

Y Y Y Y

Start Time: (HH:MM): :
24-hour clock

Patient Name / ID:

Assessor Name:

Assessor Signature:

in extension

of the
movement
Jusing
accessory
muscles

Comments:
A.ENTRY 0 1 2 3 4 5 6
ITEM

No useful Can use hands Canraise 1or2 | Can raise Can raise both Can raise both Can abduct

function of to hold pencil hands to mouth | standardized arms arms both arms

hands. or pick up a but cannot plastic cup with | simultaneously | simultaneously | simultaneously
coin/token or raise a cup with | 200g weight in to shoulder above head elbows in
drivea a 200g weight it to mouth height with or only by flexing extension in a
powered chair, | initto mouth using both without the elbows, full circle until
use phone key hands if compensation. | shortening they touch
pad necessary. Elbows bentor | circumference above the head
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SCORE
Description 0 1 2
R L
Bring hands from lap to table Unable to bring 1 Brings one hand Brings two hands
hand to table completely to table | completely to table,
. LBC LBC
either together or
one at a time
Complete the path bringing the car to With pencil in hand | Able to complete Able to complete
the finish line without stopping or unable to holditor | the path but needs | the path without
taking pencil off of paper? make a mark to stop or raises stops or raising
pencil from paper pencil from paper LBC | LBC
Pick up coins/tokens Cannot pick up one | Can pick up one Can pick up and
coin/token coin/token hold 2 coins/tokens
LBC LBC
Place coin/token into cup Unable to bring Able to bring Able to bring
e On table: horizontal coin/token coin/token to cup coin/token into cup
&)
¢ Atshoulder height: vertical lying horizontally placed at shoulder
k._ [} 0 level
| | > L
Cup horizontal on i || S v
ta.ble atownst length Cup horizontal on Cup vertical at arm
w'ﬂf 90° shoulder table at wrist length length and 90°
flexion from the with 90° shoulder shoulder flexion from
patient flexion from the the patient with cup’s
patient upper rim at shoulder LBC LBC
height under hand

December 16th 2014

Page 2 of 4
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Description 0 1 2 SCORE
Reach to the side and touch the Target: Shoulder 90° | Target: Shoulder 90° Target: Shoulder 135°
coin/token abduction with abduction with abduction, coin/token
Bring hand at shoulder height and coin/token at arm coin/token at arm wrist | at fingertip length
above wrist length length
Brings hand above
Can’t bring hand to | Brings hand to shoulder height,
shoulder height shoulder height, elbow at least at eye
elbow can be bentor | level LBC | LBC
extended
Push button light with one hand Unable to turn the | Able to turn the light | Able to turn the light
light on with one | on momentarily with | on permanently with
hand fingers and/or thumb | fingers and/or thumb
of one hand. of one hand.
Elbow cannot be | Elbow cannot be
higher than the wrist | higher than the wrist
LBC LBC
Tearing paper Cannot tear piece | Tears the sheet of | Tears the sheet of
of paper folded in | paper folded in 2, | paper folded in 4,
two beginning from the | beginning from the
folded edge folded edge
LBC
Open Ziploc container Unable to open. Able to completely
open container on
table or against body
LBC LBC
Raise cup with 200g to mouth Unable to get cup | Cup with 200g to | Cup with 200 g to
to mouth mouth with 2 hands mouth with 1 hand
LBC LBC
Lift weight and bring it from one circle | Unable Slide 200g Lift 200g weight
to the other without sliding
Between horizontal circles
MIDLINE CIRCLE to OUTER on tested side (BC LBC
Lift weight and bring it from one circle | Unable Slide 500g Lift 500g weight
to the other without sliding
Between horizontal circles
MIDLINE to OUTER CIRCLE on tested side LBC LBC
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M Lift weight and bring it from one circle | Unable Slide 200g weight Lift 200g weight
to the other without sliding
Between diagonal circles
ACROSS MIDLINE, INNER TO OUTER LBC LBC
CIRCLE on opposite side
Description 0 1 2 SCORE
N Bring 500g sand weight from lap to Unable to bring | Brings weight to | Brings weight at eye
table or eye level weight to table using | table using two | level using two
two hand hands hands
LBC
0 Bring both arms above head - Unable Can raise both arms | Can abduct both
Score Shoulder abduction simultaneously arms simultaneously
from above head only by | elbows in extension
Entry flexing the elbow in a full circle until
item (using they touch above
compensation) the head
Entry item score 5 Entry item score 6 LBC
P Bring 500g weight above shoulder Unable to lift 500g | Able to lift 500g Able to lift 500g
height- Shoulder abduction weight even with | weight with weight without
compensation compensation compensation
LBC LBC
Q Bring 1kg weight above shoulder Unable to lift 1 kg | Able tolift1 kg Able to lift 1 kg
height- Shoulder abduction weight even with | weight with weight without
compensation compensation compensation
LBC LBC
R Bring hand above shoulder height- Unable Able with Able without
Shoulder flexion compensation compensation
LBC LBC
S Bring 500g weight above shoulder Unable to lift 500g | Able to lift 500g Able to lift 500g
height- Shoulder flexion weight even with | weight with weight without
compensation compensation compensation
LBC LBC
T Bring 1kg weight above shoulder Unable to lift 1 kg | Able tolift1 kg Able to lift 1 kg
height- Shoulder flexion weight even with | weight with weight without
compensation compensation compensation
LBC LBC
TOTAL

December 16th 2014

Page 4 of 4
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