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RESUMO

Miopatia congénita € um grupo de disturbios musculares hereditarios que
geralmente se apresentam com fraqueza muscular, inicio na infancia, e sao
caracterizados por alteragdes histopatolégicas na fibra muscular. Este grupo de
doencas inclui a miopatia de armazenamento de miosina, um subtipo raro de
miopatia caracterizada pela presenca de corpos hialinos subsarcolemais nas fibras
musculares. O objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas clinicas,
histopatolégicas e moleculares de pacientes diagnosticados com miopatia de
armazenamento de miosina. Revisamos retrospectivamente as biopsias de
pacientes provenientes do Banco de Dados de Bidpsias Musculares do Servigo de
Doencas Neuromusculares do Complexo Hospital de Clinicas/UFPR atendidos no
periodo entre 2001 e 2021. Foram identificados 2 pacientes da mesma familia que
apresentavam achados histopatolégicos compativeis com essa miopatia. A partir
destes, foi incluido 5 integrantes da mesma familia, totalizando 7 pacientes. Todos
os pacientes foram submetidos a avaliagdo clinica, 6 pacientes realizaram a
dosagem de CPK, 3 pacientes realizaram a eletroneuromiografia, 6 pacientes
realizaram a avaliacdo cardiaca, um paciente realizou o exame de imagem por
ressonancia magnética, 6 pacientes realizaram a avaliagédo respiratéria e todos os
pacientes realizaram o estudo genético. O inicio dos sintomas ocorreu
predominantemente na primeira infancia. Os achados clinicos mais frequentes
foram: escapula alada, escoliose, hiperlordose, fraqueza predominante em cintura
escapular e pseudo-hipertrofia de panturrilhas. Alguns achados raros importantes
como baqueteamento digital, unhas em vidro de relégio foram observados. A
dosagem de CPK foi elevada na maioria dos pacientes. A eletroneuromiografia
mostrou padrao miopatico. Trés pacientes apresentaram anormalidades cardiacas
relevantes. A espirometria demonstrou redugdo da CVF em todos os pacientes do
nosso estudo. O estudo das imagens revelou lipossubstituicdo e edema dos ventres
musculares da cintura escapular, coxas e gluteos. O estudo anatomopatoldgico
revelou a presencga de corpos hialinos semelhantes as descricbes em literatura. O
diagndstico molecular revelou a mutagao (p.Arg1845Trp) em heterozigose no gene
MYH?7. Os pacientes tém variagdo na apresentacdo das manifestagdes clinicas,
sendo que, alteragcbes tipicas como escapula alada, hiperlordose, e pseudo-
hipertrofia podem ser encontradas na maioria dos pacientes. Alteracdes atipicas
encontradas foram a presenca de baqueteamento digital e unhas em vidro de
relégio. Até o momento 9 casos em literatura relatam a mesma mutagdo em
pacientes diagnosticados com miopatia de armazenamento de miosina, assim, este
estudo confirma que a mutagdo (p.Arg1845Trp) € comum e associada a este
fendtipo. Este estudo contribui para a descrigdo clinica, morfolégica e molecular
dessa doenca rara.

Palavras-chave: miopatias congénitas; miopatia de armazenamento de miosina;
biépsia muscular; corpos hialinos; MYH?.



ABSTRACT

Congenital myopathy is a group of inherited muscle disorders that usually present
with muscle weakness, onset in infancy, and are characterized by histopathologic
changes in the muscle fiber. This group of disorders includes myosin storage
myopathy, a rare subtype of myopathy characterized by the presence of
subsarcolemmal hyaline bodies in muscle fibers. The aim of this study was to
evaluate the clinical, histopathological, and molecular characteristics of patients
diagnosed with myosin storage myopathy. We retrospectively reviewed patient
biopsies from the Muscle Biopsy Database at Servigco de Doengas Neuromusculares
do Complexo Hospital de Clinicas/UFPR seen between 2001 and 2021. We identified
2 patients from the same family who presented histopathological findings compatible
with this myopathy. From these, 5 members of the same family were included,
totaling 7 patients. All patients underwent clinical evaluation, 6 patients underwent
CPK dosage, 3 patients underwent electroneuromyography, 6 patients underwent
cardiac evaluation, one patient underwent magnetic resonance imaging, 6 patients
underwent respiratory evaluation, and all patients underwent a genetic study. The
onset of symptoms occurred predominantly in early childhood. The most frequent
clinical findings were: winged scapula, scoliosis, hyperlordosis, predominant
weakness in the shoulder girdle and pseudohypertrophy of the calves. Some
important rare findings like digital clubbing, watch-glass nails were observed. CPK
dosage was elevated in most of the patients. Electroneuromyography showed
myopathic pattern. Three patients had relevant cardiac abnormalities. Spirometry
demonstrated reduced FVC in all patients in our study. Imaging study revealed
liposubstitution and edema of the muscle ventres of the scapular waist, thighs and
buttocks. The pathological study revealed the presence of hyaline bodies similar to
descriptions in the literature. Molecular diagnosis revealed a mutation (p.Arg1845Trp)
in heterozygosity in the MYH7 gene. The patients have variation in the presentation
of clinical manifestations, with typical changes such as winged scapula,
hyperlordosis, and pseudohypertrophy being found in most patients. Atypical
changes found were the presence of digital clubbing and watch-glass nails. To date 9
cases in literature report the same mutation in patients diagnosed with myosin
storage myopathy, thus this study confirms that the mutation (p.Arg1845Trp) is
common and associated with this phenotype. This study contributes to the clinical,
morphological and molecular description of this rare disease.

Keywords: congenital myopathies; myosin storage myopathy; muscle biopsy; hyaline
bodies; MYH?7.
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1 INTRODUGAO

As miopatias congénitas referem-se a um grupo de doengas musculares
hereditarias de aspectos clinicos, histolégicos e moleculares variaveis que
apresentam fraqueza muscular com inicio na infancia, caracterizadas geralmente por
um curso clinico lentamente progressivo (CASSANDRINI, et al, 2017). O
diagndstico das miopatias congénitas € realizado a partir de uma analise criteriosa
dos achados clinicos, e, achados na bidpsia muscular que constitui um dos pilares
fundamentais para o diagnostico. Ademais, os exames de enzimas musculares,
eletroneuromiografia, imagem muscular e estudo genético auxiliam no diagndstico
diferencial (BISCIGLIA; MALFATTI, 2020).

Nas miopatias congénitas varios genes ja foram associados a diferentes
expressbes fenotipicas, bem como, histopatoldgicas, indicando a elevada
heterogeneidade destes disturbios musculares. Em outras palavras, multiplas
mutacdes genéticas podem causar as mesmas alteragdes histoldgicas, e algumas
mutagcbes genéticas podem causar mais de uma alteracdo patologica
(CASSANDRINI, et al., 2017). Assim, as anormalidades histopatolégicas permitem
uma classificagdo preliminar e os avangos na area da genética vém contribuindo

para a reorganizagao dessas classificagdes (D'AMICO; BERTINI, 2008).

Historicamente, os subtipos das miopatias congénitas foram classificadas
conforme as alteragdes estruturais encontradas no exame de bidpsia muscular e
divididas seguinte forma: miopatia com presencga de cores (subtipos: central core e
multiminicore); miopatia centronuclear (subtipos: miopatia miotubular e centronuclear
autossbmica); miopatia de despropor¢cdo congénita de tipo de fibra; miopatia
nemalinica (subtipos: core rod, cap, corpos zebrdides) e miopatia de
armazenamento de miosina (CASSANDRINI, et al., 2017). Uma meta-analise
recente demonstrou que a prevaléncia estimada das miopatias congénitas na
populacao geral € de 1,5 casos por 100.000 individuos (HUANG; BI; YANG, 2021).
Neste estudo iremos abordar os aspectos clinicos, histologicos e genéticos em
pacientes de uma familia com miopatia de armazenamento de miosina em duas

geracoes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A miopatia de armazenamento de miosina ou miopatia de corpo hialino € uma
miopatia rara caracterizada pela presencga de corpos hialinos subsarcolemais nas
fibras musculares do tipo 1, com cerca de 75 casos descritos em literatura
(VISWANATHAN et al., 2017). Essa doenca foi descrita pela primeira vez em 1971,
sendo denominada inicialmente como “miopatia familiar com provavel lise de
miofibrilas em fibras do tipo I” (CANCILLA, et al., 1971). Na sequéncia, Sahgal e
Sahgal (1977) relataram um caso de miopatia caracterizada por fraqueza escapulo-
peroneal e presenca de estruturas subsarcolemais reativas a adenosina trifosfatase
(ATPase) acida nas fibras musculares afetadas. Posteriormente, Engel e Banker
(1986) detalharam as caracteristicas dessas estruturas, sendo palidas a reacéo de
hematoxilina-eosina (HE) e ao tricromico de Gomori (TG), reativas a ATPase acida e
nao reativas para as enzimas oxidativas e sugeriram a denominagao de corpos
hialinos devido a aparéncia vitrea dessas inclusdes na coloragcéo tricrémica.
Dubowitz, Oldfords e Sewry (2013) documentaram essas estruturas conforme
exemplificado na FIGURA 1. Dessa forma, a partir destes achados, o termo miopatia
de corpos hialinos foi introduzido de forma preferencial até meados do ano de 2003
(CEUTERIK; MARTIN; MARTENS, 1993; BAROHN; BRUMBACK; MENDELL, 1994;
MASUZUGAWA, et al., 1997; BOHLEGA et al., 2003).

FIGURA 1 - CARACTERISTICAS ANATOMOPATOLOGICAS DAS FIBRAS MUSCULARES NA
MIOPATIA DE ARMAZENAMENTO DE MIOSINA

¥ N

T \ -;_.- " (' l 5 ; ... By
M r. 1\ : e i S

LEGENDA: Em A: Coloragdo em HE, material hialino subsarcolemal; Em B: Coloragdo em TG,
material hialino subsarcolemal; Em C: Reagcdo em NADH-TR (nicotinamida desidrogenase tetrazolium
redutase) corpos hialinos néo reativos.

FONTE: Dubowitz; Oldfords; Sewry (2013).
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Conseguinte, Tajsharghi et al. (2003) realizou o primeiro estudo genético em
em duas familias e identificou a mutacdo missense (p.Arg1845Trp) no gene MYH?7,
que fornece as informagdes necessarias para codificar a cadeia pesada beta (B)-
miosina e propuseram um novo termo para essa doencga: “miopatia de
armazenamento de miosina”. Essa proteina constitui os filamentos grossos do
sarcomero e é encontrada no musculo cardiaco e nas fibras musculares
esqueléticas do tipo 1. Desta forma, essa foi a primeira miopatia do musculo
esquelético descrita como sendo causada por uma mutagdo no gene MYH7
(VISWANATHAN, et al., 2017). Desde entao, analises genotipicas identificaram 8
mutagdes responsaveis pela causa dessa miopatia, conforme representado na
FIGURA 2 (LAING, et. al., 2005; SHINGDE, et al., 2006; PEGORARO et al., 2007;
KINPHUTH et al., 2010).

FIGURA 2 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DA PROTEINA MIOSINA E
MUTACOES ASSOCIADAS A MIOPATIA DE ARMAZENAMENTO DE MIOSINA
e 8aZzx2z2
[=2] = [
e
-Cadeia essencial leve - %W X

~" ..Cadeia regulatoria leve

)

Cauda - 2 cadeias pesadas

Cabecas da miosina

FONTE: Adaptado de VISWANATHAN et al. (2017)

A apresentacdo clinica € ampla e heterogénea. Foram descritos 33 casos
com inicio na infancia (SAHGAL; SAHGAL, 1977; CEUTERIK; MARTIN; MARTENS,
1993; BAROHN; BRUMBACK; MENDELL, 1994; MASUZUGAWA, et al., 1997,
BOHLEGA et al., 2003; TAJSHARGHI et al., 2003; ONENGUT, et al., 2004; LAING
et al., 2005; RAFAY; HALLIDAY; BRIL, 2005; SHINGDE, et al., 2006; PEGORARO
et al., 2007; URO-COSTE et al., 2009; STALPERS, et al., 2011; BANFAI, et al.,
2017; MAMELONA, et al., 2019), e 22 casos em que 0s pacientes permaneceram
assintomaticos até a fase adulta (MASUZUGAWA, et al., 1997; BOHLEGA et al.,
2003; ONENGUT, et al., 2004; TAJSHARGHI et al., 2003; PEGORARO et al., 2007,
URO-COSTE et al., 2009; KINPHUTH et al., 2010; BANFAI, et al., 2017; LI et al.,
2018). Quanto a evolugcédo da doenga, a miopatia de armazenamento de miosina foi
lenta e progressiva na maioria dos casos (CANCILLA, et al., 1971; MASUZUGAWA,
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et al., 1997; TAJSHARGHI et al., 2003; BOHLEGA et al., 2003; LAING et al., 2005;
SHINGDE, et al., 2006; PEGORARO et al., 2007; LI et al., 2018).

No que tange a distribuicdo e localizagdo da fraqueza muscular, observa-se
predominancia nos musculos proximais, simétricos, com o envolvimento da cintura
pélvica e escapular (SAHGAL; SAHGAL, 1977; BAROHN; BRUMBACK; MENDELL,
1994; MASUZUGAWA, et al., 1997; TAJSHARGHI et al., 2003; RAFAY; HALLIDAY;
BRIL, 2005) embora acometimento distal e menos acentuado também tenha sido
relatado (TAJSHARGHI et al., 2003; SHINGDE, et al., 2006; PEGORARO et al.,
2007). Outro achado importante € a marcha anserina, observada em 16 casos
relatados em literatura (SAHGAL; SAHGAL, 1977; BAROHN; BRUMBACK;
MENDELL, 1994; MASUZUGAWA, et al, 1997; TAJSHARGHI et al., 2003;
ONENGUT, et al., 2004; LAING et al., 2005; TAJSHARGHI et al., 2007; STALPERS,
et al., 2011; BANFAI, et al., 2017). Além disso, as caracteristicas clinicas mais
frequentes descritas em literatura sdo: escapula alada (n=15) hiperlordose (n=9)
hipertrofia de panturrilhas (n=10) e pés caidos (n=11) (SAHGAL; SAHGAL, 1977;
MASUZUGAWA, et al., 1997; TAJSHARGHI et al., 2003; RAFAY; HALLIDAY; BRIL,
2005; SHINGDE, et al., 2006; PEGORARO et al., 2007; TAJSHARGHI et al., 2007;
KINPHUTH et al., 2010; STALPERS, et al., 2011; BANFAI, et al., 2017; LI et al.,
2018). Os achados menos frequentes, porém também importantes, incluem: palato
ogival (n=4) e escoliose (n=8) (BOHLEGA et al., 2003; TAJSHARGHI et al., 2007).

A dosagem dos niveis de creatina fosfoquinase (CPK) foram feitas em 40
pacientes. Destes, 11 casos mostraram niveis normais com valores de até 188 U/L
(SAHGAL; SAHGAL, 1977; MASUZUGAWA, et al., 1997; PEGORARO et al., 2007;
BANFAI, et al., 2017); 12 casos mostraram um aumento sérico entre 1 e 2 vezes o
limite da normalidade com valores de até 529 U/L; 5 casos mostraram um aumento
sérico entre 3 e 4 vezes o limite da normalidade com valores de até 812 U/L; 4 casos
mostraram um aumento sérico entre 5 e 6 vezes o limite da normalidade com valores
de até 1000 U/L; (TAJSHARGHI et al., 2003; ONENGUT, et al., 2004; RAFAY;
HALLIDAY; BRIL, 2005; LAING et al., 2005; SHINGDE, et al., 2006; TAJSHARGHI et
al., 2007; KINPHUTH et al., 2010; STALPERS, et al., 2011; LI et al., 2018); Um caso
apresentou dosagem elevada de 18 vezes o limite da normalidade (3000 U/L). Além

disso, 4 publicagdes mencionaram dosagem elevada, e 3 publicagdes mencionaram
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dosagem ligeiramente elevada, porém, sem detalhar o nivel sérico especifico
(SAHGAL; SAHGAL, 1977; BAROHN; BRUMBACK; MENDELL, 1994;
MASUZUGAWA, et al., 1997).

A eletromiografia de agulha mostrou padrdo miopatico em 11 casos
(SAHGAL; SAHGAL, 1977; BAROHN; BRUMBACK; MENDELL, 1994; BOHLEGA et
al., 2003; MASUZUGAWA, et al., 1997; TAJSHARGHI et al., 2003; ONENGUT, et
al., 2004; TAJSHARGHI et al., 2007; KINPHUTH et al., 2010; STALPERS, et al.,
2011; LI et al., 2018); Apenas 3 casos mostraram que o exame estava normal
(SAHGAL; SAHGAL, 1977; MASUZUGAWA, et al., 1997; STALPERS, et al., 2011).
Os estudos de conducédo nervosa foram normais em 5 pacientes investigados
(SAHGAL; SAHGAL, 1977; BAROHN; BRUMBACK; MENDELL, 1994;
MASUZUGAWA, et al., 1997; LAING et al., 2005).

A avaliagao cardiaca apresentou dados heterogéneos. No estudo de Bohlega
et al. (2003) 3 pacientes apresentaram os exames de ecocardiograma transtoracico
(ETT) normais. O estudo de Tajsharghi et al. (2003) relatou dois pacientes em que
exames de eletrocardiograma (ECG) e ETT nado apresentaram evidéncias de
cardiomiopatia, embora um dos pacientes apresentava atrio esquerdo ligeiramente
aumentado e fibrilagéo atrial. O estudo de Onengut ef al. (2004) apresentou um caso
em que a avaliagdo cardiaca estava normal, e um segundo caso em que o ETT
mostrou disfung¢ao sistélica global com fracdo de ejecdo de 30% e hipocinesia
ventricular esquerda. Laing et al. (2005), relatou dois pacientes sendo que, um
deles, apresentou a avaliagao cardiaca normal, exceto, por uma leve hipertrofia do
septo observada no ETT. O segundo paciente apresentou ECG e Holter de 24 horas
com bloqueio de ramo esquerdo e o ETT revelou discreta cardiomegalia. O estudo
de Tajsharghi et al. (2007) revelou anormalidades cardiacas em uma familia, em que
3 irmaos desenvolveram fraqueza muscular respiratéria e cardiomiopatia hipertroéfica.
O ECG mostrou bloqueio de ramo direito, desvio do eixo a direita e taquicardia
sinusal e o ETT revelou cardiomiopatia hipertroéfica ndo obstrutiva com pressao
ventricular direita elevada e padrao ventricular direito e esquerdo restritivo em um
dos pacientes. A investigagdo cardiaca nos outros dois irmaos revelou
cardiomiopatia hipertréfica biventricular, além disso, um deles foi diagnosticado com

insuficiéncia cardiaca. O estudo de Pegoraro et al. (2007) mostrou bloqueio
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completo do ramo esquerdo no ECG de um dos pacientes. Uro-coste et al. (2009)
relatou o caso de uma paciente de 52 anos diagnosticada com cardiomiopatia
hipertréfica com leve diminuicdo da fungao sistdlica ventricular esquerda (FEVE
52%). O eletrocardiograma mostrou hipertrofia ventricular esquerda com um indice
de Sokolow-Lyon de 38 mm. A filha desta paciente também apresentou
anormalidades cardiacas: dilatacdo do ventriculo esquerdo, fracdo de ejecao de
30% e miocardio severamente espessado em duas camadas, numerosas
trabeculacdes proeminentes e recessos intertrabeculares profundos. Kinphuth et al.
(2010) nao identificou anormalidades cardiacas. Stalpers et al. (2011) relatou um
paciente em que o ECG nao apresentou alteragbes, e ETT demonstrou
contratilidade discretamente reduzida do ventriculo esquerdo. Por fim, Mamelona et
al. (2019) também relata o envolvimento cardiaco com bradicardia de 58 bpm

(batimentos por minuto) em um paciente.

Os estudos de fungéo respiratéria foram heterogéneos. O estudo de Shingde
et al. (2006) relatou fraqueza muscular respiratoria em um dos pacientes, sendo que
o teste de funcéo respiratoria apresentou presséo inspiratéria maxima (113% do
previsto) e pressao expiratéria maxima reduzida (58% do previsto). Pegoraro et al.
(2007) realizou o teste de espirometria e tanto a capacidade vital forcada (CVF)
quanto o volume expiratério forcado (VEF) foram normais. Kinphuth et al. (2010)
relatou que as investigagdes pulmonares nao mostraram alteragbes, e, nao
especificou os métodos de investigacéo. Stalpers et al. (2011) relatou que os testes
de funcao respiratéria mostraram CVF e VEF de 70% e 82% dos valores normais.
Mamelona et al. (2019) realizou o teste de espirometria e identificou funcao

pulmonar muito fraca com CVF de 27% e VEF de 29% dos valores normais.

Poucos estudos realizaram o exame de imagem por ressonancia magnética
de musculo. No estudo de Li et al. (2018), o exame de ressonancia magnética dos
musculos da coxa mostrou alteragdo gordurosa nos musculos biceps femoral, adutor
longo e magno, sartério, semimembranoso e semitendineo. O musculo gracil
apresentou alteragdes discretas, e, em contrapartida, os musculos vasto
intermediario, vasto lateral e medial foram poupados. Os musculos da perna que
foram predominantemente afetados incluiram os musculos gastrocnémio medial,

fibular e tibial anterior. O estudo de Kinphuth et al. (2010) relatou atrofia gordurosa
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do musculo gastrocnémio como principal achado. Ademais, todos os pacientes
investigados no estudo de Pegoraro et al. (2007) revelaram anormalidades no
exame de imagem muscular por ressonancia magnética. O padrdao de acometimento
envolveu os membros inferiores: biceps femoral, semimembranoso e preservagao do
semitendineo, gastrocnémio, tibial anterior, alteracbes pequenas no quadriceps e

iliopsoas. Nos membros superiores o deltéide foi o musculo mais acometido.

Os pacientes com miopatia de armazenamento de miosina exibem
heterogeneidade nos aspectos genéticos. Analises genotipicas identificaram oito
mutagdes que causam essa miopatia conforme dito anteriormente: R1845W,
H1901L, L1793P, E1883K , L1779P, X1936W , K1784del e R1820W
(VISWANATHAN, et al., 2017). Quanto aos padrdes de heranga existem formas
autossdmicas dominantes R1845W, H1901L, L1793P, L1779P, X1936W e K1784del
(TAJSHARGHI et al., 2003; BOHLEGA et al., 2003; MASUZUGAWA, et al., 1997;
SHINGDE, et al, 2006), como também formas autossébmicas recessivas
(TAJSHARGHI et al., 2007; YUCEYAR, et al., 2015).

O gene MYH?7, localizado esta no brago longo do cromossomo 14, na regiao
1, banda 1, sub-banda 2 (14q11.2), composto por 40 éxons, fornece as informagdes
necessarias para codificar uma proteina chamada cadeia pesada beta (3)-miosina.
Essa proteina constitui os filamentos grossos do sarcOmero e € encontrada no
musculo cardiaco e nas fibras musculares esqueléticas do tipo 1(TAJSHARGHI,
et.al., 2003).

A miosina muscular tipo Il € uma proteina hexamérica composta por 2
subunidades de cadeia pesada ou cauda, enroladas em forma de hélice, sendo
separadas em meromiosina leve e pesada, e 4 cadeias leves de miosina. A regiao
da cabega da miosina realiza a funcdo de interagir com a actina e promover o
movimento muscular, assim como proporcionar forma na arquitetura das células. A
regido da cauda ou subunidade da cadeia pesada beta (B)-miosina, realiza a
interacdo com outras proteinas, incluindo a interagdo com a cauda de outras
proteinas miosinas do tipo Il, assim, essa proteina gera a forgca necessaria para a
contracdo muscular (TAJSHARGHI, 2008).
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Mutagcbes no gene MYH7 estdo relacionadas também a outros fendtipos:
miopatia distal de Laing (OMIM 160500), forma miopatica da sindrome escapulo-
peroneal (OMIM 181430) cardiomiopatia hipertrofica 1 (OMIM 192600);
cardiomiopatia dilatada 1S (OMIM 613426) e ndo-compactacéo ventricular 5 (OMIM
613426). As doengas relacionadas ao gene MYH7 véem crescendo
significativamente como um importante grupo, no qual, as caracteristicas clinicas,
histopatolégicas e moleculares s&o variaveis. E importante destacar que éxons
codificadores das regides mais proximais da proteina sdo a causa da cardiomiopatia
hipertréfica, em contrapartida, os éxons codificadores das porcdes distais (cauda)
tém sido associadas a varias miopatias esqueléticas que podem acometer ou ndo a
funcdo cardiaca, incluindo a miopatia distal de Laing e miopatia de armazenamento
de miosina (VISWANATHAN, et al., 2017).

Os dados clinico-laboratoriais mais importantes de 19 casos descritos em
literatura em que foi identificada a mutagéo (p.Arg1845Trp) no gene MYH7 estao
resumidos na TABELA 1.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste estudo € conhecer as caracteristicas clinicas, morfologicas, e
moleculares em pacientes diagnosticados com miopatia de armazenamento de

miosina.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever os dados clinicos dos afetados;
e Caracterizar os aspectos morfolégicos da bidpsia muscular;

¢ |dentificar a mutagédo genética e o padrao de heranga nos envolvidos.
4 JUSTIFICATIVA

A miopatia de armazenamento de miosina € uma doenga rara e os estudos na
literatura sdo escassos. Entretanto, com os avangos na area genética, varias
mutacdes foram associadas a essa doenca, conforme revisao da literatura descrita
anteriormente. Tal fato demonstra a variabilidade genética e proporciona uma
compreensao melhor e mais abrangente da doenca, possibilitando diferenciar as
suas formas clinicas e orientar de forma precoce os pacientes e os seus familiares.
O diagndstico molecular é de suma importancia, assim como os achados clinicos e
histopatolégicos, para a obtengdo de uma melhor compreensdo dos mecanismos
fisiopatolégicos envolvidos, oferecendo aos pacientes um conhecimento mais amplo,

direcionamento de estratégias terapéuticas e monitoramento apropriado.
5 MATERIAIS E METODOS
5.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Complexo
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR) conforme
parecer de numero 4.520.927, e registrado sob o CAAE 41039020.0.0000.0096.
ApoOs explicacdo detalhada, os participantes da pesquisa assinaram de forma

voluntaria o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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5.2 DELINEAMENTO DA PESQUISA

Estudo descritivo de amostra por conveniéncia nao probabilistica.

5.3 LOCAL DO ESTUDO E PERIODO

O estudo clinico, eletroneuromiografia, espirometria, imagem por ressonancia
magnética e estudo anatomopatolégico foi conduzido nas dependéncias do
Complexo Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR). O
exame laboratorial e os exames de avaliagdo cardiolégicas foram realizados em
servico externo. O estudo genético foi realizado pelo laboratério de biologia
molecular Unigenne e Centro de Estudos do Genoma Humano -Universidade de Sao

Paulo. Todos no periodo entre 2020 e 2022.
5.4 CASUISTICA

Nao houve delimitagcao da populagao a ser estudada. A intengao foi englobar
a maior quantidade possivel de pacientes desta familia que consentiram

voluntariamente em participar da pesquisa.

5.4 1 Critérios de inclusao

Foram incluidas as bidpsias musculares ja existentes no banco de dados do
Servico de Doengas Neuromusculares do Complexo Hospital de Clinicas,
Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR), em que o registro anatomopatoldgico

apresentava estruturas de corpos hialinos no periodo entre 2001 e 2021.
5.4.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos todos os pacientes que ndao apresentaram o consentimento

em participar do estudo genético.
5.5 PACIENTES

Inicialmente foram selecionados 2 pacientes através do laudo de bidpsia
muscular com diagnodstico de miopatia de armazenamento de miosina disponivel no

banco de dados do Servico de Doengas Neuromusculares do Complexo Hospital de
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Clinicas, Universidade Federal do Parana (CHC-UFPR). Posteriormente foram
incluidos 5 pacientes da mesma familia com a apresentagao clinica compativel com
a doenga, totalizando 7 pacientes. Os mesmos foram convocados para atendimento
no seu respectivo centro de origem. O comparecimento foi de livre e espontanea
vontade ao local designado, orientados sobre o atendimento voltado para pesquisa,
sendo que, o ndao comparecimento, de forma alguma influenciaria no manejo clinico
ja pré-estabelecido. Todos os pacientes assinaram o TCLE. Apds a assinatura do
termo todos os pacientes foram submetidos a avaliagdo clinica, 6 pacientes
realizaram a dosagem de CPK, 3 pacientes realizaram o exame de
eletroneuromiografia, 6 pacientes realizaram exames de ecocardiograma
transtoracico, eletrocardiograma e espirometria, um paciente realizou o exame de
imagem por ressonancia magnética e 7 pacientes foram submetidos a coleta de

sangue periférico para estudo genético.
5.5.1 Estudo clinico

A avaliagdo clinica de todos os pacientes fol realizado a partir de um
protocolo de atendimento e coleta de dados conforme (APENDICE 1). Este protocolo
inclui os dados demograficos, curso clinico, histérico familiar e exame fisico geral.
No exame neurolégico foram avaliadas a forga muscular selecionados pela escala
modificada de Medical Research Council (MRC) (MENDELL; FLORENCE, 1990)
(APENDICE 2). Nesta avaliagéo foram fotografados os achados fisicos relevantes

apos a assinatura do TCLE para foto e video (ANEXO I).
5.5.2 Exame Laboratorial

A dosagem sérica da CPK foi realizada em laboratério externo pelo método
de Cinética Enzimatica (Teste UV). O nivel de CPK foi considerado normal quando o
resultado variou entre 39,0 a 308,0 U/L para homens e entre 26,0 a 192,0 U/L para
mulheres (MORANDI, et al., 2006).

5.5.3 Eletroneuromiografia

O exame de eletroneuromiografia foi realizado conforme as técnicas da rotina

estabelecidas no Servico de Eletroneuromiografia do Complexo Hospital de
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Clinicas/lUFPR, segundo as descrigdes de literatura (DUMITRU, et al., 2002,
WERNECK; LIMA, 1988).

5.5.4 Eletrocardiograma e Ecocardiograma Transtoracico

Os exames de eletrocardiograma (ECG) foram realizados com o aparelho
Page Writer TC10 (Philips). Os exames de ecocardiograma transtoracico (ETT)
foram realizados com o aparelho Vivid |IQ (GE Healthcare). Todos os ECGs e ETTs
foram executados pelo mesmo profissional. Parametros de rotina foram avaliados
em ambos os exames e, adicionalmente, foi avaliado o strain longitudinal global do
ventriculo esquerdo por meio da técnica de speckle tracking bidimensional. As
medidas ecocardiograficas foram realizadas seguindo as recomendacgdes da
Sociedade Americana de Ecocardiografia e da Associagao Europeia de Imagem
Cardiovascular (LANG, et al., 2015).

5.5.5 Espirometria

Para a avaliacdo pulmonar foi utilizado o espirdbmetro da marca Micromedical
modelo microplus. Foi realizada a mensuragdo da capacidade vital forcada (CVF). O
célculo do previsto e do limite inferior (LI) para cada paciente foi realizado conforme
os valores de referéncia para a populacéo brasileira, conforme idade, sexo e
estatura (PEREIRA; SATO; RODRIGUES, 2007). Para a avaliagdo da gravidade do
disturbio restritivo foram considerados os valores de porcentagem do previsto da
CVF: leve 60%-LI (limite inferior), moderado 51-59%, e grave <50% (PEREIRA,

2002). Todos os testes foram executados pelo mesmo profissional.

5.5.6 Estudo por imagem com ressonancia magnética

O estudo por imagens das estruturas musculares foi feito com ressonancia
magnética do corpo inteiro. O procotolo padrao para avaliagédo do sistema musculo
esquelético inclui sequéncias FSE, ponderadas em T1 e T2, e sequéncias com
supressao de gordura do tipo STIR ou T2 FSE (HARTMANN; RODRIGUES, 2014).
O Setor de Ressonancia Magnética do servigo de Radiologia do Complexo Hospital
de Clinicas aplica um protocolo com as ponderagdes tradicionais: T1 e STIR (short
time inversion recovery) nos planos axial e coronal, utilizando o aparelho SIGNA™
Explorer 1.5 Tesla da GE HealthCare.
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5.5.7 Bi6psia Muscular

Foram revisados os laudos anatomopatoldgicos dos pacientes atendidos no
Servigco de Doencas Neuromusculares, utilizando o Banco de Dados de Bidpsias
Musculares do Servico de Doengas Neuromusculares do Complexo Hospital de
Clinicas — UFPR. O total de bidpsias do banco de dados é de 5760, e destes, foram
avaliados retrospectivamente os laudos de 2480 bidpsias do periodo de 2001 a
2021, e, dentre eles, foram identificados dois pacientes que apresentaram na
conclusao do laudo a presencga de corpos hialinos nas fibras musculares de tipo 1,

sugestivos de acumulo de miosina.

Na rotina laboratorial, os fragmentos musculares provenientes de bidpsia do
musculo biceps braquial, foram montados em suporte especial com adraganth 7%,
recoberta com talco em po, congelada em nitrogénio liquido a -170°C, cortado em
criostato com 8 a 12 micra de espessura. Estes fragmentos foram submetidos as
técnicas de coloragéo e histoquimica conforme descritas em literatura (DUBOWITZ,
1985).

Os procedimentos foram realizados no laboratério de Histoquimica do Servigo
de Doencas Neuromusculares do Complexo Hospital de Clinicas — UFPR. As
coloracgdes de rotina incluem: HE, TG, Oil Red O, acido periddico de Schiff (PAS),
cresil violeta e sirius red; e, as reacdes histoquimicas incluem: ATPase pré-incubada
em diferentes pHs (9,4; 4,6 e 4,3), NADH-TR, esterase inespecifica, miofosforilase,
fosfatase acida (FA) fosfatase alcalina (FAL), succinato desidrogenase (SDH),

citocromo C oxidase (COX), e adenilato ademinase.

A analise morfoldgica e histoquimica da amostra foi realizada em microscépio
optico marca Nikon Eclipse 80i, nas objetivas de aumento (100X, 200X, 400X).
Foram avaliadas aproximadamente 200 fibras musculares. Os seguintes parametros
foram analisados: alteragdes histologicas especificas nas fibras musculares e nas

reagoes oxidativas, avaliou-se a reatividade dos corpos hialinos (WERNECK, 1981).

5.5.8 Estudo genético

Amostras de sangue periférico foram coletados a vacuo em tubos revestidos

com acido etilenodiamino tetracético (EDTA). O DNA linfocitario foi extraido usando
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kit comercial a partir do método de coluna com membrana de silica conforme as
recomendagdes do fabricante. Os materiais genéticos foram quantificados por
espectrofotdbmetria no laboratério de biologia molecular Unigenne. Uma aliquota do
DNA extraido da paciente indice foi enviada ao Centro de Estudos do Genoma

Humano para a realizacdo do sequenciamento completo do exoma.

A partir do resultado encontrado no exoma foi realizado o sequenciamento de
Sanger para a mesma mutagdo no laboratério de genética Unigenne, incluindo a
paciente indice. Para a amplificacdo do éxon 37 foram utilizados os seguintes
primers: forward SGATGTAAGTCCCCCACTCCAC?® e reverse
¥CCTGGAAGAGGCTAAGAGCAAAY. A regidao de interesse amplificada foi
submetida a identificagdo de bandas especificas por eletroforese em gel de agarose

corado com Gel Green.

O sequenciamento foi realizado utilizando o kit Big DyeTeminator (Applied
Biosystems) e um analisador genético automatico modelo ABI 3500 Genetic
Analyzer. A andlise da sequéncia foi realizada utilizando protocolos de
bioinformatica, tendo como referéncia a versdao GRCh37 do genoma humano. Segue
abaixo nos proximos topicos a descricdao detalhada de cada técnica utilizada. O

fluxograma dos métodos de estudo estao representados na FIGURA 3.
5.5.8.1 Extracdo de DNA

O método utilizado consiste no isolamento do material genético (DNA) pelo
processo de purificagdo com kit comercial em coluna de silica em sangue total. O
DNA é separado dos outros constituintes celulares através de quatro etapas: lise,
ligacao, lavagem e eluigdo. As amostras de sangue coletadas em EDTA foram
colocadas em bancada, na posi¢cao vertical a fim de separar os constituintes
celulares de forma natural. O DNA é extraido dos leucécitos mesmo com a presenga
das hemacias em solugédo, o protocolo utilizado possui um rendimento adequado

nao sendo necessario a extragao do botéo leucocitario.
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Na sequéncia o termobloco foi regulado para a temperatura de 56°C e os
tampdes foram preparados conforme as instru¢des do fabricante. Os microtubos de
1,5 ml foram identificados na tampa com um numero de identificagdo especifico para
cada amostra. Pipetamos 20 pl de proteinase K em um tubo de microcentrifuga. Os
acidos nucleicos sdo ligados a proteinas, sendo necessario uma etapa de lise
eficiente para a ligacdo seletiva deste material genético a coluna de silica.
Posteriormente adicionamos 200 ul de amostra. Em seguida adicionamos 200 ul de
solugdo de lise. Misturamos no vortex por 15 segundos. Para garantir uma lise
eficiente, € essencial que a amostra e o0s componentes sejam misturados

completamente para produzir uma solugdo homogénea.

Em seguida as amostras foram incubadas no termobloco a 56°C por 10
minutos para iniciar a incubagao da lise. O rendimento maximo de DNA ¢é atingido
apos este periodo e temperatura. Desta forma, as amostras sao lisadas em
temperatura elevada na presenca da proteinase K e solugédo de lavagem, garantindo
a desativacado das Dnases e RNases promovendo a liberacdo dos acidos nucleicos
de proteinas, lipidios e outros constituintes celulares. Removemos os microtubos do
termoboclo contendo as amostras e adicionamos 250 ul de solugao de ligagao e
levamos brevemente ao vértex. Centrifugamos brevemente o tubo de

microcentrifuga de 1,5 ml para remover as gotas do interior da tampa.

Adicionamos 200 pl de etanol (96—100%) a amostra e misturamos novamente
por vortex de pulso por 15 segundos. O uso do etanol foi utilizado para a obter a
precipitacdo, visto que, o etanol desidrata o DNA tornando o meio hidrofébico.
Assim, o DNA sobe a superficie pela diminuicdo da densidade em relagdo aos
outros constituintes celulares. Aplicamos essa mistura na coluna de centrifugacgéo.
Fechamos a tampa e centrifugamos a 8000 rpm (rotagdo por minuto) por 1 minuto.
Colocamos a coluna de centrifugacdo em um tubo de coleta limpo de 2 ml e

descartamos o tubo que contém o filtrado.

Abrimos cuidadosamente a coluna de centrifugagao e adicionamos 500 pl de
solugado de lavagem. Colocamos a coluna de centrifugacdo em um tubo de coleta
limpo de 2 ml. Fechamos a tampa e centrifugamos a 8000 rpm por 1 minuto.
Descartamos o tubo que contém o filtrado. Abrimos cuidadosamente a coluna de

centrifugacdo e adicionamos 500 pl da solugdo de lavagem e centrifugamos em
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velocidade maxima por 14.000 rpm por 3 minutos. Descartamos a solugcdo que
passou pela coluna e transferimos a coluna para um novo tubo coletor. Pipetamos
80 pl de solugao de eluicdo e acrescentamos a coluna de silica, incubamos a
temperatura ambiente por 2 minutos e centrifugamos por 1 minuto a 8000 rpm. Na
sequéncia descartamos a coluna de silica e procedemos com o processo de

quantificagéo.

5.5.8.2 Quantificacdo do DNA em espectrofotdbmetro

Para este estudo utilizou-se o espectrofotdmetro Nanodrop 2000. A
quantificacdo do DNA é um procedimento essencial para avaliar a adequagao da
amostra para os testes posteriores. Com o auxilio de uma pipeta calibrada,
limpamos as superficies superior e inferior do sistema de retencéo pipetando 3 pl de

agua autoclavada.

Fechamos o brago da alavanca para que o suporte superior entre em contato
com a agua. Posteriormente levantamos a alavanca e com o auxilio de lengo de
papel limpamos as superficies. O software foi acionado, selecionando a aba de
acido nucleico. Aplicamos 2 pl de agua reagente para uma medi¢cdo em branco. E

selecionamos a opgéo blank no sistema operacional.

Posteriormente a medicdo em branco, limpamos as superficies com um lengo
de papel e escolhemos a constante DNA-50 para o calculo da concentragdo. Em
seguida, aplicamos 2 ul da amostra de DNA extraido no suporte inferior e fechamos
a alavanca e pressionamos a opcao measure. O software realizou automaticamente
o calculo da concentragdo do acido nucléico e as taxas de pureza dos materiais
genéticos extraidos. Apos a medigao, observamos a imagem espectral para

avaliarmos a qualidade da amostra.

5.5.8.3 Selecgao dos primers

A partir do resultado prévio da probanda identificamos a sequéncia de
referéncia, a qual foi encontrada no banco de dados gendmicos Clinvar NCBI:
NM_000257.4, no formato FASTA sendo 6027 pb, localizada no cromossomo 14
(14911.2). Posteriormente, na sessao Analyze this sequence selecionamos a opgao

pick primers para o desenho de primers. Os primers referente ao éxon 37 foram
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gerados pelo site Primer Blast - Basic Local Alignment Search Too. Adicionamos o0s
parametros referentes as caracteristicas dos primers (tamanho, concentracédo G/C%,
temperatura de melting, formacédo de dimeros e hairpin) e neste mesmo software
adicionamos os parametros de verificacdo de especificidade do par de primers,

validando-os para uso in vitro.

Com as informacbes obtidas na plataforma, os primers foward e reverse
foram desenhados de maneira a flanquear o éxon antes do inicio do mesmo,
especificos para a regiao alvo conforme FIGURA 4.

FIGURA 4 - PRIMERS (EM AMARELO) DESENHADOS PARA O FRAGMENTO CORRESPONDENTE AQO

EXON 37 (REPRESENTADO EM VERMELHO) DO GENE MYH7 PARA AMPLIFICACAO POR MEIO DA PCR,
GERANDO UM PRODUTO DE 486 PB

5
GATGTAAGTCCCCCACTCCACCGACCCGATCCAGACCAGTGTCTCTCCGTGGGCTGGGCAGCAAGTG
TGTGAGGACTTGACCAGACCATGTGCCACCTCTTCTCCTGCACACAGGCCGCCATGATGGCAGAGGA
GCTGAAGAAGGAGCAGGACACCAGCGCCCACCTGGAGCGCATGAAGAAGAACATGGAACAGACCA
TTAAGGACCTGCAGCACCGGCTGGACGAAGCCGAGCAGATCGCCCTCAAGGGCGGCAAGAAGCAG
CTGCAGAAGCTGGAAGCGCGGGTGCGGGAGCTGGAGAATGAGCTGGAGGCCGAGCAGAAGCGCA
ACGCAGAGTCGGTGAAGGGCATGAGGAAGAGCGAGCGGCGCATCAAGGAGCTCACCTACCAGGTG
CGACGGGCGTGACTCCAGGCAGAGCCCTGGCACCATAGCCACAGTGACAACCAGCTGAGGAGAATGA
AGAGTTTGCTCTTAGCCTCTTCCAGG

3

FONTE: O autor (2023)

Para a validagao deste processo, acessamos a plataforma BLAST a fim de
averiguar o anelamento destes primers em regides de similaridade entre sequéncias

biolégicas, onde foi verificado o pareamento com a regiao de escolha.
5.5.8.4 Amplificagédo de DNA por PCR

A reacao de PCR foi preparada para um volume total de 30 ul contendo: 1 ul
de DNA gendmico, 5 pl de buffer 10X, 0,5 ul dos primers F (forward) e R (reverse),
5 ul dNTPs (200 mM), 0,5 pl TAq polimerase a (5 U/ul), 1,5 pl cloreto de magnésio.
O programa utilizado no termociclador utilizado foi de 94°C por 3 minutos para
desnaturacao e abertura da dupla fita de DNA inicial, seguidos por 30 ciclos, sendo
1 minuto a 94°C para desnaturagdo, 1 minuto a 60°C para o anelamento, e para a
sintese da nova fita, a temperatura de 72°C. Na etapa final acrescentou-se um

passo de 4 minutos a 72°C e um hold de 4°C para a conservagao da amostra.



38

5.5.8.5 Quantificacdo do DNA em gel de agarose

Inicialmente separamos os materiais necessarios para a preparagao do gel de
agarose contendo: 2 g de agarose, 100 ml de TBE 1X (Tris-Borato-EDTA), corante,
proveta de 100 ml, baldo volumétrico de 500 ml. Com o auxilio da proveta,
adicionamos 100 ml de TBE 1X no baldo volumétrico, acrescentamos 2 g de
agarose e homogeneizamos até a solugéo apresentar-se sem grumos. A presenca
de grumos pode afetar a mobilidade das moléculas no gel. Essa solugéo foi
aquecida em micro-ondas por 2 minutos. Posteriormente adicionamos 5 pl de
corante Gel Green. Separamos a cuba, encaixamos as borrachas de suporte,
despejamos o gel delicadamente. Inserimos o suporte contendo os pentes para

formar os pogos no gel.

Aguardamos aproximadamente 10 minutos para a polimerizagéo da matriz de
agarose. Apos verificada a resisténcia, o pente e as borrachas foram retiradas
cuidadosamente para nao danificar o gel. O gel preparado foi inserido na cuba de
eletroforese imerso em tampao TBE 1X. A partir disso iniciou-se o processo de
aplicacao das amostras para a corrida eletroforética. Para esta etapa utilizamos o
marcador de peso molecular 100 pb, agarose preparada, tampao de eletroforese
TBE 1X, agua reagente para o controle negativo, corante Blue Juice, cuba, fonte e
transiluminador UV (radiag&o ultravioleta).

Homogeneizamos 2 pl da amostra de peso molecular, 2 ul de cada amostra
em anadlise, e 2 pl de controle negativo com 2 ul de corante Blue Juice
respectivamente em cada eppendorf. Aplicamos no gel o marcador de peso
molecular, cada amostra e o controle negativo com uma micropipeta calibrada.
Conectamos a cuba a uma fonte de alimentagdo de energia e programamos a

voltagem, corrente e tempo de corrida.

Realizamos a revelacdo do gel. Ao final da corrida, desligamos a fonte
principal e desconectamos os cabos de alimentagdo. Retiramos delicadamente o gel
da cuba eletroforética e inserimos o0 mesmo no suporte do Transiluminador UV.
Visualizamos a corrida eletroforética e documentamos as imagens obtidas a partir de

um programa chamado Gelcapture conforme FIGURA 5. Para validagao da corrida
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foi observado o marcador molecular de 100 pb e a auséncia de bandas no controle

negativo. Estes fatores indicam a qualidade do gel preparado.

FIGURA 5 - PERFIL ELETROFORETICO DAS AMOSTRAS. BANDAS DE DNA EM AGAROSE.
Poco 1 Poco2 Pogo 3 Pocod4 Pogo5 Pogob Poco7 Pogo 8

EAC JCC LAC NGLC vCw CTRL CTRL
M 100pb eBss2s56¢ EB85249 EBE5262 EB85263 EB85258 JD NEGATIVO

LEGENDA: Poco 1: padrbes de peso molecular de 100 pb. Pogos 2 a 6: amostras dos casos 1,2,3,4 e
7; Pogo 7: Controle positivo; Pogo 8: Controle negativo.
FONTE: O autor (2023)

5.5.8.6 Sequenciamento de Sanger

O primeiro passo antes do sequenciamento propriamente dito, é a
purificacao dos produtos de PCR. Esta etapa tem por objetivo eliminar os primers
ndo hibridizados, desoxinucleotideos (dNTPs) que nao foram utilizados na reagéo
e residuos de DNA de fita simples que possam ter sobrado ou se originado na
reacao de amplificagdo anterior, ressalta-se que a presenca destes elementos
residuais pode comprometer na analise sequencial. O procedimento foi realizado

apartir de manual disponibilizado pelo fabricante. Em um microtubo de 0,2 ml
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adicionamos 2,0 ul de enzima EXO/SAP previamente preparada para cada
amostra a ser sequenciada. Adicionamos a enzima, 5 ul do produto de PCR,
resultando em um volume final de 7 pl. Incubamos a solugdo em termociclador a
37°C por 30 minutos para degradar primers e nucleotideos nao utilizados na
reacdo de PCR. Na sequéncia incubamos a solucdo a 80°C por 10 minutos para
inativar a enzima. O produto de PCR purificado foi levado ao processo de

sequenciamento.

Para o sequenciamento com kit Big DyeTeminator, foram utilizados os
seguintes componentes: Kit Big Dye Terminator (1 pl), BigDyeBuffer 5X (1 ul),
Primers (1 pl), agua deionizada (10 ul), amostra (2 pl), totalizando um volume final
de (15 pl). O mesmo mix foi utilizado para uma reagdo de amostra controle (1 pl)
para validagao da técnica. Na sequéncia distribuimos o mix da reagdo em placa de
96 pocos e executamos os ciclos no termociclador conforme programa de
sequenciamento. Para a precipitacdo e purificagdo da reagao de sequenciamento
por etanol, inicialmente removemos a placa do termociclador e centrifugamos
brevemente. Adicionamos 2,5 pl de solugdo de 125 mM EDTA a reagédo de
sequenciamento juntamente com 30 ul de etanol absoluto. Deixamos as amostras
em repouso, protegido da luz em temperatura ambiente por 15 minutos. Na
sequéncia centrifugamos a placa por 35 minutos a 3700 rpm. Removemos o
sobrenadante invertendo a placa e incluindo um rapido spin (1 minuto 550 rpm)

com aceleracao de desaceleragao minimas.

Adicionamos 30 pl de etanol 70% em cada pogo e centrifugamos por 20
minutos a 3700 rpm e novamente removemos o sobrenadante invertendo a placa
(sobre papel absorvente) e incluindo um rapido spin (1 minuto a 550 rpm) com
aceleracdo e desaceleragdo minimas. Posteriormente deixamos a placa por 1
minuto no banho seco a 95°C para a evaporacao completa do alcool. Em seguida,
ressuspendemos as reagoes purificadas e secas em 10 pl de formamida Hi-Di e
homogeneizamos no vortex. As amostras foram levadas no banho seco por 5
minutos a 95°C para desnaturagdo e na sequéncia colocadas no gelo por 5 minutos.
Para a leitura utilizamos o Sequenciador automatico ABI3500. A placa foi
configurada no software do sequenciador conforme as instru¢gées do fabricante. A

analise das sequéncias foi realizada utilizando protocolos de bioinformatica
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especificos, tendo como referéncia a versédo GRCh37 do genoma humano. Os
resultados foram coletados do sequenciador através de um pen drive, e os dados
foram encaminhados ao software SeqPilot para montagem e analises das

sequéncias.

6 RESULTADOS

6.1 CASO 1

6.1.1 Dados demograficos e achados clinicos

Paciente 1 € do sexo feminino e foi avaliada aos 55 anos. Filha de pais nao
consanguineos € mae com provavel doengca muscular. O curso da doenga nesta
paciente manifestou-se de forma lenta e progressiva. Apresentou fraqueza muscular
desde a infancia, por volta dos 12 anos, marcada principalmente pela presenca de
quedas frequentes, relata também, dificuldade para correr e subir escadas nesta
fase. Os dados demograficos e achados iniciais estdo dispostos na TABELA 5. Ao
exame fisico apresentou fraqueza muscular grave de predominio proximal e axial
com envolvimento proeminente dos musculos abdutores e adutores de ombros e
quadril. Anormalidades osteoesqueléticas encontradas foram: face miopatica,
escapula alada, cifose, escoliose, pseudo-hipertrofia de panturrilhas, pés cavos
conforme FIGURA 6 e retracdo do tendao de aquiles. As caracteristicas clinicas
mais importantes estdo descritas nas TABELAS 6 e 7 . Além disso, apresentou
marcha anserina, dificuldade em levantar-se da cadeira e elevar os bragcos acima

dos ombros e relatou mialgia, fadiga e caimbras frequentes.
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FIGURA 6-IMAGEM DA PACIENTE 1 E ACHADOS CLINICOS IMPORTANTES

- Y

Em A: Face miopatica; B: Escapula alada: C:Fraqueza da cintura escapular, cifose, escoliose; D: Pé
cavo; E: Pseudo-hipertrofia das panturrilhas.
FONTE: O autor (2023).

6.1.2 Exame laboratorial
A dosagem sérica de CPK estava dentro da referéncia de normalidade. O

nivel encontrado foi de 141,0 U/L, com valores de referéncia de 26,0 a 192,0 U/L

para mulheres conforme descrito na TABELA 8.
6.1.3 Eletroneuromiografia

O padrdo da eletromiografia de agulha observado nesta paciente foi
miopatico. O estudo da velocidade de condugao nervosa estava normal conforme
TABELA 8.
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6.1.4 Avaliagao cardiaca

A avaliagdo cardiaca foi normal, tanto no eletrocardiograma como no

ecocardiograma transtoracico conforme TABELA 8.

6.1.5 Espirometria

O teste de funcao respiratoria apresentou disturbio ventilatorio restritivo grave,

com capacidade vital forgada de 46% do previsto conforme TABELA 8.
6.1.6 Exame de imagem

A imagem por ressonancia magnética mostrou discreta lipossubstituicado dos
ventres musculares da cintura escapular, bilateralmente. Leve edema dos ventres
musculares da cintura escapular, bilateralmente. Edema nos ventres musculares dos
compartimentos anteriores das coxas. Discreta lipossubstituicdo dos ventres
musculares do compartimento anterior dos tergos proximal e médio das coxas.
Atrofia e acentuada lipossubstituicdo dos ventres musculares do compartimento
posterior por toda a extensdo das coxas. Atrofia e acentuada lipossubstituicado dos
gluteos, bilateralmente, mais evidente dos gluteos maximos. As imagens estao
fotodocumentadas conforme FIGURAS 7, 8 € 9.
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FIGURA 7 - IMAGEM POR RESSONANCIA MAGNETICA DA CINTURA ESCAPULAR

T1 Ponderado

Ponderacao STIR

Em A: Cintura escapular, plano axial, ponderagdo T1 mostrando discreta lipossubstituicdo dos ventres
musculares, bilateralmente (setas); B: Cintura escapular, plano axial, ponderacédo STIR: leve edema
dos ventres musculares, bilateralmente (setas).

FONTE: O autor (2023)
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FIGURA 8 - IMAGEM POR RESSONANCIA MAGNETICA DAS COXAS

Ponderacio STIR

Ponderacéio T1

A: Terco proximal das coxas, plano axial, ponderacdo STIR: edema nos ventres musculares dos
compartimentos anteriores das coxas (primeira seta no vasto lateral obliquo direito; segunda seta no
reto femoral esquerdo); B: Tergo médio das coxas, plano axial, ponderagdo T1: discreta
lipossubstituicdo dos ventres musculares do compartimento anterior caracterizada areas de hipersinal
em T1 de permeio as fibras musculares; C: Tergo médio/distal das coxas, plano axial, ponderagao T1:
sinais de atrofia e acentuada lipossubstituicdo dos ventres musculares do compartimento posterior,
bilateralmente.
FONTE: O autor (2023)
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FIGURA 9 - IMAGEM POR RESSONANCIA MAGNETICA DA CINTURA PELVICA

"Ponderagdo T1

Em A e B: Cintura pélvica, plano axial, ponderacao T1: Sinais de atrofia e lipossubstituicdo dos
adutores, gluteos minimo, médio e sobretudo gluteo maximo (setas), bilateralmente.
FONTE: O autor (2023).

6.1.7 Biopsia Muscular

A presencga de fibras musculares com corpos hialinos estavam presentes em
60% das fibras tipo 1. A TABELA 2 descreve os achados morfolégicos dos corpos
hialinos e as TABELAS 3 e 4 descrevem as alteragdes histologicas especificas. As

imagens das biopsias estdo fotodocumentadas nas FIGURAS 10 e 11.
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FIGURA 10 - CARACTERISTICAS DAS COLORAGOES NA BIOPSIA MUSCULAR DO CASO 1

Em A: HE, corpos hialinos subsarcolemais (setas) ampliagdo de 400X.B: Coloragdo em TG, acumulo
de material subsarcolemal com aspecto hialino (seta), ampliagdo de 400X. C: Cresil violeta, corpo
hialinos sem coloragdo (seta) ampliagdo de 400X; D: PAS, corpos hialinos com leve coloragéao
(setas), ampliacao de 200X; E: Oil Red O, corpos hialinos sem coloragao (setas) ampliagcao de 400X;
F: Sirius Red, corpos hialinos sem coloragao (setas), ampliagdo de 400X;

FONTE: O autor (2023).
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FIGURA 11 CARACTERISTICAS DAS REAGOES NA BIOPSIA MUSCULAR DO CASO 1

Em A: Reacdo em NADH-TR, corpos hialinos ndo reagem e estao presentes nas fibras do tipo I,
ampliagdo de 200X; B: Reacdo em ATPase 4.3, corpos hialinos reagem e estédo presentes nas fibras
do tipo 1, ampliagdo de 200X; C: Fosfatase acida, corpos hialinos ndo reagem, ampliagdo de 400X;
D: Fosfatase alcalina, corpos hialinos ndo reagem, ampliagao de 400X. E:COX, corpos hialinos néo
reagem,ampliacdo 400X; F: Esterase inespecifica, corpos hialinos ndo reagem, aumento de 400X; G:
SDH, corpos hialinos ndo reagem, aumento em 400X H: Miofosforilase, corpos hialinos ndo reagem,

aumento em 400X.
FONTE: O autor (2023)
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6.1.8 Estudo genético

A analise molecular identificou a variante ¢.5533C>T (p.Arg1845Trp) em
heterozigose no gene MYH7, ou seja, apresentam alelos diferentes em
cromossomos homoldgos, conforme observado nos graficos apresentados pelo

software de analise Seqpilot na FIGURA 12.

FIGURA 12 - ELETROFEROGRAMA DA PACIENTE 1. NA SETA, EM Y INDICA A MUTAGCAO EM
HETEROZIGOSE NO SITIO ¢.5533C>T

Sequence 1 MY HT-E37-F_EAC-EB35256_A02_2021-11-09-15-57-50 8b 1/09/2021 15:58:00
Sequence 2 MY HT-E37-R_EAC-EB85256_B02_2021-11-0%-15-57-50 ab1 1/08/2021 15:58:00

L
5320

Sequence 2 |l

FONTE: O autor (2022).

6.1.9 Heredograma

O heredograma familiar foi construido a partir dos resultados genéticos
obtidos neste trabalho, e, com as informagdes obtidas na anamnese com a paciente
1. Observa-se o comprometimento de duas geragdes, com provavel origem materna

e padrao de heranca autossémico dominante conforme FIGURA 13.
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6.2 CASO 2

6.2.1 Dados demograficos e achados clinicos

Paciente do sexo masculino foi avaliado aos 57 anos, irmao da paciente 1.
Relata quedas frequentes na infancia, porém nega hipotonia e nega atraso nos
marcos motores no periodo neonatal. Informa que os primeiros sintomas iniciaram-
se a partir dos 6 anos de idade, onde observou dificuldade para correr. O curso da
doenga foi lento e progressivo conforme descrito na TABELA 5. Ao exame fisico
apresentou fraqueza muscular grave de predominio proximal e axial com
envolvimento dos musculos nos abdutores, extensores e flexores de ombros,
abdutores, adutores, extensores e flexores do quadril, flexores do joelho, eversores
e inversores dos pés. As principais anormalidades osteoesqueléticas foram:
escapula alada, cifose, hiperlordose, baqueteamento digital e pseudo-hipertrofia das
panturrilhas conforme FIGURA 14 e retragdo do tenddao de aquiles. As
caracteristicas clinicas mais importantes estdo descritas nas TABELAS 6 e 7. Além
disso, apresentou marcha anserina, dificuldade em levantar-se da cadeira,
dificuldade para elevar os bracos acima dos ombros e levantar peso e dificuldade

para andar com o calcanhar. Relatou mialgia, fadiga e caimbras frequentes.
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FIGURA 14 - IMAGEM DO PACIENTE 2 E ACHADOS CLINICOS IMPORTANTES

Em A:Fraqueza da cintura escapular; B: Cifose; C: Escapula alada; D: Baqueteamento digital e unhas
em vidro de relégio; E:Pseudo-hipertrofia das panturrilhas.
FONTE: O autor (2023)

6.2.2 Exame laboratorial
A dosagem sérica de CPK estava elevada. O nivel encontrado foi de 657,0

U/L, com valores de referéncia de 39,0 a 308,0 U/L para homens conforme descrito
na TABELA 8.
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6.2.3 Eletroneuromiografia

O padrao da eletromiografia de agulha observado neste paciente foi
miopatico. O estudo da velocidade de condugédo nervosa estava normal conforme
TABELA 8.

6.2.4 Avaliagao cardiaca

O eletrocardiograma apresentou sobrecarga ventricular esquerda. O
ecocardiograma transtoracico apresentou refluxo discreto tricuspide conforme
TABELA 8.

6.2.5 Espirometria

O teste de funcéo respiratéria apresentou disturbio ventilatoério restritivo

moderado com capacidade vital forgada de 52% do previsto conforme TABELA 8.

6.2.6 Biopsia muscular

A presenca de fibras musculares com corpos hialinos estavam presentes em
65% das fibras do tipo 1. A TABELA 2 descreve os achados dos corpos hialinos e as
TABELAS 3 e 4 descrevem as alteragbes anatomopatoldgicas especificas. As

imagens das biopsias estao fotodocumentadas nas FIGURAS 15 e 16.
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TABELA 2 - C/-\RACTERiSTICAS DAS ESTRUTURAS EM CORPOS HIALINOS POR
MICROSCOPIA OPTICA DOS CASOS 1 E 2

COLORAGOES CASO1 CASO 2
Hematoxilina e Eosina Irregulares eosinofilicos Irregulares eosinofilicos
Tricrémico de Gomori Irregulares material hialino Irregulares material hialino

Adenilato deaminase - -
Cresil Violeta - -
Oil Red O - -
PAS +/- +/-
Sirius Red - -
REAGOES

ATPase pH 9.4 - -
ATPase pH 4.6 + +
ATPase pH 4.3 + +
Citocromo C-Oxidase - -
Esterase inespecifica - -
Fosfatase acida - -
Fosfatase alcalina - -
Miofosforilase - -
NADH-TR - -
SDH - -

LEGENDA: coloragado/reacao: (+) presente (-) ausente (+/-) leve; PAS: acido periddico Schiff; ATPase:
adenosina trifosfatase; NADH-TR - Nicotinamida Adenina Dinucleotideo - Tetrazolium Redutase;
SDH: desidrogenase succinica.

FONTE: O autor (2023)
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TABELA 3 - ALTERACOES ANATOMOPATOLOGICAS ESPECIFICAS DAS COLORAGOES NA

BIOPSIA MUSCULAR DOS CASOS 1 E 2

Hematoxilina-Eosina e Tricromico de Gomori Modificado

Proliferagao tecido conjuntivo
Infiltragdo tecido adiposo
Variagéao didmetro fibras

Fibra hipertrofica dispersa
Necrose

Infiltrado inflamatdrio difuso
Infiltragao inflamatorio desproporcional a necrose
Nucleos centrais

Grumos nucleares

Basofilia

Corpos hialinos
Segmentagoes

Adenilato Deaminase
Deficiéncia em fibras

Oil Red O

Aumento goticulas fibras tipo 1
Sirius Red

Aumento tecido intersticial

CASO 1

+

0

++

0

CASO 2

++

0

+++

o O O

++

0

LEGENDA: (0) auséncia; (+) presenga discreta; (++) presengca moderada;

acentuada.
FONTE: O autor (2023).

(+++) presenca
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TABELA 4 - ATERACOES ANATOMOPATOLOGICAS ESPECIFICAS DAS REACOES NA BIOPSIA
MUSCULAR DOS CASOS 1 E 2

NADH-Tetrazolium Reductase CASO1 CASO 2
Saca-bocados 0 0
Turbilhdes 0 0
Enrodilhamentos 0 0
Anéis 0 0
Aumentofocal NBT reduzido na fibra 0 0
Moth-eaten +++ +++
ATPases pH 9,4,4,3 ¢ 4,6

Agrupamentos 0 +
Atrofia fibras tipo | ++ +
Atrofia fibras tipo Il 0
Hipertrofia fibras tipo | 0
Hipertrofia fibras tipo Il 0 ++
Predominio fibras tipo | ++ ++
Predominio fibras tipo Il 0 0
Esterase inespecifica

Fibras angulares atroficas + +
Aumento atividade intersticio 0 0
Fosfatase acida

Aumento focal fibras 0 0
Fibras positivas ++ +
Aumento intersticio 0
Aumento fagécitos mononucleares 0
Fosfatase alcalina

Fibras positivas 0
Aumento intersticio

Desidrogenase Succinica

Acumulo sub-sarcolemal

Acumulo focal celular

Aumento volume granulos

Citocromo C-Oxidase

Acumulo sub-sarcolemal + +

LEGENDA: (0) auséncia; (+) presenca discreta; (++) presenca moderada; (+++) presenca acentuada.
FONTE: O autor (2023).
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FIGURA 15 - CARACTERISTICAS DAS COLORAGCOES NA BIOPSIA MUSCULAR DO CASO 2

Em A: HE, varios nucleos centrais (setas) ampliagdo de 200X; B:HE, varios corpos hialinos na
periferia da fibra muscular (setas brancas), tecido endomesial discretamente aumentado (seta azul),
ampliagdo de 200X; C: TG, acumulo de material subsarcolemal com aspecto hialino (setas)
ampliacdo 400X; D: Sirius Red, corpos hialinos sem coloragao, ampliagdo de 400X.

FONTE: O autor (2023)
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Em A: reacdo em ATPaseem pH4,6 os corpos hialinos reagem (setas) ampliagdo de 100X; B: reacao
em NADH-TR, inumeras fibras com moth-eaten ecorpos hialinos ndo reagem (seta) ampliagdo de
200X; C: reagao em COX, acumulo de material subsarcolemal, corpos hialinos ndo reagem (setas)
ampliacdo de 200X; D: reacdo em esterase inespecifica, corpos hialinos ndo reagem (setas)
ampliagédo de 400X.

FONTE: O autor (2023)

6.2.7 Estudo genético

A andlise molecular identificou a variante ¢.5533C>T (p.Arg1845Trp) em
heterozigose no gene MYH7, ou seja, apresentam alelos diferentes em
cromossomos homoldgos, conforme observado nos graficos apresentados pelo

software de analise Seqpilot na FIGURA 17.



59

FIGURA 17 - ELETROFEROGRAMA DO PACIENTE 2. NA SETA, EM Y INDICA A MUTACAO EM
HETEROZIGOSE NO SiTIO ¢.5533C>T

Sequence 1 MYHT-E37-F_LAC-EB85262_E02_2021-11-08-15-57-50.4b1 11/09/2021 1558 00
Sequence 2 MYHT-E37-R_LAC-EB85262_F02_2021-11-08-15-57-50.a01 1092021 155800

[4
5520

Sequence 2 11

FONTE: O autor (2022).

6.3 CASO 3

6.3.1 Dados demograficos e achados clinicos

Paciente do sexo masculino, avaliado 57 anos de idade, irmao dos pacientes
1 e 2. Relata que as manifestagdes clinicas iniciaram-se na infancia, apresentando
hipotonia e atraso no desenvolvimento motor, e, segundo os familiares, aprendeu a
andar somente com 4 anos de idade. O curso da doenga mostra-se lento e
progressivo conforme TABELA 5. Ao exame fisico apresentou fraqueza muscular
grave de predominio proximal. As principais anormalidades osteoesqueléticas foram:
escapula alada, escoliose, cifose e pseudo-hipertrofia das panturriihas conforme
FIGURA 18 e e retracdo do tendao de aquiles. As caracteristicas clinicas mais
importantes estdo descritas na TABELA 6. Apresentou marcha anserina e necessita
de uso de bengala para apoio. Relata dores em coxas e coluna lombar ao manter

postura fixa por longos periodos e nega caimbras.
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FIGURA 18 - IMAGEM DO PACIENTE 3 E ACHADOS CLINICOS IMPORTANTES

Em A: Escapula alada B: Cifose; C: Pseudo-Hipertrofia das panturrilhas.
FONTE: O autor (2023).

6.3.2 Estudo genético

A analise molecular identificou a variante ¢.5533C>T (p.Arg1845Trp) em
heterozigoseno gene MYH?7, ou seja, apresentam alelos diferentes em cromossomos
homolégos, conforme observado nos graficos apresentados pelo software de analise
Seqpilot na FIGURA 19.

FIGURA 19 - ELETROFEROGRAMA DO PACIENTE 3. NA SETA, EM Y INDICA A MUTACAO EM
HETEROZIGOSE NO SITIO ¢.5533C>T

Sequence 1 MYHT-E37-F_JCC-EB&5249_C02_2021-11-09-15-57-50.ab1 111092021 155800
Seguence 2 MYHT-E37-R_JCC-EB85249_D02_2021-11-09-15-57-50.ab1 11/09/2021 155800

520 8525 £530 £535 g540 £545

Sequence 2 1"

FONTE: O autor (2022).
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6.4 CASO 4

6.4.1 Dados demograficos e achados clinicos

Paciente do sexo masculino, avaliado aos 27 anos de idade, filho da paciente
1. Conforme relato da mae, as manifestacbes clinicas iniciaram-se no periodo
neonatal com hipotonia e fraqueza muscular. Nao teve atraso no desenvolvimento
motor, porém na infancia apresentou dificuldade para correr, subir escadas e tinha
quedas frequentes. O curso da doencga € lento e progressivo conforme TABELA 5.
Ao exame fisico apresentou fraqueza muscular leve de predominio proximal e distal
com envolvimento dos musculos flexores do quadril e dorsoflexores dos pés. A
principal anormalidade osteoesquelética foi a presenca proeminente da escapula
alada, além disso, outro achado importante foi a observagcao de baqueteamento
digital e unhas em vidro de relogio conforme FIGURA 20 e retracdo do tendao de
aquiles. As caracteristicas clinicas mais importantes estdo descritas nas TABELAS 6
e 7. Além disso, apresentou dificuldade para elevar os bragos acima dos ombros e

dificuldade para andar com o calcanhar. Nega fadiga, mialgia e caimbras.
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FIGURA 20 - IMAGEM DO PACIENTE 4 E ACHADOS CLINICOS IMPORTANTES

D F

Em A e B: Escapula alada; C: Pseudo-hipertrofia de panturrilhas; D e E: Baqueteamento digital; F:
Unhas em vidro de relégio
FONTE: O autor (2023).

6.4.2 Exame laboratorial
A dosagem sérica de CPK estava elevada. O nivel encontrado foi de 1008,0

U/L com valores de referéncia de 39,0 a 308,0 U/L para homens conforme descrito
na TABELA 8.
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6.4.3 Avaliacao cardiaca

O eletrocardiograma apresentou desvio do eixo elétrico para a direita e
sobrecarga ventricular esquerda. O ecocardiograma transtoracico apresentou
ventriculo esquerdo com padrdo geométrico de hipertrofia excéntrica, dimensé&o
interna preservada e fracdo de ejegdo no limite inferior da normalidade, conforme
TABELA 8.

6.4.4 Espirometria

O teste de funcéo respiratéria apresentou disturbio ventilatério restritivo

moderado com capacidade vital forcada de 59% do previsto conforme TABELA 8.

6.4.5 Estudo genético

A andlise molecular identificou a variante ¢.5533C>T (p.Arg1845Trp) em
heterozigose no gene MYH7, ou seja, apresentam alelos diferentes em
cromossomos homoldgos, conforme observado nos graficos apresentados pelo

software de analise Seqpilot na FIGURA 21.

FIGURA 21 - ELETROFEROGRAMA DO PACIENTE 4. NA SETA, EM Y INDICA A MUTAGCAO EM
HETEROZIGOSE NO SiTIO ¢.5533C>T

Sequence 1 MYHT-E37-F_VCW-EBB5258_A03_2021-11-09-15-57-50.a01 1110972021 16:53.00
Sequence 2 MYHT-E37-R_VCW-EBES258_B03_2021-11-09-15-57-50.ab1 117082021 16:53.00

5520 5925 3530 9535 50 5545 §950

Sequence 2 1M

FONTE: O autor (2022).
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6.5 CASO 5
6.5.1 Dados demograficos e achados clinicos

Paciente do sexo masculino, avaliado aos 23 anos, filho da paciente 1. As
manifestacdes clinicas iniciaram-se no nascimento, apresentando hipotonia e atraso
no desenvolvimento dos marcos motores. Relatou fraqueza muscular na infancia
com dificuldade para correr, subir escadas, além de quedas frequentes e marcha
anserina conforme TABELA 5. Ao exame fisico observou-se atrofia muscular grave e
fraqueza de predominio proximal com envolvimento dos musculos flexores e
extensores de ombros, extensores dos dedos, extensores do quadril, dorsoflexores
dos tornozelos, inversores e eversores dos pés. Escoliose, hiperlordose e pseudo-
hipertrofia das panturrilhas foram achados importantes conforme FIGURA 22 e
retracdo do tendao de aquiles. As caracteristicas clinicas mais importantes estao
descritas nas TABELAS 6 e 7. Apresentou marcha anserina, dificuldade em elevar
os bragos acima dos ombros, dificuldade para subir escadas, correr e levantar-se de

uma cadeira. Nega mialgia, fadiga e caimbras.

FIGURA 22 - IMAGEM DO PACIENTE 5 E ACHADOS CLINICOS IMPORTANTES

Em A: Escoliose; B: Pseudo-hipertrofia de panturrilhas.
FONTE: O autor (2023).
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6.5.2 Exame laboratorial

A dosagem sérica de CPK estava elevada. O nivel encontrado foi de 1946,0
U/L, com valores de referéncia de 39,0 a 308,0 U/L para homens conforme descrito
na TABELA 8.

6.5.3 Eletroneuromiografia

O padrao da eletromiografia de agulha observado neste paciente foi

miopatico. O estudo da velocidade de conducéo nervosa estava normal TABELA 8.

6.5.4 Avaliagao cardiaca

O eletrocardiograma apresentou um disturbio de condugéo do ramo direito do
feixe de HIS. O ecocardiograma transtoracico apresentou ventriculo esquerdo com
dimenséo interna, fungao diastdlica, e fragdo de ejecao preservadas, atrio esquerdo

e camaras direitas preservados conforme TABELA 8.

6.5.5 Espirometria

O teste de funcéo respiratoria apresentou disturbio ventilatério restritivo grave

com capacidade vital forcada de 50% do previsto conforme TABELA 8.

6.5.6 Estudo genético

A andlise molecular identificou a variante ¢.5533C>T (p.Arg1845Trp) em

heterozigose no gene MYH7 conforme TABELA 8.

6.6 CASO 6

6.6.1 Dados demograficos e achados clinicos

Paciente do sexo masculino, avaliado aos 27 anos, filho do paciente 2. As
manifestacdes clinicas iniciaram-se no periodo neonatal, no qual apresentou
hipotonia, porém, nega atraso no desenvolvimento motor. Relata fraqueza muscular
na infancia marcada pela presenca de quedas frequentes, dificuldade de correr e
marcha anserina conforme TABELA 5. Ao exame clinico apresentou fraqueza

proximal e axial com envolvimento dos musculos flexores e extensores do pescoco,
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abdutores, adutores, flexores e extensores dos ombros, flexores do quadril,
dorsoflexores, eversores e inversores dos pés. Foram observadas escapula alada,
baqueteamento digital e unhas em vidro de relégio conforme FIGURA 23 e retragao
do tendao de aquiles. As caracteristicas clinicas mais importantes estdo descritas
nas TABELAS 6 e 7. Apresentou dificuldade de elevar os bragos acima dos ombros,
subir escadas e dificuldade para andar com o calcanhar. Relata fadiga e nega

mialgia e caimbras.

FIGURA 23 - IMAGEM DO PACIENTE 6 E ACHADOS CLINICOS IMPORTANTES

- -...;"

Em A: Face miopatica; B: Escapula alada; C: Baqueteamento digital e unhas em vidro de reldgio.
FONTE: O autor (2023)



67

6.6.2 Exame laboratorial

A dosagem sérica de CPK estava elevada. O nivel encontrado foi de 733,0
U/L, com valores de referéncia de 39,0 a 308,0 U/L para homens conforme descrito
na TABELA 8.

6.6.3 Avaliacao cardiaca

A avaliagdo cardiaca foi normal, tanto no eletrocardiograma como no

ecocardiograma transtoracico conforme TABELA 8.

6.6.4 Espirometria

O teste de funcao respiratoria apresentou disturbio ventilatério restritivo leve

com capacidade vital forcada de 67% do previsto conforme TABELA 8.

6.6.5 Estudo genético

A analise molecular identificou a variante ¢.5533C>T (p.Arg1845Trp) em

heterozigose no gene MYH7 conforme TABELA 8.

6.7 CASO 7

6.7.1 Dados demograficos e achados clinicos

Paciente do sexo masculino, avaliado aos 17 anos de idade, filho do paciente
2. Informa que observou anormalidade escapular aos 5 anos de idade, porém nega
hipotonia, atraso no desenvolvimento dos marcos motores, fraqueza muscular ou
quaisquer dificuldades em atividades fisicas durante a infancia TABELA 5. Ao exame
fisico apresentou acometimento moderado dos musculos proximais com
envolvimento dos musculos extensores e flexores de ombros, abdutores, adutores,
extensores e flexores do quadril, dorsoflexores dos tornozelos e pés. As principais
anormalidades osteoesqueléticas foram: escapula alada, hiperlordose e pé cavo,
ademais, outro achado relevante foi a presenga de baqueteamento digital FIGURA
24 e retracdo do tendado de aquiles. As caracteristicas clinicas mais importantes
estdo descritas nas TABELAS 6 e 7. Além disso, apresentou dificuldade de andar

com o calcanhar e nega fadiga, mialgia e caimbras.
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FIGURA 24 - IMAGEM DO PACIENTE 7 E ACHADOS CLINICOS IMPORTANTES

sl

Em A: Hiperlordose; B: Escapula alada; C: Pé cavo
FONTE: O autor (2023).

6.7.2 Exame laboratorial

A dosagem sérica de CPK estava elevada. O nivel encontrado foi de 691,0
U/L, com valores de referéncia de 39,0 a 308,0 U/L para homens conforme descrito
na TABELA 8.

6.7.3 Avaliagao cardiaca

A avaliagdo cardiaca foi normal, tanto no eletrocardiograma como no

ecocardiograma transtoracico conforme TABELA 8.
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6.7.4 Espirometria

O teste de funcao respiratéria apresentou disturbio ventilatorio restritivo

moderado com capacidade vital forcada de 58% do previsto conforme TABELA 8.
6.7.5 Estudo genético

A andlise molecular identificou a variante ¢.5533C>T (p.Arg1845Trp) em
heterozigose no gene MYH7, ou seja, apresentam alelos diferentes em
cromossomos homoldgos, conforme observado nos graficos apresentados pelo
software de analise Seqpilot na FIGURA 25.

FIGURA 25 — ELETROFEROGRAMA DO PACIENTE 7. NA SETA, EM Y INDICA A MUTAGAO EM
HETEROZIGOSE NO SITIO ¢.5533C>T

Saquence 1 MYHT-E37-F_NGLC-EE85263_G02_2021-11-08-15-57-50.ab1 117092021 15:58.00
Sequence 2 MYHT-E37-R_NGLC-EB33263_H02_2021-11-03-15-57-50.a01 117092021 15:58.00

Sequence 2 111

FONTE: O autor (2022).

6.8 RESULTADOS GERAIS

Foram avaliados 7 pacientes, dentre os quais a idade variou entre 17 e 58
anos, sendo 6 pacientes do sexo masculino e uma paciente do sexo feminino. A
apresentacao clinica neste grupo foi heterogénea. Para melhor visualizagdo e
comparagao entre os resultados, os parametros demograficos, achados clinicos
importantes e forca muscular estdo dispostos nas TABELAS 5, 6 e 7. As
manifestagbes clinicas iniciais mais frequentes foram: quedas frequentes e

acometimento escapular. Complicagdes neonatais foram relatadas em 3 pacientes
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com hipotonia, sendo que, apenas um paciente apresentou atraso no
desenvolvimento dos marcos motores. A maioria dos pacientes apresentou fraqueza
muscular na infancia marcada pela dificuldade para subir escadas, correr e a
presenca de marcha anserina. Ao exame clinico, foi observado em todos os
pacientes: face alongada, palato arqueado, escapula alada e pseudo-hipertrofia de
panturrilhas. Escoliose e hiperlordose também foram achados frequentes. Fraqueza
muscular foi observada em todos os pacientes, sendo de predominio proximal. Os
resultados dos exames realizados estdo exemplificados na TABELA 8. A
eletroneuromiografia apresentou padrao miopatico para 3 pacientes. A dosagem da
enzima CPK estava elevada em 5 pacientes. O eletrocardiograma apresentou
alteracdes relevantes em 3 pacientes. O teste de funcao respiratoria através da
mensuracdo da capacidade vital forcada apresentou disturbio ventilatorio restritivo
leve em um paciente, moderado em trés pacientes e grave em dois pacientes.
Ademais, dois pacientes que apresentaram baqueteamento digital e unhas em vidro
de relégio com disturbio restritivo respiratorio moderado também apresentaram
alteragdes cardioldgicas. Em contrapartida, tivemos um paciente que também
apresentou baqueteamento digital e unhas em vidro de reldégio com disturbio
respiratorio restritivo leve porém sem alteragdes cardioldgicas, e, outro paciente com
baqueteamento digital com disturbio respiratério grave, porém também sem
alteracdes cardioldgicas. Todos os pacientes apresentaram a mutacéo p.Arg1845Trp
no gene MYH?.



(€202) Joine O :31NO4H
*Je|nosnw e31o} Bp enuuoo epiad 8 Jgjnosnw Bljoe ey o B)npe ase] e 9]e 9S-9pus)se ‘elouelul BU 8s-elolul BSUs0( , :SY.LON

oAlssaiboid o ojue Jejndeosa einjuio ep ezenbel o Il oulnose / 0seD
onissaiboid o ojue sejuanbaly sepanp o 12 oulnose g ose)
onlssaiboid o ojuaT sajuanbal) sepanp 9 ford oulnose G ose)
oAlssalboud 8 ojuaT Jejndeosa einjuid ep ezanbel4 S 12 OulINoSEe y ose)
oAlssaiboid o ojua JOJOW OJUBWIA|OAUSSBP OU OSEI}Y ¥y GG oul|nose ¢ ose)
onlssaiboid o oyus Jalioo eled apep|noyig 9 /S oulnose Z oseD
LOAIssaiboid o ojua sejuanbaly sepanp Zl GG ouluiwa4 | ose)

eduaop ep 0sInND SIe|IoIUl SBWOUIS om_w_ﬂ_nuwm_wmwmw_ Mﬂummmwﬁ_w (TS sose)

0OdN1s3 31N3ISIdd OA VNISOIN
30 OLNINWVYNIZVAEY 3d VILVHOIN INOD STLNTIOVd SOA VYOIN|TO OYONTOAT 3 SIVIOINI SYWOLNIS ‘SODI4YH¥O0NIA SOAva - § v13gavl



"(€202) 401ne O :31NO4

sod wa eyose , ‘oedewlojul ap BIOUISNE |y ‘soAleodiy soxa|jal :0diH ‘Slewlou Soxajal :0WIoN :SY1ON
aluasne(-) ajuasald (+) ‘saiolBUI solquisw - |JNIN ‘S@Jouadns solquisw - SSNIN ' YANIOD I

odiH/owluoN  odiH/owuoN  odiH/owloN — odiH/OWJON sajuasny sajuasny sajuasny SOSOUIPUd} SOXa)}oYy
- - + - + + + BuUlISUE BYOIBN
-/- +/+ -/- +/+ -/- +/+ IV/+ oi6gjaJ ap oipia wa eyun/eubip ojuswesajanbeg
SeLwojuIs 8 SIeuls Sono

+ - + + + + + SOAEBD S9d
+ - + + + + + asopJojiadiH
+ + + - + + + 901|008
+ + + + + + + epeje ejndeosy
- - - - + + + SO0
- - - + + - - asoid
+ + + + + + + opeanb.e ojejed
+ + + + + + + epebuoje aoe4
- + + + + + + |eloey ezanbe.4
seongjenbsa o sieiog) sepepiuLIojad

+ + + + + + + ejuojodiy
snugJ

+ + + + + + + sey|uinjued ap eyospadiy-opnasd
+ + + + + + + x[81s!d
+ + + + + + + [ewIxoid
[N 4B[nasnw eljos)y

- - - - - - - [eysia
+ + + + + + + [ewixoid
SSWIN Jejnasnui eljosy

. ose) g ose) G ose) y osen ¢ ose) zose) | ose) soJjsweled

¢l

OdNL1S3 3LN3ISTHd Od VYNISOIN 3a OLNINVNIZYINEY 3d VILVHOIN WOD SILN3IOVd SOA STLNV.LHOdNI SODINITO SOAVHIY -9 vV13dvl



(£202) 101ne O :31NO4
(0661) @2ual0|4 ‘||opUB 8P B|edss , :SYION

v N +7 +¥ +7 +P ad op salosJanu|
v v +y +v +¥ + ad op saios.ion]
v v +y +¥ + +p Jejue|d oexa|4
] ] ] S +y +p S0|9Z0uJ0} SOp 0EX8J40SI0
S S S S ¥ -v oyeol ap saloxa|
S S ] S ¥ v oyjeol ep salosuaixg
t +v + +f -¢ -¢ [upenb ap saloxa|4
+ +b + +p -€ -¢ |upenb op salosua)xg
+ +v +v +p € -c |upenb ap oednpy
+p 7 +¥ +¥ e -€ |upenb ap oednpqy
] ] S S ] ] SOpap SOpP S8I0SuUd)X]
] ] ] 1 ] ] soyund sop saloxd|4
] ] S S ] o] soyund sOp saJ0sudIXg
] ] ] g +v +y 0|9A0}00 9p S8I0SUBIX]
S S S S +¥ +p 0]9A0}0D 9p S8I0Xd|
v ¥ -¢ + -v -b S0JqWo 9p Salosud)xg
b - -e +p - - SOIQWO dp S8I0Xd|
v +€ - +b +€ +€ s0.iquo ap oednpy
4 +€ v +p +€ +€ solquio ap oednpqy
S S S S +£ + 02UOJ} Op SBI0SUBIXS SOINASNA|
S S S S +€ + 02UOJ} Op S8I0X8|} SOINJSNIA
S v S g -v b 0502s8d Op S8I0SUBIXd SOINJSNIA
S ¥ S G b b 0509s8d op s810X3|} SOINISNIA
L OSVYO 9 OSVYO S OSYO ¥ OSVYO ¢ OSYO l OSVO
Jejnosniy edio4 ap neig SOAVITVAY SOLNINIAOW
sodavandts3

S3LINTIOVd SOd TONNOD HO¥VASIY 1VOIdIW Od YAVOIdIdON OYIVOIHISSYTO V WOO OQHOOV 3d VHOLOW vOdOd - £ vi3gvl

€.



V.

(£202) 101ne O :3LNOA
"% 0GS 9AeIB © 9%,6G-1G BPEISPOW ‘%|7-09 9A9| ‘0)siAald Op |enjusdiad :e1ougisel ap JojeA, ‘epedio} |e)A apeploeded

:4AQ suswoy-1/N 0°80€ B 0'6E @ SaIayINW-1/N 0°Z6) B 0'9Z MO Bp ElOUISjal 9p JojeA, ‘opezijeal OBN ¥N ‘O}alip 0eSnpuod ap olqunisig :aod
‘eolUgOXe elyoluadiH 1gH ‘eyedip e eied 0oLg|@ OXIe olAse ;33 ‘eplenbse JenoLijusa ebiessiqos (JAS ‘epidsnol) ojelosip oxnpey 1 dy :SVY.LON
o0J)1| Jod sepepiun /N ‘eseuinbojsoy eunestd :MdD YANIOIT

di16tgLbiy-d di1GygLbayd di16tgLbayd di16tgLbiy-d di164gLbiy-d di1GtgLbayd di16t8Lbayd eonguab ogdeiniy

LHAW LHAW LHAW LHAW LHAW LHAW LHAW OPIAJOAUS BUBD
%8S %L9 %0S %65 dN %2S %9¥  (4dN\0) eldwolds]
|ewloN |ewloN |ewloN (gH) opeiayy UN  (1Lagy) opeloyy |ewloN ewelbolpieooo]
|ewloN lewlioN (QDQ) opeJayy Am_>mn“mmm__mmv_ﬁﬁ_“_@ N onm__p_wdw |ewloN ewelboipieosons|]
N N oowmwwﬁ_w_\a,_ uN uN SMMU_%M_\&,_ SMMU_%M_\&,_ eyeBolwonauo9|

/N 169 N eeL /N 9v6lL /N 8001 dN /N LS9 N Lyl «1/N) MdO
. OSVYO 9 OSVO G OSVYOD ¥ OSVO € OSVY0 Z OSVYO L OSVOD SINVX3
oanis3

JIN3IS3Hd OA VNISOIN 3d OLNINWVNIZVINYEY 3ad VILVdOIN WOO S3LINIIOVd SON SOAVZITVIY S3NVXEI SOd SOAvLINSId - 8 v13dvl



75

7 DISCUSSOES

A amostra do presente estudo apresenta um numero significativo de casos de
miopatia de armazenamento de miosina. O numero pequeno de casos descritos na
literatura, assim como a amostra deste estudo sugere cautela na interpretagcdo dos
dados. A idade média do inicio dos sintomas dos pacientes aqui estudados foi de 6
anos, e a evolugao clinica apresentou-se lenta e progressiva, consistente com a
maioria dos casos descritos anteriormente (SAHGAL; SAHGAL, 1977; CEUTERIK;
MARTIN; MARTENS, 1993; BAROHN; BRUMBACK; MENDELL, 1994;
MASUZUGAWA, et al., 1997; BOHLEGA et al., 2003; TAJSHARGHI et al., 2003;
ONENGUT, et al., 2004; LAING et al., 2005; RAFAY; HALLIDAY; BRIL, 2005;
SHINGDE, et al., 2006; PEGORARO et al., 2007; URO-COSTE et al., 2009;
STALPERS, et al., 2011; BANFAI, et al., 2017; MAMELONA, et al., 2019).

Além disso, em nossa seérie de pacientes estudados, o acometimento foi
maior em homens do que em mulheres, o que pode ser devido ao numero pequeno
de individuos estudados, visto que,na literatura, ha uma proporgao equilibrada entre
os sexos, (SAHGAL; SAHGAL, 1977; CEUTERIK; MARTIN; MARTENS, 1993;
BAROHN; BRUMBACK; MENDELL, 1994; MASUZUGAWA, et al., 1997; BOHLEGA
et al., 2003; TAJSHARGHI et al., 2003; ONENGUT, et al., 2004; LAING et al., 2005;
RAFAY; HALLIDAY; BRIL, 2005; SHINGDE, et al., 2006; PEGORARO et al., 2007;
URO-COSTE et al., 2009; STALPERS, et al., 2011; BANFAI, et al., 2017;
MAMELONA, et al., 2019).

A maioria dos casos descritos em literatura apresentou acometimento
proximal proeminente compativel com os achados dos nossos pacientes (SAHGAL;
SAHGAL, 1977; BAROHN; BRUMBACK; MENDELL, 1994; MASUZUGAWA, et al.,
1997; TAJSHARGHI et al., 2003; RAFAY; HALLIDAY; BRIL, 2005; TAJSHARGHI et
al., 2007; PEGORARO et al., 2007; MAMELONA, et al., 2019). Ademais, ha varios
casos de acometimento distal, em nosso estudo todos os pacientes apresentaram
acometimento distalde forma menos acentuada, compativel com as descrigdes de
literatura (TAJSHARGHI et al., 2003; SHINGDE, et al., 2006; PEGORARO et al.,
2007). Além disso, nenhum dos nossos pacientes apresentava pés caidos, embora
os pacientes apresentassem dificuldade em andar com o calcanhar atribuimos esse

sinal a retragdo tendinea do aquileu. Outra caracteristica importante encontrada na
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maioria dos nossos pacientes foi a pseudo-hipertrofia de panturrilhas, corroborando
também com varios casos descritos (SAHGAL; SAHGAL, 1977; MASUZUGAWA, et
al., 1997; TAJSHARGHI et al., 2003;LAING et al., 2005; TAJSHARGHI et al., 2007;
PEGORARO et al., 2007).

Ademais, os pacientes descritos catalogados com miopatia de
armazenamento de miosina, bem como a familia aqui relatada apresentaram
caracteristicas clinicas fisicas semelhantes como escapula alada, escoliose e
hiperlordose (MASUZUGAWA, et al., 1997; LAING et al., 2005). Ainda, o que
chamou a atengao foi a observagéo de baqueteamento digital e unhas em vidro de
reldgio em nossos pacientes, estas caracteristicas ndo foram relatadas em literatura
até o momento. O baqueteamento digital, ou hipocratismo digital esta associado a
doencas cardioldgicas, pulmonares, hepaticas podendo também ser congénita
(MACEDO, et al., 2004). Marcha anserina também foi observada em quatro dos
nossos pacientes, sendo um achado comum reportado em outros estudos
(CEUTERIK; MARTIN; MARTENS, 1993; BAROHN; BRUMBACK; MENDELL, 1994;
MASUZUGAWA, et al., 1997; TAJSHARGHI et al., 2003; ONENGUT, et al., 2004;
LAING et al., 2005; PEGORARO et al., 2007; STALPERS, et al., 2011). Contudo, é
importante destacar que ha variabilidade clinica e de evolugdo entre pacientes da
mesma familia conforme relatam os estudos de Bohlega et al. (2003) e Pegoraro et
al. (2007).

A dosagem do nivel de CPK na maioria dos nossos pacientes apresentou-se
elevada entre 2 até 6 vezes o limite da normalidade corroborando com varios casos
descritos até o momento (TAJSHARGHI et al., 2003; ONENGUT, et al., 2004;
RAFAY; HALLIDAY; BRIL, 2005; SHINGDE, et al., 2006; TAJSHARGHI et al., 2007).

A eletromiografia de agulha nos pacientes estudados esta em acordo com as
descricdes da literatura para miopatia de armazenamento de miosina apresentando
um padrao miopatico na maioria dos casos (TAJSHARGHI et al., 2003; ONENGUT,
et al., 2004; TAJSHARGHI et al., 2007; KINPHUTH et al., 2010; MAMELONA, et al.,
2019). Os estudos de condugao nervosa foram normais em todos os pacientes
investigados na literatura assim como em nossos pacientes (SAHGAL; SAHGAL,
1977; BAROHN; BRUMBACK; MENDELL, 1994; MASUZUGAWA, et al., 1997;
LAING et al., 2005).



77

Na nossa amostra, 3 pacientes apresentaram alteragdes eletrocardiograficas
relevantes. Um deles apresentou sobrecarga ventricular esquerda e desvio do eixo
elétrico do coragao para a direita, outro paciente também demonstrou sobrecarga
ventricular esquerda pelo indice de Sokolow-Lyon e outro apenas um disturbio de
condugcdo do ramo direito do feixe de His. As alteragbes observadas ja foram
relatadas por Tajsharghi et al. (2003) e por Uro-coste et al. (2009), que evidenciaram
hipertrofia ventricular esquerda, desvio do eixo elétrico para a direita e alteracdes na
conducdo do ramo direito do feixe de His. Na nossa amostra ndo foram observados
pacientes com alteragdes na conducao do ramo esquerdo do feixe de His ou outras
arritmias cardiacas, como demonstrado por Laing et al. (2005) e Pegoraro et al.
(2007).

Em relagdo as alteragdes ecocardiograficas, quatro dos seis pacientes
estudados apresentaram strain longitudinal global do VE alterado, o que sugere
disfuncéao sistolica precoce do VE, dado ainda ndo relatado na literatura. Porém,
nenhum paciente apresentou disfungao sistdlica franca, ou seja, fragdo de ejecéo
do VE esquerdo reduzida, como observado por Onengut et al. (2004) e Uro-coste
et al. (2009) e Stalpers et al. (2011). Um dos pacientes da nossa amostra
apresentou hipertrofia ventricular excéntrica, achado frequente relatado pela
literatura, e fracdo de ejecdo do VE limitrofe. Outros achados observados por
outros autores, como dilatacbes cavitarias e hipertrabeculacdo do VE, nao

estiveram presentes nos pacientes da nossa amostra.

A investigacao respiratoria revelou disturbio ventilatério restritivo em todos os
pacientes do nosso estudo. Embora tenha sido feito apenas a mensuracdo da
capacidade vital forgada em nossos pacientes podemos, de forma mais abrangente,
correlacionar com alguns estudos da literatura. Quanto a gravidade, um deles
apresentou disturbio ventilatorio restritivo leve, semelhante ao estudo de Stalpers et
al. (2011) que relatou capacidade vital forgada de 70% e volume expiratorio forgado
de 82% dos valores normais. Além disso, os estudos de Pegoraro et al. (2007) e
Kinphuth et al. (2010) ndo apresentaram alteragbes. Trés dos nossos pacientes
apresentaram a forma moderada, semelhante ao estudo de Shingde et al. (2007)
que relatou fraqueza muscular respiratéria em um dos pacientes, sendo que o teste

de fungao respiratéria apresentou pressao inspiratoria e expiratéria maxima de 113%
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e 58% respectivamente do previsto. Dois pacientes apresentaram disturbio
ventilatorio restritivo grave (46% e 50% do previsto) assim como no estudo de
Mamelona et al. (2019) em que a CVF foi de 27% e VEF de 29% dos valores

normais.

A ressonancia magnética é o método de imagem que permite, por meio das
diferentes sequéncias de pulso, avaliar anatomicamente e funcionalmente o tecido
muscular com excelente contraste entre o musculo e as partes moles
adjacentes (HARTMANN; RODRIGUES, 2014). Considerando esses beneficios,
nossa paciente realizou o estudo por ressonancia magnética do corpo inteiro,
possibilitando inclusive a identificacdo da distribuicdo e simetria dos achados. Na
literatura observamos que poucos estudos realizaram o exame de imagem por
ressonancia magnética como os de Li et al. (2018), Kinphuth et al. (2010) e o
de Pegoraro et al. (2007).

As sequéncias sensiveis ao liquido (STIR) adquiridas no estudo por
ressonancia magneética da nossa paciente mostraram sinais de leve edema muscular
nas cinturas pélvica e escapular, ténue edema nos ventres musculares do tergo
distal dos antebracos, edema nos ventres musculares dos compartimentos
anteriores das coxas e nas pernas. Contudo, foi na ponderagdo T1 que observamos
as alteragbes mais significativas do nosso caso. Enquanto o estudo de Kinphuth et
al. (2010) relatou a atrofia e lipossubstituicdo do musculo gastrocnémio como seu
principal achado, nosso estudo, que contemplou o corpo todo, demonstrou sinais de
atrofia e lipossubstituicao na cintura pélvica (sobretudo dos gluteos maximos), nas
coxas (sobretudo no compartimento posterior) e nas pernas (sobretudo nos

gastrocnémios).

Na biopsia muscular os corpos hialinos presentes na periferia das fibras
musculares em nossos pacientes sdo coerentes com relatos anteriores. Os corpos
hialinos apresentam coloragéo eosinofilica em HE e verde claro em TG, s&o reativos
ou moderadamente reativos para a ATPase acida e nao reativos para NADH-TR
compativel com as descricbes da literatura (CANCILLA, et al., 1971; ENGEL;
BAKER, 1986; BOHLEGA etal. 2003; DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY, 2013).
Algumas caracteristicas permitem diferenciar a miopatia de armazenamento de

miosina da miopatia congénita de Cap, visto que ambas apresentam estruturas
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semelhantes localizadas na periferia das fibras musculares. Na miopatia congénita
de Cap essas estruturas subsarcolemais estdo presentes predominantemente nas
fibras tipo 1, embora também tenham sido encontradas nas fibras tipo 2
(LEHTOKARI, et al., 2007), em contrapartida, na miopatia de armazenamento de
miosina essas estruturas sdo encontradas exclusivamente nas fibras musculares
tipo 1 (DUBOWITZ; OLDFORDS; SEWRY, 2013). Além disso, ha diferengas nas
reagcdes histoquimicas que permitem o diagnéstico diferencial. Na miopatia
congénita de Cap a maioria dos estudos relata intensa reatividade para NADH-TR e
auséncia de reatividade para ATPase (FIDZIANSKA, 2002; CUISSET et al., 2006;
OHLSSON et al., 2008). No entanto, o estudo de Lehtokari, et al. (2007) relatou
auséncia de reatividade para NADH-TR e fracamente reativa em ATPase. Todavia,
na miopatia de armazenamento de miosina, os corpos hialinos na maioria dos casos
sao reativos a ATPase acida, indicando acumulo de miosina (TAJSHARGHI et al.,
2003; PEGORARO et al., 2007). Porém, o estudo de Shingde et al., (2006) relatou
um caso em que o0s corpos hialinos sao reativos em ATPase pH 9.4 e nio reativos a
ATPase 4.3 . Além disso, os corpos hialinos ndo apresentam reatividade para as
enzimas oxidativas, caracteristicas que contrastam com as caps (DUBOWITZ;
OLDFORDS; SEWRY, 2013). No que tange ao numero de fibras com corpos
hialinos, nossos pacientes apresentam 60 e 65% de fibras com corpos hialinos, e,
na literatura, os casos publicados apresentam entre 10 e 40% das fibras com corpos
hialinos sem correlagdo com a apresentagdo clinica da doenga (CEUTERIK;
MARTIN; MARTENS, 1993; MASUZUGAWA, et al., 1997; RAFAY; HALLIDAY; BRIL,
2005; SHINGDE, et al., 2006).

Neste estudo relatamos mais uma familia com 7 membros identificados com
miopatia de armazenamento de miosina causada por uma mutacdo de heranca
autossbmica dominante no gene MYH7, como também ocorreu nas familias
descritas por Masuzugawa, et al. (1997), Bohlega etal. (2003) e Tajsharghi et al.
(2003). O gene MYH7, fornece as informagdes necessarias para codificar uma
proteina chamada cadeia pesada beta (B)-miosina. Essa proteina constitui os
filamentos grossos do sarcomero e € encontrada no musculo cardiaco e nas fibras
musculares esqueléticas do tipo 1 (TAJSHARGHI, et.al., 2003). Os musculos
esqueléticos resistentes a fadiga sado constituidos principalmente de fibras

musculares do tipo 1, nesse sentido, os musculos envolvidos na postura, como por
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exemplo, o musculo do pescoco que permite manter a cabeca firme é composto
predominantemente de fibras tipo 1, e, dessa maneira, considerando a fraqueza
proximal e axial dos nossos casos, a mutagdo neste gene poderia explicar os
fendtipos clinicos de nossos pacientes. Ademais, o estudo de Jandreski, et al.,
(1987) revelou uma expressao acentuada dacadeia pesada beta (f3)-miosina no

musculo s6leo que também é rico em fibras musculares do tipo 1.

A mutacgéo detectada Arg1845Trp promove a substituicdo de um aminoacido
arginina pelo aminoacido triptofano na posicao 1845 da proteina MYH7. Neste tipo
de mutagao ha a alteragdo em um unico nucletideo, que confere a mudanga de um
aminoacido e consequente alteracdo da proteina. Armel e Leinwand (2009)
realizaram um estudo sobre os efeitos funcionais de mutacbes no gene MYH?7,
incluindo a mutacao identificada em nosso estudo, e verificaram que a mutagao
conferiu a formacao de filamentos maiores em tamanho e mais resistentes a
degradacéao, o qual poderia resultar na formacao inadequada de filamentos, gerando

doencas musculares.

Mutacbes no gene MYH7 estdo relacionadas também a outros fendtipos:
miopatia distal de Laing (OMIM 160500), forma miopatica da sindrome escapulo-
peroneal (OMIM 181430) cardiomiopatia hipertrofica 1 (OMIM 192600);
cardiomiopatia dilatada 1S (OMIM 613426) e ndo-compactacao ventricular 5 (OMIM
613426). As doencas relacionadas ao gene MYH7 véem crescendo
significativamente como um importante grupo, no qual, as caracteristicas clinicas,
histopatolégicas e moleculares s&o variaveis. E importante destacar que éxons
codificadores das regides mais proximais da proteina s&o a causa da cardiomiopatia
hipertréfica, em contrapartida, os éxons codificadores das porgdes distais (cauda)
tém sido associadas a varias miopatias esqueléticas que podem acometer ou ndo a
fungdo cardiaca, incluindo a miopatia de armazenamento de miosina e miopatia
distal de Laing (VISWANATHAN, et al., 2017).

Até o momento oito mutacbes foram associadas a miopatia de
armazenamento de miosina R1845W, H1901L, L1793P, E1883K , L1779P, X1936W
K1784del e R1820W (VISWANATHAN, et al., 2017). A mutagdo R1845W ou
p.Arg1845Trp que foi identificada em nossos pacientes foi a primeira causa genética
determinada para essa doenca (TAJSHARGHI, et.al., 2003). Desde entdo, outros
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estudos também identificaram a mesma mutacdo em pacientes com fendtipo
semelhante (LAING et al., 2005; SHINGDE, et al., 2006; KINPHUTH et al., 2010).

Contudo, pode-se observar a heterogeneidade genética, assim, as diferentes
mutagbes que resultam no fendtipo histoloégico ndo € bem compreendida. As
limitacbes do nosso estudo compreendem o numero relativamente pequeno de
casos e a impossibilidade da realizagdo da imunohistoquimica e microscopia
eletrdnica pela limitacdo da técnica e indisponibilidade dos pacientes, a qual nao foi
possivel durante a pesquisa. Por fim, uma variedade de mutagdes resultam no
fendtipo histolégico da miopatia de armazenamento de miosina, assim mais estudos

sd0 necessarios para entender os mecanismos dessa doenga.
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8 CONCLUSOES

Este estudo apresenta uma unica familia com miopatia de armazenamento de
miosina. As caracteristicas clinicas sao heterogéneas, encontramos similaridades e
divergéncias com as descri¢des em literatura. Os nossos pacientes apresentavam
fraqueza escapular proeminente, sendo que, algumas descrigbes da literatura
relatam um grupo de miopatia com fraqueza escapulo-peroneal, no entanto, o
acometimento distal em nossos pacientes € pouco significativo. Este € o primeiro
relatado de baqueteamento digital e unhas em vidro de relégio para essa doenga. As
caracteristicas anatomopatolégicas séo compativeis com outros estudos. Além
disso, esse € um estudo que complementa o estudos anteriores, sendo a miopatia
de armazenamento de miosina causada por uma mutagdo em heterozigose
(pArg1845Trp) no gene MYH7. Em virtude da apresentacdo clinica heterogénea
desta miopatia e similaridade clinica com outras miopatias, ainda se faz necessario a
biépsia muscular para confirmar o diagndstico, no entanto a pesquisa da mutagao no
gene MYH7 pode contribuir e direcionar o diagndstico. Mais estudos, e maiores sao
necessarios para elucidar o entendimento sobre esse subitpo de miopatia e suas

caracteristicas clinicas, histolégicas e moleculares.
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ANEXO 1 — TERMO DE CONSENTIMENTO PARA USO DE IMAGENS (FOTOS E
VIDEOS)

Eu, , AUTORIZO
a responsavel pelo projeto ROSANA HERMINIA SCOLA e pesquisadores da

Universidade Federal do Parana, autores da pesquisa intitulada: Estudo clinico,
histopatolégico e molecular na Miopatia de Armazenamento de Miosina a fixar,
armazenar e exibir a minha imagem com o fim especifico de inseri-la nas
informagdes que serdo geradas na pesquisa, aqui citada, e em outras publica¢des
dela decorrentes, quais sejam: dissertagdes, revistas cientificas, congressos e

jornais.

A presente autorizagdo abrange, exclusivamente, o uso de minha imagem
para os fins aqui estabelecidos e devera sempre preservar 0 meu anonimato.

Qualquer outra forma de utilizagao e/ou reproducéo devera ser por mim autorizada.

Curitiba ,

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura do pesquisador responsavel



