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Jesus ainda estava falando, quando chegaram alguns empregados da

casa de Jairo e disseram:

- Seu Jairo, a menina ja morreu. Por que aborrecer o Mestre?

- Mas Jesus ndo se importou com a noticia e disse a Jairo:

- Nao tenha medo, tenha fé!

Quando entraram na casa de Jairo, Ele encontrou ali uma confusdo

geral e viu todos chorando alto e gritando. Entdo disse:

- Por que tanto choro e confusdo? A menina ndo morreu; ela estd
dormindo.

Entdo todos comegaram a cagoar dele. Mas Jesus mandou que todos

saissem e, junto com os trés discipulos e os pais da menina, entrou no

quarto onde ela estava. Pegou-a pela mado e disse:

- Talitd cumi! (Menina, levante-se!)

No mesmo instante, a menina, que tinha doze anos, levantou-se e

comegou a andar. E todos ficaram muito admirados.

Biblia — Marcos 5:35-42

Certamente pude observar essa mesma situagido
algumas vezes em minha vida profissional, e tenho certeza
de que ndo sou a unica. Pacientes que desenganamos para
nés mesmos € que, inexplicavelmente, nos surpreenderam
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RESUMO

A atrofia muscular espinhal € uma doenga degenerativa das células do corno anterior
da medula, com quatro tipos descritos (I, II, IIIa/b, IV). Somente os tipos I, II, IIla e
I1Ib apresentam comprometimento do cromossomo 5q13, em que dois genes sdo os
causadores da doenga: o primeiro codifica a proteina de sobrevivéncia do neurdnio
motor (SMN) e o segundo codifica a proteina inibidora da apoptose neuronal (NAIP).
Ha delegdo dos éxons 7 ¢ 8 em mais de 90% dos casos, ambos envolvidos na
codificagdo do SMN. A delec¢do do éxon 5, envolvido na codificagdo do NAIP, ocorre
em 45% a 70% dos pacientes com atrofia muscular espinhal tipo I, € em menos de
20% dos casos tipo II e III. Com o propésito de desenvolver e introduzir o diagnéstico
molecular nas investigagdes de rotina da atrofia muscular espinhal, selecionaram-se 43
pacientes com diagndstico ja estabelecido de atrofia muscular espinhal, baseando-se
no quadro clinico, dosagens enzimaticas, resultados de bidpsia muscular e
eletromiografia. Pesquisou-se a delegdo dos éxons envolvidos no DNA extraido de
bidpsias musculares através da andlise por reagdo em cadeia da polimerase.
Relacionaram-se os resultados com os respectivos pacientes, por meio de dados de
anamnese, exame fisico, achados de bidpsia muscular e eletroneuromiografia. Nove
pacientes foram classificados como tendo atrofia muscular espinhal tipo I; quatorze
pacientes, como atrofia muscular espinhal tipo II, e 20, como atrofia muscular espinhal
tipo III (12 IIla e 8 IIIb). Nos pacientes com atrofia muscular espinhal tipo I, houve
dele¢do do NAIP em 5 dos 9 casos (55%); naqueles com o tipo II, houve dele¢do em 3
dos 14 casos (21,4%). Todos os casos considerados como tipo I e II demonstraram
delegdo simultdnea dos éxons 7 € 8. No tipo III, o éxon 5 esteve deletado em 5 dos 20
casos (25%), mas com delegdo do éxon 7 em 18 dos 20 pacientes (90%) e do éxon 8
em 19 deles (95%). A delegdo do NAIP teve relagdo estatisticamente significante com
os casos de fraqueza muscular da por¢do distal dos membros superiores (p < 0,05) e
com o achado de nucleos internos na bidpsia muscular (p < 0,05). A delegdo do éxon 8
foi estatisticamente significante na presenga de fibras angulares atroficas (p < 0,05) e
de fibras redondas atroficas dispersas (p < 0,05) na bidpsia muscular. A bidpsia
muscular foi condizente com desinervagdo em 80% dos casos, € a eletromiografia em
88,8%, enquanto que a dele¢do concomitante dos éxons 7 e 8 esteve presente em 93%
dos casos nos trés tipos de atrofia muscular espinhal. Ha estreita relagdo entre o
diagnostico clinico e o diagnostico molecular, corroborando os indices de dele¢io
descritos na literatura. A analise pela reagdo em cadeia da polimerase, portanto, serve
como exame diagnostico 130 seguro € preciso quanto a bidpsia muscular e a
eletromiografia. além de menos invasiva.
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ABSTRACT

Spinal muscle atrophy results from degeneration of motor neurons in the anterior horn
of the spinal cord. There are four clinical types (I, II, Illa/b, IV), but only three forms
{1, II, IlIa and IIIb) were found to be linked to the 5q13 region of chromosome 5,
where 2 genes were postulated: one was designated as the Survival Motor Neuron
(SMN) gene, and the other as the Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein (NAIP) gene.
Deletion of exons 7 and 8 occurs in over 90% of cases, both related to SMN
codification. Deletion of exon 5 (related to NAIP gene) occurs in 45% to 70% of type I
spinal muscle atrophy patients, and in less than 20% of type II and III patients. The
purpose of this study is to develop and to establish molecular research in routine
investigation of spinal muscle atrophy. Forty-three patients were included in this
study, all of them with previous diagnosis of spinal muscle atrophy, according to their
clinical features, muscular enzymes levels, electromyography and anatomopathologic
results. The DNA was isolated from muscle biopsies. Polimerase chain reaction (PCR)
amplification of SMN exons 7 and 8, and NAIP exon 5 was carried out and to clinical
history, physical exam, electromyography and anatomopathologic results. A
population of 9 type I, fourteen patients type II and 20 patients type III (12 IIla and 8
IIIb) was enrolled into this study. Type I spinal muscle atrophy patients presented
deletion of exon 5 (NAIP gene) in 5 cases (55%), and type II patients presented this
deletion in 3 cases (21,4%). Type I and type II patients showed concomitant deletion
of exons 7 and 8 in 100% of cases. In type III patients, exon 5 was deleted in 5 cases
(25%), with deletion of exon 7 in 18 patients (90%) and deletion of exon 8 in 19 (95%)
of them. Distal impairment of upper limbs was significantly correlated to the cases of
NAIP deletion (p < 0,05), as to the presence of internal nucleus in muscle biopsy (p <
0,05). Deletion of exon 8 was significantly correlated when associated to atrophic
angulated fibers (p < 0,05) as well to the presence of atrophic dispersed rounded fibers
(p < 0,05) in muscle biopsy. Muscle biopsy presented with denervation in 80% of
cases, and electromyography with the same pattern in 88,8%. Concomitant deletion of
exons 7 and 8 occurred in 93% of cases, in all three types of spinal muscle atrophy.
Precise identification of deletion by PCR in spinal muscle atrophy patients provides an
important diagnostic achievement, which may be considered as good as the muscle
biopsy and electromyography, but less invasive.
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1 INTRODUCAO

A atrofia muscular espinhal (AME) € uma das doengas neuromusculares mais
comuns da infancia, sendo superada somente pela distrofia muscular de Duchenne. Ela
também € reconhecida como uma das doengas hereditarias mais fatais de heranca
autossomica recessiva, ocupando o segundo lugar, logo depois da fibrose cistica
(ASBURY, 1992).

Ha quatro tipos de AME proximal, definidos de acordo com a idade de inicio e
o grau de acometimento: o tipo I (doenga de Werdnig—-Hoffmann) é o mais grave, com
obito nos primeiros meses de vida; tipo II (forma intermedidria ou doenga de
Dubowitz); o tipo III (doenga de Kugelberg- Welander) e o tipo IV (o menos grave,
correspondente & forma adulta de AME) (ZERRES, 1997).

O diagnostico de AME pode ser confirmado por meio de bidpsia muscular e
eletroneuromiografia (EMG). Ambos s3o exames complementares invasivos e
casualmente podem ndo demonstrar resultados exatos, havendo a necessidadc de
repeti-los ou de simplesmente observar a evolugdo da doenga.

LEFEBVRE (1995) ¢ ROY (1995) possibilitaram o diagnostico molecular da
AME ao descobrir os genes causadores da doenga, denominados proteina de sobreviyéncia
do neurdnio motor (SMN) e proteina inibidora da apoptose neuronal (NAIP).

Com a disponibilidade do diagndstico molecular, tornou-se viadvel realizar o
presente estudo, proporcionando procedimento bem menos invasivo, além de diagndstico
muito mais preciso, podendo substituir, eventualmente, a necessidade de confirmagéo pela

EMG e biopsia muscular.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HISTORICO

As primeiras descri¢des de AME datam de 1848, quando ARAN, citado por
GOMEZ (1994), relatou o caso de um paciente com 47 anos de idade que apresentava
fraqueza muscular progressiva em maos e membros inferiores. Dois anos mais tarde,
com a evolugdo da doenga, foi empregada pela primeira vez a expressdo “atrofia
muscular progressiva” (GOMEZ, 1994).

Em 1860, LUYS, citado por GOMEZ (1994), obteve evidéncias histologicas
da degeneragdo das células do corno anterior da medula espinhal nos casos de atrofia
muscular progressiva, fato que foi contestado por DUCHENNE, em 1883. Ele alegava
que a lesdo primaria no caso descrito por ARAN n3o se localizava nos cornos
anteriores da medula, mas era provavelmente de origem periférica (GOMEZ, 1994).

Embora HEUBNER, citado por GOMEZ (1994), tenha recebido os créditos da
primeira descri¢do de atrofia muscular infantil, foi WERDNIG, em 1888, citado por
GOMEZ (1994), quem propds a origem neural da doenga em duas publicagdes
classicas, realizadas nos anos de 1891 e 1894 (GOMEZ, 1994). As descrigdes eram de
dois irmdos com fraqueza muscular proximal cujos sinais iniciaram ao redor dos 10
meses dc idade. Ambos apresentavam também auséncia dos reflexos tendinosos
profundos. sem comprometimento sensorial, nervos cranianos ou anormalidades
mentais (GOMEZ, 1994).

Em 1893, HOFFMANN, citado por GOMEZ (1994), descreveu doenga
semelhante em quatro familias, denominando entdo a doenga de “atrofia muscular
espinhal progressiva e hereditaria em criangas” (GOMEZ, 1994).

Todos os casos descritos por WERDNIG e HOFFMANN, citados por
GOMEZ (1994), revelaram na autdpsia degeneragdo das células do corno anterior da
medula, e desde entdo a forma infantil de AME ¢€ referida como doenga de Werdnig—

Hoffmann (GOMEZ, 1994).



WOHLFART (1955), KUGELBERG ¢ WELANDER (1956), citados por
BUNDEY (1992), descreveram a forma de inicio tardio, conhecida como AME
cronica, em que 21 pacientes foram pesquisados no total, com instalagio da doenca
aos 3 anos de idade ou mais. Posteriormente, DUBOWITZ (1964), citado por
BUNDEY (1992), relatou a forma infantil tardia, definida como “doenca arrastada de
Werdnig-Hoffmann”, “variante de Dubowitz” e até mesmo AME tipo Ib (BUNDEY,
1992).

Durante muitas décadas, contudo, varias formas cronicas da AME foram
diagnosticadas de modo equivocado como distrofias musculares, uma vez que as
caracteristicas clinicas sdo muito similares. Em 1973, PEARN et al., citados por
BUNDEY (1992), analisaram 42 irmdos com AME e constataram que, apesar de a
amostra ser heterogénea, ela representava, na verdade, uma entidade geneticamente
distinta € homogénea. O autor, juntamente com WILSON, citado por BUNDEY
(1992), estipulou os seguintes critérios, que, na €poca, consistiam de fraqueza
muscular generalizada acompanhada de hipotonia acentuada, sintomas respiratorios e
bulbares, reflexos tendinosos profundos ausentes, fasciculagdes de lingua e/ou

membros, tremor de dedos e deformidades esqueléticas (GOMEZ, 1994).

Com o desenvolvimento da pesquisa genética, MELKI et al. (1990)
identificaram, em 1990, o cromossomo 5q11.2 — q13.3 como o envolvido na doenga;
cinco anos mais tarde, dois genes, localizados no mesmo cromossomo. foram
relacionados com a AME: o gene de sobrevivéncia do neurénio motor (survival motor
neuron — SMN), descrito por LEFEBRVE, e o da proteina inibidora da apoptose
neuronal (neuronal apoptosis—inhibitory protein — NAIP), descobcrto por ROY
(LEFEBRVE, 1995; ROY, 1995) .

LEFEBRVE e ROY (1995) foram os primeiros a incorporar o diagnostico
molecular da AME como exame complementar acs convencionais, permitindo o

reconhecimento precoce dessa patologia, além de promover método muito menos

invasivo.



Atualmente a atrofia muscular espinhal ¢ descrita como uma doenga
neuromuscular de etiologia autossomica recessiva (MELKI, 1990) associada a
degeneracdo dos neurdnios motores alfa. Estes se localizam no corno anterior da
medula espinhal, compondo sindrome de neur6nio motor inferior. Caracteriza-se,
portanto, por fraqueza e atrofia muscular progressiva de distribuigdo simétrica,
proximal, acometendo os musculos voluntirios de membros superiores e
predominantemente de membros inferiores. O inicio ocorre em geral na infancia,
poupando o musculo diafragmatico, esfincter anal e vesical (TALBOT, 1999;
ORRELL, 2001).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

Dentre as doengas autossomicas recessivas, a AME ¢é reconhecida como a
segunda entidade mais fatal, logo depois da fibrose cistica. E também uma das
patologias neuromusculares mais comuns da infincia, sendo superada somente pela
distrofia muscular de Duchenne (ASBURY, 1992).

A incidéncia de AME varia de 1/ 6.000 a 1/ 10.000 nascidos vivos, € o estado
de portador corresponde a 1:50 (TSAIL 2001; VRBOVA, 2003).

Todas as ragas sdo acometidas, ndo existe predominio quanto ao sexo € a sua

distribui¢do ¢ mundial (TALBOT, 1999).

2.3 CLASSIFICACAO

Numerosos sistemas de classificagdo foram propostos para caracterizar as
sindromes do neurénio motor inferior, de acordo com o tipo de heranga genética, grau

de comprometimento muscular e envolvimento concomitante de outras patologias. As



principais classificagdes das doengas do neurdnio motor inferior descritas na literatura
baseiam-se no tipo de heranga genética das mesmas (GOMEZ, 1994) (Tabela 1).

ZERRES, em 1995, propos a classificagdo da AME baseada na idade de inicio
da doenga e no desenvolvimento motor alcangado (ZERRES, 1997) (Tabela 2).

Tabela 1 - Doengas primarias do neur6nio motor inferior (GOMES, 1994)

Heranga autossOmica recessiva
AME predominantemente proximal
Aguda, ou AME tipo I (Werdnig—Hoffmann)
Intermediéria, ou AME tipo II
Croénica, ou AME tipo III (Kugelberg—Welander)
Paralisia bulbar progressiva da infancia
AME escapuloperoneal
AME predominantemente distal
Heranga autossémica dominante
AME predominantemente proximal
AME escapuloperoneal
AME facioescapuloumeral
AME distal
Heranga ligada ao X
AME proximal ou juvenil bulbar
AME proximal da adolescéncia
Doengas esporadicas do neurdnio motor inferior
AME esporadica
ELA juvenil

AME = Atrofia Muscular Espinhal; ELA = Esclerose Lateral Amiotrofica

Tabela 2 - Classificagdo da Atrofia Muscular Espinhal (ZERRES, 1997)
Tipo | Defini¢io

I Incapaz de sentar-se

1 Capaz de sentar-se, mas incapaz de andar

1 Capaz de andar
a. Inicio antes dos 3 anos de vida
b. Inicio apos 3 anos de vida

I\ Inicio apds os 30 anos de vida




2.4 MANIFESTACOES CLINICAS

A AME ¢ uma das unicas doengas que afeta exclusivamente o neurénio motor
inferior, tendo como a sua principal apresentagdo clinica fraqueza e atrofia muscular
progressiva, com reducéo ou auséncia dos reflexos tendinosos profundos. H4 auséncia
de sinais piramidais e extrapiramidais, assim como comprometimento sensorial,
intelectual ou outro envolvimento do sistema nervoso central (SNC) (DUBOWITZ,
1985; BURGHES, 1999).

O grau de comprometimento € as outras manifestagdes clinicas associadas

variam em cada tipo de AME, conforme sera descrito a seguir.

2.4.1 AME Tipol

Esta forma clinica de AME identifica-se principalmente por fraqueza
muscular generalizada, simétrica, proximal, associada a hipotonia global, com
predominio em membros inferiores (MELKI, 1990; WIRTH, 1997; PELLIZZONI,
1999). podendo o paciente adotar a “postura de rda” (ASBURY, 1992).

Os reflexos tendinosos profundos encontram-se reduzidos ou ausentes, mas,
cm 5% a 7% dos casos, eles podem estar normais €, em 2% dos pacientes, encontram-
s¢ aumentados (DUBOWITZ, 1985; BURGHES, 1999).

De acordo com PEARN e WILSON, a idade de inicio dos sintomas se da
antes dos 4 meses em 95% dos casos (BUNDEY, 1992). Um terco dos pacientes com
AME tipo | apresenta manifestagdes clinicas da doenga antes ou ja ao nascimento
(THOMAS, 1994), ¢ no restante, o atraso do desenvolvimento motor ja pode ser
constatado aos 6 meses, associado a disfagia, intenso esfor¢o respiratério durante a
amamentagdo, aspiragdo freqiiente de alimentos e secre¢des, com choro e sucgdo

debilitados (BUNDEY, 1992).



Os membros superiores tendem a permanecer em rotagdo externa, com adugo
dos ombros e semiflexdo dos cotovelos. Com menor freqiiéncia, pode-se observar
tremor fino, rapido e irregular dos quirodactilos (GOMEZ, 1994).

Os musculos faciais sd3o poupados, assim como o musculo diafragmatico, de
tal maneira que a respiragdo € marcada por inspiragdo paradoxal, com proeminéncia
abdominal seguida de expiragdo passiva (MELKI, 1990; WIRTH, 1997;
PELLIZZONI, 1999).

O torax € achatado no sentido antero-posterior devido a fraqueza dos misculos
intercostais, podendo encontrar-se também pectus excavatum. Os misculos extensores
cervicais sdo muito fracos para erguer a cabega quando o paciente é colocado em
decubito dorsal (GOMEZ, 1994).

Nos estdgios mais avangados da doenga, a boca permanece entreaberta, como
resultado de paralisia dos musculos mastigatérios. Em seguida, o paciente nio
consegue mais conter a saliva, que escorre pelo canto da boca em razdo da paralisia
dos musculos da faringe. Ha incapacidade para tossir, € o choro se torna inaudivel.
Nesta situag@o, a broncoaspiragdo € as infecgdes respiratorias tornam-se as principais
causas da alta mortalidade (GOMEZ, 1994).

Nessa mesma fase da doenga, surgem fasciculagdes de lingua, podendo ser
vistas mais facilmente durante o sono, quando hd menores chances de serem
confundidas com tremores (GOMEZ, 1994). Deformidades esqueléticas sdo
diagnosticadas em 5% a 10% dos casos (THOMAS, 1994).

Geralmente o 6bito ocorre por pneumonias de repeti¢ao no decorrer do

primeiro ano de vida, € mais raramente no segundo ano (GOMEZ. 1994).

2.4.2 AME Tipo II

Forma intermediaria da doenga, definida arbitrariamente por FRIED e

EMERY (1971) como uma entidade clinica com inicio entre os 3 € 15 meses de vida, e



sobrevida ultrapassando os 4 anos de idade. A fraqueza surge apds os 2 meses de vida,
com inicio mais freqiiente ao redor dos 6 meses, de maneira mais insidiosa do que a
AME tipo I. A fraqueza € generalizada, as extremidades superiores, porém, podem ou
ndo estar acometidas (GOMEZ, 1994).

Os reflexos tendinosos profundos encontram-se reduzidos, com o reflexo
patelar ausente, na maioria das vezes. Praticamente todos os pacientes apresentam 0s
reflexos profundos abolidos ao completar 2 anos de vida (GOMEZ, 1994).

A presenga de deformidades de coluna, como escoliose, € as contraturas
musculares ocorrem nos pacientes mais jovens, enquanto manifestagdes como tremor
postural fino ocorrem nos pacientes de idade mais avangada (BUNDEY, 1992). Os
esfincteres vesical e anal sdo poupados (MELKI, 1990; WIRTH, 1997; PELLIZZONI,
1999).

As fasciculagdes sdo visiveis nos membros superiores € parede toracica,
principalmente se a gordura subcutanea ndo for proeminente. Fasciculagdes da lingua
também surgem nos estagios mais avangados da doenga (GOMEZ, 1994). Com menor
incidéncia hé fraqueza do maxilar inferior e dos musculos faciais, fazendo com que o
paciente permanega com a boca entreaberta e face inexpressiva (GOMEZ, 1994).

Aproximadamente um quarto dos pacientes com AME tipo II consegue se
manter na posig¢@o sentada. Uma menor propor¢do de pacientes consegue manter-se em
pé com apoio, € nenhum consegue deambular sem suporte (GOMEZ, 1994).

O prognostico se mantém favoravel até que se estabelega escoliose acentuada
secundaria ao comprometimento dos musculos intercostais e paraespinhais,
prejudicando os movimentos respiratorios. Alguns pacientes conseguem atingir a

segunda e até mesmo a terceira década de vida (GOMEZ, 1994).



2.4.3 AME Tipo 111

A idade de inicio dos sintomas € ao redor dos 6 meses de vida, € 90% dos
pacientes tém manifestacdo clinica instalada com 3 anos (GOMEZ, 1994). Ha fraqueza
proximal dos membros inferiores, provocando, nas criangas, atraso do
desenvolvimento motor (GOMEZ, 1994). Os pacientes comegam a andar sem apoio ao
redor dos 3 anos de vida, com queixas de quedas freqiientes e dificuldade para subir
escadas. Nesse caso, quando as manifestagGes clinicas se iniciam antes dos 3 anos, a
AME recebe a classificagdo tipo IIla; instalando-se depois dos 3 anos, é considerada
tipo IIIb (ZERRES, 1997). H4 lordose lombar proeminente e abdémen protuberante. A
fraqueza dos musculos faciais ¢ observada em torno dos 4 anos de idade, € a
inabilidade para fechar a boca ocorre nos estdgios mais avangados da doenga
(GOMEZ, 1994).

A maioria dos pacientes apresenta tremor de m3os e quirodactilos,
fasciculagdes de lingua, dos musculos deltéides e dos misculos da parede toracica. Na
medida em que a doenga progride, a cintura escapular torna-se comprometida
(GOMEZ, 1994). Os reflexos tendinosos profundos estdo reduzidos na fase inicial e,
posteriormente, sdo abolidos (GOMEZ, 1994).

Muitos ainda sdo capazes de se locomover na segunda década de vida, e a

sobrevida ndo se diferencia do restante da populagdo (GOMEZ. 1994).

2.4.4 AME Tipo IV

E a forma menos grave da doe.i¢a, € os primeiros sinais de fraqueza muscular
surgem ja na fase adulta. A clinica € invariavelmente simétrica, associada a diminui¢do

e auséncia dos reflexos tendinosos profundos, hipotonia e fasciculagdo de lingua
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(TALBOT, 1999). A sensibilidade € preservada, e os pacientes conseguem deambular

por varias décadas apds o inicio dos sintomas (TALBOT, 1999).

2.5 VARIANTES CLINICAS DA AME

Muitos casos tém sido descritos na literatura como AME infantil. Entretanto,
ha associagdo de vdrias caracteristicas atipicas como: hipoplasia cerebelar,
degeneragdo pontocerebelar, fraturas multiplas de ossos longos ao nascimento,
paralisia diafragmatica com faléncia respiratoria precoce e defeitos cardiacos
congénitos. Muitos possuem artrogripose, € alguns autores referem-se a esses
pacientes como portadores de uma entidade clinica distinta da AME (BURGHES,

1992). Na seqii€ncia, algumas dessas doengas sao descritas:

2.5.1 Doenga das Células do Corno Anterior com Hipoplasia Pontocerebelar

Diferente da AME tipo I, esses recém-nascidos ndo sdo alertas e podem
apresentar sinais de envolvimento do neur6nio motor superior, multiplas contraturas
das articulagdes e, na necropsia, observa-se atrofia cerebelar com envolvimento da
ponte e medula espinhal (DUBOWITZ, 1995; RUDNIK-SCHONEBORN, 1996).

Ha evidéncias de que esta é uma desordem autossdmica recessiva ndo ligada

ao cromossomo 5q (BURGHES, 1992; ZERRES, 2003).
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2.5.2 Doenga das Células do Corno Anterior com Fraturas Congénitas

Esta entidade € caracterizada por multiplas fraturas congénitas situadas nas
epifises ou metéfises de ossos longos, associadas a contraturas das grandes
articulagdes.

Podem-se separar aqui duas condig¢des distintas: em algumas familias, ocorre
polidramnio, retardo do crescimento intra-Utero e hipomineraliza¢gdo dssea, com
evidéncias de que se trata de doenga com heranga autossOmica recessiva; em outros
casos, a gestagdo € normal € o neonato apresenta peso adequado ao nascimento. Essa
entidade consiste em heranga ligada ao cromossomo X e parece ndo estar ligada ao

cromossomo 5q (BURGHES, 1992; ZERRES, 2003).

2.5.3 Doenga das Células do Corno Anterior com Insuficiéncia Respiratoria Precoce

Essa doenga apresenta-se com estresse respiratorio ao nascimento ou durante
as primeiras semanas de vida. A fraqueza muscular pode n3o ser evidente antes dos
sinais respiratorios. Contraturas de articulagdes distais sdo comuns. Ao exame
radiologico, podem-se observar eventragdes ou movimentagdo anormal do diafragma.
Os achados de EMG, biopsia muscular e necropsia sao similares aos da AME. Essa
anormalidade € pouco freqiiente ¢ nenhum estudo genético foi relatado ainda

(BURGHES, 1992; ZERRES, 2003).

2.5.4 Doenga das Células do Corno Anterior com Deteitos Cardiacos Congénitos

As malformagdes cardiacas s3o muito comuns, ocorrendo em 1% dos nascidos

vivos, e os defeitos septais sdo os mais freqiientes. Assim, a presenca de AME e
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defeito cardiaco pode representar mera coincidéncia. A associagdo dessas duas
entidades tem sido observada cuidadosamente em neonatos € esses pacientes parecem
possuir outras anormalidades concomitantes, como: artrogripose, estresse respiratdrio,
fraturas Osseas e, nos casos fatais, observa-se anencefalia ou hipoplasia parcial do
corpo caloso a necropsia. Assim, muitos autores tém descrito esta sintomatologia

como uma entidade especifica (BURGHES, 1992; RUDNIK-SCHONEBORN, 1996).

2.5.5 Doenga das Células do Corno Anterior com Artrogripose

A associagdo de artrogripose com AME do tipo I é rara. A presenga de
contraturas de multiplas articulagdes costuma ser considerada critério de exclusdo de
AME, mas foi descrita a presenga de delegdo do gene SMN em criangas com

artrogripose e degeneragio neuronal (BURGLEN, 1996; ZERRES, 2003).

2.6 EXAMES COMPLEMENTARES

2.6.1 Eletroneuromiografia

2.6.1.1 AME tipoI

Em muitos casos, a EMG ¢€ crucial para se estabelecer o diagndstico de AME
na crianga, descartando assim outras condi¢des, como distrofias musculares ou outras
patologias do sistema nervoso periférico. Contudo, deve-se salientar que, por muitas

vezes, tal procedimento pode proporcionar muitas dificuldades diagnésticas quando
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realizado nessa faixa etdria, pois a falta de cooperag@o na eletromiografia de agulha
(EMG), principalmente na contragdo voluntaria dos musculos, impede a avaliagido
correta dos potenciais de a¢do das unidades motoras (BOLTON, 1996).

Como ha falha na reinervag@o dessas formas agudas da doenga, os potenciais
de agdo da unidade motora (PAUM) encontrar-se-30 ausentes na contragdo voluntaria,
e o musculo vai sendo substituido por tecido fibroso e adiposo (BOLTON, 1996;
GALEA, 2001).

Nos primeiros trés meses de vida, a EMG pode revelar atividades anormais
espontineas diferentes das verdadeiras fasciculagdes, que sdo raras na AME tipo I
(GOMEZ, 1994; RENAULT, 1996). Tais atividades sdo geradas por unidades motoras
e disparadas regularmente numa freqiiéncia de 5 a 15Hz nos musculos relaxados. Elas
persistem durante o sono € podem também ser ativadas por movimentagdo voluntaria.

Aumento da atividade de inser¢do, potenciais espontidneos como fibrilagdes e
ondas positivas podem surgir € aumentar com a idade, todavia, muitas vezes podem
ndo estar presentes nas fases iniciais, nos casos muito graves. J4 o numero de
potenciais de ag¢@o da unidade motora ativados por contra¢io voluntaria diminui com a
idade. Esses potenciais demonstram amplitude e duragdo aumentadas, € muitos sdo
polifasicos. Em adicional a grandes unidades motoras, pode existir a concomitincia
com potenciais polifasicos de baixa amplitude e curta duragido (CARPENTER,
KARPATI, 2001).

A velocidade de condug@o nervosa motora cncontra-se normal mas pode ser
discretamente reduzida nas fases precoces da docnga, se comparada aos valores
esperados para a idade. Também a amplitude do potencial de agdo muscular composto
(PAMC) pode estar diminuido. A velocidade de condugéo nervosa sensitiva encontra-
se normal (BARISIC, 1998; CARPENTER, KARPATI. 2001: KRAJEWSKA, 2002).

De qualquer maneira, a avaliagdo desses resultados deve ser muito cautelosa
nessas criangas, pois ha relatos de EMG normais na fase inicial da doenga, € somente

no seguimento € que as alteragdes tipicas de AME se revelaram (BOLTON, 1996).
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2.6.1.2 AME tipo II e AME tipo III

Nas formas cronicas da AME, a EMG revela diminui¢do do recrutamento das
unidades motoras durante a contragdo voluntdria. Uma grande proporg¢do desses
potenciais € polifasico, € a duragdo média e a amplitude do PAUM estdo aumentados
entre 2 a 12 mV (LAMBERT, 1981; BOLTON, 1996).

Atividade elétrica espontdnea na forma de fibrilagdo ¢ menos freqiiente nas
doengas cronicas do corno anterior da medula, talvez pelo fato de que haja extensa
reinervagdo das fibras musculares através de ramificagGes nervosas provenientes dos
neurdnios motores sobreviventes. Nos casos mais avangados da doenga, ha diminui¢do
da atividade de inser¢do em razdo da substituicdo do tecido muscular por fibrose e
gordura (BOLTON, 1996). Se possivel, mais de um misculo deve ser testado,
dependendo da tolerdncia do paciente, pois algumas formas de AME podem ter
acometimento focal. Por isso, nada impede que alguns resultados se apresentem
normais. A dificuldade € maior principalmente no tipo III de AME, pois alguns PAUM
podem revelar um padrdo “miopético”, isto €, com baixa amplitude e alguns
componentes de alta freqiiéncia. No mesmo paciente, varios misculos podem mostrar-
se normais, miopaticos ou neuropaticos (BOLTON, 1996).

A velocidade de condugdo motora pode estar normal, contudo, nos pacientes
que apresentem perda neuronal grave, ela pode estar reduzida secundaria a deplegéo de
fibras nervosas de condugdo rapida. Também a amplitude do PAMC pode estar
reduzida nos casos mais graves. A velocidade de condugio nervosa sensitiva encontra-
se normal. Estimulagé@o elétrica repetitiva na freqii€éncia de 5 a 20 Hz dos nervos que
suprem os musculos fracos pode mostrar um decremento da amplitude dos seus

componentes do potencial de agio (BOLTON, 1996; BARISIC, 1998; KRAJEWSKA,
2002).
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2.6.2 Biopsia Muscular

2.6.2.1 AME tipol

O exame histolégico do muisculo na forma aguda demonstra grupos de fibras
atroficas, arredondadas, intercaladas com grupos de fibras hipertroficas, as quais sdo
representadas principalmente pelas fibras tipo 1 (DUBOWITZ, 1985; OMRAN, 1998).
Néo ha aumento do tecido conjuntivo perimisial, o que acontece com freqiiéncia nas

formas cronicas da doenga (DUBOWITZ, 1985).

2.6.2.2 AME tipo II e AME tipo III

Na bidpsia muscular héd fibras atréficas que tendem a formar pequenos
grupos, ao contrario das formas graves da doen¢a, que demonstram grandes
agrupamentos de tipo especifico de fibras. Elas ndo tém o formato tdo arredondado
como descrito nas formas agudas, mas mostram formato mais variavel, podendo haver
a presenga de fibras anguladas atréficas (DUBOWITZ, 1985).

As fibras hipertréficas sdo predominantemente do tipo 2, e algumas podem
revelar alteragdes intrinsecas, como degencragdo. nucleos internos e divisdes
(splitting) (DUBOWITZ, 1985).

Por algumas vezes, surge dificuldade na difcrenciagdo de AME de outras
formas de distrofias musculares leves. Agrupamentos de fibras atr6ficas sdo comuns
na distrofia muscular de Becker; € importante, porém, analisar o conteido da biopsia
de uma maneira geral, assim como a distribui¢do das fibras, pois, na AME, pode haver
agrupamento de qualquer tipo de fibra. Ja nas distrofias, ha predominio das fibras tipo

1 (DUBOWITZ, 1985).



16

2.6.3 Exame Anatomopatoldgico da Medula Espinhal

Os cornos anteriores da medula espinhal apresentam destrui¢do dos neurdnios
motores a, € perdas similares sdo vistas nos niicleos motores do tronco encefalico, mas

o III, IV e VI pares s@o poupados (BUNDEY, 1992).

2.6.4 Exames Laboratoriais

Nao ha exames laboratoriais que fornegam um diagndstico preciso de AME.
A dosagem sérica de creatinoquinase (CK) pode estar até 5 vezes aumentada nos casos
mais crdnicos, € a sua elevagdo € proporcional a duragido da doenga (GOMEZ, 1994;
RUDNIK-SCHONEBORN, 1996). Da mesma maneira, as transaminases, a aldolase e
a desidrogenase latica séricas podem encontrar-se aumentadas na metade dos casos
cronicos (GOMEZ, 1994). O liquido cefalorraquidiano demonstra-se normal
(GOMEZ, 1994).

Ha alguns relatos de outras alteragdes bioquimicas, como valores anormais de
lipoproteinas séricas, diminui¢do dos niveis de vitamina E, assim como a presenga de
acidos dicarboxilicos na urina, principalmente quando coletados em jejum, mas

nenhum deles apresentou maior relevancia (BUNDEY, 1992).

2.7 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Diversas miopatias congénitas sdo muito similares a AME, todavia, os
pacientes portadores desta doenga apresentam os musculos intercostais extremamente

comprometidos, poupando o musculo diafragma. Como resultado, ha deformagéo
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toracica caracteristica concomitante a respiragdo abdominal, que permite diagnostico
mais facil de AME. Muitas miopatias também exibem acometimento dos musculos
faciais, fato ndo observado na AME (BURGHES, 1992).

A neuropatia hipomielinizante congénita assemelha-se a doenga de Werdnig—
Hoffmann, contudo, ela ¢ bem mais rara € os casos descritos sdo esporadicos. Ao
contrario da bidpsia muscular, ¢ a EMG que proporciona o diagnostico, baseado nas
velocidades de condugdo nervosa, as quais demonstram-se reduzidas (BURGHES,
1992).

Deficiéncia de hexosaminidase dificilmente produz clinica semelhante 8 AME
juvenil, enquanto o tipo adulto desta deficiéncia ¢ muito raro. O diagnéstico faz-se

pela mensuragdo dos niveis séricos dessa enzima (BURGHES, 1992).

2.8 PROGNOSTICO

A AME € uma entidade de elevada morbidade e mortalidade, de maneira que o
progndstico depende invariavelmente da idade de inicio (ZERRES, 1997). Se a
manifestagdo clinica ocorrer antes dos 3 meses de idade nos pacientes com AME tipo
I, o 6bito ocorrerd em aproximadamente 50% dos casos, ao redor dos 7 a 8 meses de
vida, e quase todos até os 5 anos. Com a terapia de suporte, porém, muitos pacientes
tém superado as expectativas, pois, a medida que a doenga evolui, as criangas tornam-
se dependentes de ventilagdo mecéanica. podendo sobreviver durante varios anos. Em
razdo desse fato, as familias devem estar bem orientadas, antes que a insuficiéncia
respiratoria se estabeleca (ASBURY. 1992).

Escoliose ¢ outra complicagdo comum, por causa da fraqueza muscular
proximal, uma vez que os portadores de AME tipo II sobrevivem comumente até a
adolescéncia e vida adulta. Os pacientes com doen¢ca de Kugelberg-Welander tém
expectativa de vida semelhante ao normal, mas podem falecer precocemente também

(BURGHES, 1999).



18

3 FATORES GENETICOS

Em 1990, constatou-se que o cromossomo 5ql11.2 — 13.3 encontrava-se
envolvido na patogénese de trés formas de AME (1, II, III) (DEVRIENDT, 1996;
ORRELL, 2001; WANG, 2001), e cinco anos mais tarde, dois genes, localizados nesse
mesmo cromossomo, foram identificados como os provaveis causadores da doenga: o
gene da proteina de sobrevivéncia do neurdnio motor (Survival Motor Neuron —
SMN) e o gene da proteina inibidora da apoptose neuronal (Neuronal Apoptosis
Inhibitory Protein — NAIP) (LEWIN, 1995; McANDREW, 1997, CAMPBELL,
1997).

3.1 SMN

Cada cromossomo 5q tem duas cdpias invertidas e duplicadas do SMN,
ocupando uma regido altamente instavel, de aproximadamente 500 kb. Cada regido
contém pelo menos quatro genes: 0 SMN, o p44, o NAIP e o H4F5. O SMN ¢ um gene
pequeno, composto por nove éxons, que ocupam 20 kb de acido desoxirribonucléico
(DNA) gendmico. Eles formam um DNA codificador (DNA( ) de 1,7 kb, responsavel
pela sintese de uma proteina de 294 aminoacidos, com massa nuclear de 38 kDa. Uma
copia € representada pelo SMN1 (ou SMN telomérico), e outra ¢ 0 SMN2 (ou SMN
centromérico) (BURGHES, 1997; AKUTSU, 2002; ORRELL, 2001).

O SMNI ¢ o principal gene causador da doenga, apresentando dele¢do ou
mutacdo de ponto em 95% dos casos de AME tipo I, II e III. A AME do tipo IV ndo
apresenta delegio ou mutagdo deste gene (ZERRES, 1997; VRBOVA, 2003). A
delecdo homozigota do SMN2 também pode acarretar na AME, contudo ¢ descrita
com menor freqii€ncia (36% dos casos). A sua ocorréncia na populagdo normal é ao

redor de 5% (ECHANIZ-LAGUNA, 2002; SRIVASTAVA, 2002).
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O numero de cépias do SMNI1 varia muito, e 82% a 96% dos individuos
normais possuem apenas uma cOpia do SMN1, enquanto 4% a 18% dos individuos
normais mostram duas cépias desse mesmo gene. E tal variabilidade que torna
complicado o teste a procura de heterozigotos. A estrutura do SMN1 e a do SMN2 sdo
muito semelhantes, com apenas cinco nucleotideos diferentes, mas ¢ o SMN1 que
produz a estrutura completa da proteina (MERLINI, 2002) (Figura 1).

Ao contrario, na transcri¢gdo primaria do SMN2, ocorre um encadeamento
(splicing) alternativo do éxon 7, resultando numa proteina instavel do SMN e com
terminagdo C alterada, a qual € responsavel pela codificagdo dos 16 ultimos
aminoacidos (WANG, 2001; VYAS, 2002). Essa proteina derivada do SMN2 ¢
indubitavelmente insuficiente para prevenir o dano nos neur6nios motores. No nivel
celular, este fato proporciona a morte celular apoptdtica nas colunas anteriores da
medula espinhal e, conseqiientemente, leva 8 AME (STRACHAN, READ, 1999;
ORRELL, 2001; VRBOVA, 2003).

Pesquisas recentes sugerem que a delecdo do SMN2 possa estar envolvida
com os casos esporadicos de doengas do neur6nio motor inferior na fase adulta
(ECHANIZ-LAGUNA, 2002).

Apesar de o SMN ser ubiquo no organismo humano, mas principalmente nos
cornos anteriores da medula espinhal. ndo se sabe por que este fato ocorre somente
nesta localizagdo, € em particular, como ele ndo afeta outros tipos celulares e outros
tecidos, mesmo com seus niveis reduzidos. Do mesmo modo, a fungdo dessa proteina
codificada pelo SMN ndo é conhccida por completo ainda, mas estudos recentes
sugerem o envolvimento dessa proteina na formagdo de “encadeossomos”
(spliceosomes) no citoplasma ¢ na regeneragdo destes no nucleo (STRACHAN,
READ, 1999; ORRELL, 2001).

Os éxons 7 e 8 sdo os que possuem a seqiiéncia de oligonucleotideos
determinantes da doenga. Somente dele¢des homologas ou mutagdes do SMNI
resultam no fen6tipo da AME, de maneira que os niveis de expressio do SMN sio
conduzidos pelo SMN2, ou seja, quanto maior a expressio do SMN centromérico

(SMN2), menor a gravidade da doenga (ORRELL, 2001).
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Aproximadamente 98,7% dos pacientes com AME possuem dele¢do do SMN1
(SOMERVILLE, 1997), indice que se distribui para 95% dos casos de AME tipo I e II,
e 80% dos casos de AME tipo III. A mutag@o espontinea ocorre em 2% dos pacientes
(ORRELL, 2001; BURGHES, 1999).

KIM (1999) realizou pesquisa semelhante no Brasil e encontrou dele¢do do
SMNI1 (éxon 7, éxon 8 ou ambos) em 69% das familias estudadas.

Até o presente momento, cogita-se que o SMN seja responsavel por 2 fungdes
principais: ele é necessario no encadeamento do pré-RNA mensageiro (RNAm) no
nucleo e também estd envolvido na linha de montagem das ribonucleoproteinas
nucleares de pequeno tamanho (SnRNPs), no citoplasma. Além disso, 0 SMN compde
um amplo complexo multiproteico. No nicleo, o SMN e as proteinas Geminas 2
(conhecidas também como SIP1 = SMN interacting protein 1), 3 e 4 ficam agregados
em corpos chamados gems (WANG, 2001; CORCIA, 2002; AERBAJINAI, 2002). No
citoplasma, este complexo multiproteico inclui também as proteinas Sm, que sdo
componentes da SnRNPs. Uma vez formado este complexo no citoplasma, ele é
transportado para dentro do nicleo (TALBOT, 1999; ORRELL, 2001; WANG, 2001).
Se a SIP1 estiver diminuida, 0 mesmo ocorre com o SMNI1, e vice-versa, sugerindo
que a Gemina 2 seja estabilizada quando ligada ao SMN. A interagdo de ambos é
mediada filogeneticamente pelo terminal N conservado do SMN (WANG, 2001).

A presenga de uma sé copia do SMN1 pode indicar estado de portador ou
doenga. Pacientes com AME ligada ao cromossomo 5q, € que tenham SMNI presente,
sdo considerados como heterozigotos compostos se forem filhos de pais ndo
consangiiineos. Na verdade, eles apresentam auséncia de SMNI1 no éxon 7 de um
cromossomo 5 € uma pequena mutagdo no outro alelo. Deste modo, pacientes que
apresentem duas copias do gene do SMN1, onde ndo haja consangiiinidade, ndo devem
ser considerados com o diagndstico de AME, devendo ser investigados para outras
doengas. Isso acarreta o fato de que 3% a 4% dos individuos normais tém mais d= uma
copia do SMN1 em um cromossomo 35, € apesar de parecer ter um SMN1 completo, na
verdade eles sdo portadores da doenga, uma vez que € o outro alelo que estd

comprometido (ORRELL, 2001; WANG, 2001).
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Em aproximadamente 5% dos pacientes com AME, o éxon 7 encontra-se
presente, mas com delegdo do éxon 8 (GAMBARDELLA, 1998). Deve-se lembrar que
os genitores ¢ os descendentes dos doentes tém chance de ter dele¢do do SMN em 1%
dos casos, contudo, eles sdo assintométicos (LEFEBVRE, 1995). A delecdo
concomitante dos dois éxons ocorre em 93% dos casos (BRAHE, 1995). A
sensibilidade € estimada em 95% a 97%, e a especificidade, em 96% dos casos.
Pesquisas quantitativas do SMN estdo sendo realizadas, mas a detec¢do de

heterozigotos permanece limitada (CUSCO, 2002).



S
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SMN1

RNAm SMNI1: codifica a estrutura completa da proteina

SMN2

RNAm SMN2: 80% codifica a proteina do SMN sem o éxon 7.

Figura 1 - A estrutura do SMN1 e a do SMN2 sdo muito semelhantes, com apenas cinco
nucleotideos diferentes, mas é somente 0 SMN1 que produz a estrutura completa
da proteina. C: citosina; T: timina; RNAm: RNA mensageiro (MONANI, 2000).
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3.2 NAIP

Este gene codifica proteina bem maior do que o SMN, de 1 232 aminoacidos
(LEWIN, 1995), contudo, ela ndo ¢ completamente conhecida, a ndo ser o fato de que
¢ transportada nas raizes anteriores da medula espinhal (BURGHES, 1999). Acredita-
se que ela sirva somente como co-fator da doenga, ndo contribuindo muito para a
predigdo do fenotipo. Nos individuos normais, ela pode estar deletada em 1% a 2% dos
casos (TALBOT, 1999; CAMPBELL, 1997).

Uma das teorias para a patogénese da AME € que a sua delegdo acarrete na
persisténcia inapropriada da apoptose dos neurdnios motores, 0 que é um fendmeno
fisiolégico no organismo em desenvolvimento (NOVELLI, 1997). A AME tipo I
apresenta dele¢des homozigotas em 45% a 67% dos casos (LEWIN, 1995); nos casos
de AME tipos II e III, tal indice dificilmente ultrapassa 20% (GAMBARDELLA,
1998). Estima-se, portanto, que os pacientes com dele¢do homozigota para o NAIP
sejam cinco vezes mais propensos a apresentar a AME do tipo I, principalmente no
que diz respeito ao sexo feminino, uma vez que ha estudos que comprovam a fraca
relagdo do fenétipo com o sexo masculino (NOVELLI, 1997). Além disso, pacientes
apresentando AME do tipo I. com delegdo do éxon 5, também sdo muito mais
propensos a dele¢do concomitante do SMN (AKUTSU, 2002; BURGHES, 1999).

Esse fato foi comprovado por KIM (1999), que constatou delegdo do éxon 5
em 35% dos pacientes brasileiros com AME tipo I; 16% dos que apresentavam AME
tipo II e 2% dos pacientes com AME tipo III, todos com delegdo concomitante do
SMN.

Outro gene mencionado na AME € o p44, que apresenta dele¢do em 73% dos
casos tipo I, mas esse fato ocorre tanto nos genitores quanto nos controles, ndo sendo

consicerado como envolvido na patogénese da doenga (BURGHES, 1999).
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3.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A revolugd@o nos exames abrangendo a genética molecular surgiu na década de
1980, com os primeiros relatos descrevendo uma nova técnica, que permitia a
clonagem e analise do DNA, denominada de reagcdo em cadeia da polimerase (PCR).
Desde entdo, ela tem exercido importante fun¢do na medicina forense, na pesquisa
clinica de vérias doengas € no diagnodstico de doengas infectocontagiosas e tumores
malignos (EISENSTEIN, 1990; CAMPBELL, FIEDLER, PERSING, 1992;
STRACHAN, READ, 1999).

A PCR € um método in vitro rapido e versatil para a amplificagio de uma
seqiiéncia especifica de DNA. Essa seqiiéncia ¢ composta geralmente de 15 a 25
nucleotideos de extensdo, que se denominam primers ou amplificadores
(EISENSTEIN, 1990; CAMPBELL, FIEDLER, PERSING, 1992; STRACHAN,
READ, 1999). Os primers se ligam ao DNA a ser pesquisado (“DNA-molde
desnaturado”) e, por meio de uma enzima DNA-polimerase termoestavel associada aos
precursores do DNA (os quatro desoxirribonucleotideos trifosfatos: adenina, citosina,
guanina e timina), eles iniciam a sintese de novas fitas de DNA, que sdo
complementares a cada uma das fitas de DNA do segmento-alvo (EISENSTEIN, 1990;
CAMPBELL, FIEDLER, PERSING, 1992; STRACHAN, READ, 1999).

Essas fitas de DNA irdo atuar como molde para mais uma sintese de DNA nos
ciclos subseqiientes e, depois de cerca de 25 ciclos de sintese de DNA, os produtos da
PCR irdo conter aproximadamente 10° copias da seqiiéncia-alvo especifica, uma
quantidade que € facilmente visualizada como uma banda distinta de tamanho
especifico, quando submetida a eletroforese em gel de agarose (EISENSTEIN, 1990;
CAMPBELL, FIEDLER, PERSING, 1992; STRACHAN, READ, 1999).

Esses ciclos seqiienciais abrangem trés etapas distintas: 2 desnaturagio,
tipicamente ao redor de 93 a 95°C para o DNA gendmico humano; o pareamento, que

ocorre a temperaturas geralmente de cerca de 50°C até 70°C; e a sintese de DNA, em
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geral proximo de 70 a 75°C (EISENSTEIN, 1990; CAMPBELL, FIEDLER,
PERSING, 1992; STRACHAN, READ, 1999).

As enzimas DNA-polimerases termoestaveis apropriadas tém sido obtidas de
microorganismos cujo habitat natural sdo as fontes quentes. A mais amplamente
utilizada € a Tag DNApolimerase, obtida de Thermus aquaticus. Ela é termoestavel até
94°C, com uma temperatura 6tima de funcionamento de 80°C (EISENSTEIN, 1990;
CAMPBELL, FIEDLER, PERSING, 1992; STRACHAN, READ, 1999).

A PCR, portanto, permite a clonagem de DNA em poucas horas, a partir de
quantidades infimas de DNA, mesmo que este seja proveniente de material degradado
ou de amostras armazenadas a longo prazo (EISENSTEIN, 1990; CAMPBELL,
FIEDLER, PERSING, 1992; STRACHAN, READ, 1999).
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4 OBJETIVOS

1) Introduzir, no Servigo de Doengas Neuromusculares do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parand, o diagndstico molecular na avaliagdo dos pacientes

com suspeita clinica e laboratorial de atrofia muscular espinhal.

2) Relacionar os resultados do diagndstico molecular, obtidos nas amostras

pesquisadas, com os dados clinicos € os exames complementares convencionais dos

respectivos pacientes.
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5 CASUISTICA E METODOS

5.1 CASUISTICA

Admitiram-se 220 pacientes com AME no Servigo de Doengas
Neuromusculares do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana,
baseando-se no diagnostico clinico e exames complementares, no periodo de janeiro
de 1977 a dezembro de 2001. Foram selecionados, revisados e analisados 43 pacientes,
nos quais o protocolo de pesquisa pdde ser empregado adequadamente, desde a
obtengdo dos dados clinicos, laboratoriais € de exames complementares. As bidpsias
musculares desses pacientes encontravam-se armazenadas em nitrogénio liquido a
-170°C; por meio delas se realizou a reagdo em cadeia da polimerase, a fim de se

estabelecer o diagndstico molecular, enquanto se realizava a revisdo dos casos de

AME.

5.2 CLASSIFICACAO

Os prontuarios foram revisados conforme protocolo exibido no Apéndice 1. A
classificagdo do tipo de AME segue os critérios de ZERRES (Tabela 2), que, em 1995,
prop0s a classificagdo baseada na idade de inicio da doenga e no desenvolvimento
motor alcangado. Além de ser a mais empregada, optou-se também por ela em virtude
da sua praticidade clinica.

Dos 43 pacientes. 20,9% da amostra apresentavam a doenga de Werdnig-
Hoffmann; 32.6% cram condizentes com AME tipo II; 27,9% com AME tipo Illa e
18,6% dos pacientes, com AME IlIb. A idade de inicio da doenga nos pacientes com
AME variou de 1 més a 17 anos, e o tempo de seguimento teve oscilagcdes de 1 més a 8
anos. Todos os pacientes eram da raga branca, e 53,4% deles pertenciam ao sexo

feminino (Tabela 3).
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Tabela 3 - Nimero de pacientes para cada tipo de AME, distribui¢do conforme o sexo, idade de inicio e
tempo de seguimento em cada grupo

Tipo Sexo Idade de inicio (meses) Tempo de seguimento (meses)
de AME " M [ F | média+DP | minima | méaxima | mediana média + DP__ | minimo [ maximo | mediana
I 9 6 3 2422 1,0 8,0 2,0 2,4+2]12 1,0 6,0 1,0
11 14 5 9 9,6+73 1,0 24,0 7,5 14,0+ 18,8 1,0 65,0 4,5
Ila 12 3 9 13,0+11,2 1,0 36,0 12,0 32,3+29,1 1,0 96,0 30,0
1IIb 8 6 2 117,173 1,0 204,0 150,0 21,5+25,7 1,0 60,0 12,5
Total 43 20 23 29,0+528 1,0 204,0 8,0 18,2 +23,6 1,0 96,0 5,0

n namero de pacientes, M masculino, F feminino, DP desvio padrdo

5.3 CARACTERISTICAS CLINICAS

As caracteristicas clinicas estudadas compreendiam sexo, tempo de
acompanhamento, idade de inicio, desenvolvimento motor, for¢a da suc¢do € do choro
neonatais, intercorréncias ginecobstétricas, historia moérbida familiar para AME ou
outras doengas neuromusculares, consangiiinidade entre os pais, for¢ca muscular, tonus,
trofismo, presenga de fasciculagdes na lingua, reflexos profundos e superficiais. A
forca muscular foi avaliada nos diversos grupos musculares proximais e distais dos
membros inferiores e superiores, isoladamente. Em 36 pacientes (83,7%) foi possivel
utilizar a escala do MEDICAL RESEARCH COUNCIL (1976). Os dados obtidos na
anamnese desses pacientes € os principais achados do exame neuroldgico sdo
demonstrados a seguir (Tabela 4, Tabela 5 e Tabela 6). A escala de VIGNOS &
ARCHIBALD (1960)" pode ser empregada também em 27 pacientes (62,7%).

Tabela 4 - Dados obtidos na anamnese dos pacientes com AME

. Interc. . . | Sucgdo | Choro | HMF | HMF
Tipo de AME | | AGO | RNPT | peri/eonatais | HIPO°"® | “aepil | aébil | AME | DNM | Comsane
(nimero de casos com resposta afirmativa aos dados questionados)

I 9 3 2 4 2 1 1 1

I 14 4 2 1 3 1 1 2 2

I11a 12 1 1 1 1 1 1
ITIb 8 1 1 1 1 2 2 1
Total 43 9 3 3 8 5 4 6 6 1

AME: atrofia muscular espinhal, n: niamero de casos, AGO- intercorréncias gestacionais, RNPT. recém-nato pré-tcrmo.
Interc - intercorréncias; HMF: histéria mérbida familiar positiva para; DNM: doengas neuromusculares (outras), Consang
consangiiinidade entre os pais.

' VIGNOS PJ, SPENCER GE, ARCHIBALD KC. Management of progressive muscular dystrophy of
childhood. JAMA 1963; 184:103-110.
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Tabela 5 - Dados referentes as anormalidades dos reflexos profundos e superficiais nos pacientes com
AME

Tipo Reflexos profundos diminuidos Reflexos profundos ausentes Reflexo
de CP em

AME Aquileu | Patelar | ER | Bicciptal | Tricciptal | Aquileu | Patelar | ER | Bicciptal | Tricciptal | extensdo

(nimero de casos com resposta afirmativa aos dados questionados)

I 9 1 7 6 7 7 7 1
I 14 3 3 3 3 3 9 9 9 9 9
[la 12 3 3 3 3 3 7 7 6 6 6 2
b 8 2 2 3 3 3 5 5 4 4 4
Total 43 8 9 9 9 9 28 27 26 26 26 3

AME: atrofia muscular espinhal; n. nimero de casos, ER: estilorradial; CP cutdneo-plantar.

Tabela 6 - Dados referentes as anormalidades da forga muscular nos pacientes com AME

For¢a muscular diminuida Paralisia
Tipo de AME n
MS MS MI MI MS MS MI prox MI
prox. | distal | prox. | distal | prox. | distal PIOX- | distal
(nimero de casos com resposta afirmativa aos dados questionados)
I 9 3 3 3 3 4 4 4 4
I 14 11 13 11 10 1 1 2
IIla 12 10 10 10 10
I1Ib 8 5 5 6 7
Total 43 29 31 30 30 5 4 5 6

AME: atrofia muscular espinhal; n: nimero de casos; MS: membros superiores; MI: membros inferiores; prox.: proximal

As manifestagdes clinicas foram revisadas através dos prontudrios
disponiveis, seguindo o protocolo demonstrado no Apéndice 1.

Dentre as intercorréncias gestacionais, foram citadas hipertensido arterial
sistémica (um caso com AME do tipo IIIb) e sangramento vaginal (quatro casos, sendo
trés com AME do tipo 11 € um com AME do tipo IIla). Uma gestagéo foi gemelar,
porém divitelinica (AME tipo I). Trés gestantes referiram hipocinesia fetal, com dois
pacientes com AME tipo [ e outro com AME do tipo II (Tabela 4).

Hipotonia nconatal esteve presente em oito casos de AME, sendo que 50%
eram do tipo I. Cada grupo descreveu pelo menos uma vez a ocorréncia de suc¢ido
diminuida ou ausente, assim como choro débil no periodo neonatal (Tabela 4).

Dentre as intercorréncias peri € neonatais, houve relatos de ictericia associada
a exossangiineotransfusdo (um caso com AME tipo I), hipoglicemia (um caso com

AME tipo I) e parto prolongado (um caso com AME do tipo II). Nenhum paciente
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referiu cdibras e/ou dores musculares. Durante o tempo de acompanhamento desses
pacientes ndo foi registrado 6bito (Tabela 4).

Cada grupo referiu pelo menos um caso de AME na familia, assim como a
ocorréncia de outras doengas neuromusculares ndo especificas. Somente um paciente
com AME do tipo IIIb era filho de pais consangiiineos (Tabela 4).

Os trés pacientes que apresentaram reflexo cutineo-plantar em extensdo
possuiam idade inferior a 3 anos (Tabela 5).

A for¢ca muscular era considerada normal se igual a 5, diminuida quando
demonstrava grau menor que 5 ao exame fisico, e paralisia igual a zero. Paralisia foi
constatada nas regides proximais de 5 pacientes, tanto de membros superiores quanto
inferiores, € nas regides distais de membros superiores em 4 pacientes € de membros
inferiores em 6 deles (Tabela 6).

Fasciculagdes na lingua puderam ser observadas em 5 pacientes, sendo
somente um caso observado na doenga de Werdnig-Hoffmann. A sensibilidade estava
preservada em todos os casos.

O desenvolvimento motor também foi analisado de maneira descritiva,
englobando com que idade iniciou a sustentagdo cefalica, quando o paciente conseguiu
sentar-se sozinho, engatinhar, ficar em pé com apoio, andar e falar as primeiras

palavras (Tabela 7).

Tabela 7 - Analise descritiva entre desenvolvimento motor e idade de inicio em cada etapa

Desenvolvimento motor n Idade (meses)

minima | maxima Média +DP
Sustentagdo ceféalica 12 1 8 4+286
Sentar-se sozinho 18 5 17 8,4+322
Engatinhar 7 7 18 10,14 + 3,67
Ficar em pé com apoio 4 8 1S 11,25+ 3,30
Andar 10 9 18 13,80 + 2.82
Falar primeiras palavras 14 8 36 15,57+ 7,72

n: nimero de casos; DP. desvio padrio.
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5.4 ESCALA FUNCIONAL DE VIGNOS E ARCHIBALD

A escala de Vignos (Tabela 8) ¢ utilizada rotineiramente, fornecendo
informagdes sobre os graus de comprometimento motor. Contudo, ela somente permite
avaliar pacientes que ja adquiriram a capacidade de andar ou subir degraus sem apoio
em algum periodo de sua vida. DesSe modo, na presente pesquisa ela foi empregada
em 27 pacientes com idade superior a 24 meses. Nessa idade, segundo o teste do

desenvolvimento de Denver, a crianga ja deve ser capaz de subir degraus sem apoio

(FRANKENBURG, 1967).

Tabela 8 - Escala de Vignos e Archibald (VIGNOS, 1963)
Grau Incapacidade funcional
Anda e sobe degraus sem ajuda.
Anda e sobe degraus com ajuda do corriméo.
Anda e sobe degraus lentamente (> 25 seg/8 degraus), com a ajuda do corriméo.
Anda sem ajuda e levanta-se da cadeira, mas ndo sobe degraus.
Anda sem ajuda, mas nfo consegue se levantar da cadeira, nem subir degraus.
Anda apenas se assistido ou com muletas.
Anda com muletas, mas requer auxilio para manter equilibrio.
Fica em pé com muletas, mas nfo anda, mesmo com auxilio.
Cadeira de rodas. Flexiona cotovelo contra gravidade.
Cadeira de rodas. Néo flexiona cotovelo contra a gravidade.

e K= WAL BN VL S

A escala de Vignos mostrou maior comprometimento na doenca de Werdnig-

Hoffmann e na AME tipo II, com valor minimo obtido de 2 € maximo de 9 (Tabela 9).

Tabela 9 - Freqiiéncia por grau na escala de Vignos

Tipo de Escala de Vignos (0-10) média = DP mediana minimo maximo
AME
1 (2 (3|4 |5|6|7|8]9]10
(numero de casos com o valor demonstrado na
escala)
I 3 6 7,0 3,0 9,0
1I 2 5 6,2 7,0 1,0 9,0
Ila 1 3 2 1 2 44 35 1,0 9,0
11Ib 2 4 1 1 4 3,0 2,0 9,0

AME: Atrofia muscular espinhal; DP: desvio-padrao
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5.5 ENZIMAS MUSCULARES

As enzimas pesquisadas em cada tipo de AME foram a creatinoquinase (CK),
aldolase, desigrogenase latica (LDH), transaminase glutdmica oxalacética (TGO) e
transaminase glutdmica piravica (TGP), solicitadas na época de admissdo dos
respectivos pacientes. O niimero “0” era considerado como valor normal para a
dosagem sérica da respectiva enzima, e os demais nimeros eram correspondentes ao
namero de vezes em que ela se encontrava aumentada no paciente (Anexo 1).

Metade dos pacientes com doenca de Werdnig-Hoffmann demonstrou, em
pelo menos em uma das enzimas pesquisadas, um discreto aumento (no maximo 1,9
vez aumentado o valor normal de referéncia) dos niveis séricos (Tabela 10).

Dos 14 pacientes com AME tipo II, 13 foram testados, e destes, as enzimas se
encontraram normais em 11 (84,6%) casos, estando também discretamente
aumentadas em 2 (15,3%) pacientes (no méximo 1,88 vez aumentada em relagdo ao
valor normal de referéncia) (Tabela 10).

Os maiores aumentos dos niveis enzimaticos foram presentes na AME tipo III,
em que 7 dos 15 pacientes pesquisados (46,6%) apresentaram valores aumentados.
Cinco desses 7 pacientes (71,4%) demonstravam mais de uma enzima alterada,
principalmente a CK, que, em 2 casos, mostrou-se até 4 vezes acima do seu valor
normal de referéncia, e 1 caso chegou a 5 vezes (Tabela 10), mas nenhum paciente

apresentou elevacdo dos niveis enziméaticos maior que esse valor.

Tabela 10 - Freqiiéncia de pacientes com dosagens de enzimas musculares aumentadas em cada

grupo
Tipo de AME | n | CK | LDH | Aldolase | TGO | TGP
(niimero de casos em que a enzima se encontrava aumentada)

1 9 1 2 1 1
11 14 2 2 2 1 1

I1la 12 1 1 1

I1Ib 8 5 1 4 2

Total 43 8 5 9 4 2

AME: Atrofia muscular espinhal; CK: creatinoquinase; TGO: transaminase oxalacética; TGP: transaminase piravica;
LDH: desidrogenase latica; NR: ndo realizado.
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5.6 ELETRONEUROMIOGRAFIA

Os achados de EMG foram revisados e estipulados como padrdo normal,
miopatico, de desinervagdo e misto (Tabela 11). O padrio encontrado foi
predominantemente de desinervagdo, sendo que resultado normal ou limitrofe para
desinervagdo também era considerado condizente com o diagndstico de AME, de
acordo com a idade de realizagdo do exame. As definigbes diagnésticas também
seguiram roteiro empregado no Servigo de Doengas Neuromusculares do Hospital de

Clinicas da Universidade Federal do Parana.

Tabela 11 - Definigoes diagnosticas empregadas na
determinagdo do padrdo EMG
Resultado da EMG

Normal

Miopatica
Desinervagio

Mista

Nio realizado

EMG: eletroneuromiografia

O padrio de desinervagdo foi encontrado em 88,8% dos 36 pacientes
avaliados (ndo toi rcalizado exame em 7 dos 43) (Tabela 12). Esses resultados estavam
expressos na forma de laudo final nos prontudrios revisados, mas o exame completo
foi recuperado em 16 casos (Anexos 3, 4 € 5).

A EMG foi realizada em 77,7% dos 9 pacientes com AME tipo I, e destes,
71,4% demonstraram padrdcs de desinervagdo. Dois pacientes (2 € 4) apresentaram
padrdo miopatico (Tabela 12).

Onze dos 14 pacientes com AME tipo II submeteram-se ao exame, € o achado
de desinervagdo esteve presente em 81,8% deles. Dois exames revelaram padrdo

miopatico (10 e 12), realizados respectivamente com 24 ¢ 17 meses de vida (Tabela

12).
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Todos os pacientes com AME tipo III submetidos 8 EMG (18 dos 20 casos)

manifestaram caracteristicas de desinervagio (Tabela 12).

Tabela 12 - Resultados do estudo com eletroneuromiografia em cada paciente

Tipo de AME | n [ Desinervagio | Miopatico | NR
(nimero de casos com o padrio citado ou NR)
I 9 S 2 2
11 14 9 2 3
IlIa 12 10 2
b 8 8
Total 43 32 4 7

n: nimero de casos; AME: Atrofia muscular espinhal; NR: ndo realizado

5.7 BIOPSIA MUSCULAR

As bidpsias musculares de pacientes com AME, baseadas no diagndstico
clinico e exames complementares, foram realizadas e armazenadas em nitrogénio
liquido a -170°C (Anexo 5).

As biopsias armazenadas nesse periodo foram reaproveitadas, de modo que a
pesquisa obteve 43 amostras viaveis, e os diagndsticos anatomopatologicos foram
revisados, analisados e definidos como padrdo miopatico, de desinervagdo, misto e
musculo em estadio final (Tabela 13), através do protocolo empregado no Servigo de
Doengas Neuromusculares do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana.

As coloragdes empregadas para o estudo de cada biopsia compreendiam:
hematoxilina-eosina (HE), Gomori modificado, nicotinamida adenina dinucleotideo
tetraz6lio redutase (NADH), esterase inespecifica, adenosina trifosfatase (ATPasc) pH
9,4/ 4,3/ 4,6, fosfatases acida e alcalina, desidrogenase succinica, citocromo C-
oxidase, Sirius red ¢ adenilato deaminase. Cada coloragdo continha a descri¢do das
principais particulariedades encontradas (Tabela 14).

O diagnostico de AME baseava-se no achado de grupos de fibras musculares

atroficas, arredondadas ou ndo, intercaladas com grupos de fibras hipertréficas,
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representadas principalmente pelas fibras tipo 1, podendo haver a presenga de fibras
anguladas atro6ficas (Figuras 2 a 5).

O padrdo de desinervagdo esteve presente em 92,8% de todas as bidpsias
(Tabela 13). Os resultados detalhados sdo apresentados nos Anexos 7, 8, 9 e 10.

No tipo I, houve padrdo de desinervagdo em 6 das 8 bidpsias (75%). Dos 14
pacientes com clinica do tipo II, 11 bidpsias (78,5%) eram compativeis com
desinervagdo. Observou-se padrdo miopatico em 1 paciente (caso 17), que teve seu
exame realizado com 16 meses de vida. Padrdo misto foi registrado em 2 biopsias.

Todas as bidpsias musculares dos pacientes com AME tipo III demonstraram-se

compativeis com desinervagio.

Tabela 13 - Diagndsticos anatomopatoldgicos finais estipulados em cada paciente

AME tipo 1 AMEtipoll AMEtipoIlla AME tipo IIIb Total
(n=9) (n=14) (n=12) (n=28) (n=43)
Desinervagdo 6 11 12 8 37
Mista 2 2 4
Miopatia 1 1
Musculo em estadio final 1 1

AME: atrofia muscular espinhal



Tabela 14 - Resultados anatomopatoldgicos nos pacientes com AME
AME AME AME AME
Tipo | Tipo II Tipo Hla | Tipo lIIb
m=9 | m=149) | @=12) | m=8)

Coloraciio HE e Gomori Modificado
Proliferagdo de tecido conjuntivo
Infiltragfio de tecido adiposo

Variagiio do diimetro das fibras
Grandes aglomerados de fibras atréficas
Pequenos aglomerados de fibras atréficas
Fibras anguladas atroficas

Fibras redondas atréficas dispersas
Fibras hipertréficas dispersas

Nucleos centrais

Grumos nucleares

Necrose

Fagocitose

Massas sarcoplasmaticas

Fibras basofilicas 1
Fibras hipercontréters
Coloragiio NADH

Fibras anguladas atréficas
Saca-bocados 1
Enrodilhamentos 1
Aumento focal de NBT reduzido 2

Turbilhdes 2 1
Anéis 1

Esterase inespecifica

Fibras anguladas atréficas 5 8 S 4
Aumento de atividade no intersticio 1
ATPases pH 9,4/ 43/ 4,6

Agrupamentos N 3
Predominio de fibras tipo [
Predominio de fibras tipo I1
Hipertrofia de fibras tipo |
Hipertrofia de fibras tipo I1
Atrofia de fibras tipo I
Atrofia de fibras tipo I
Fosfatase 4cida

Aumento focal de fibras
Fibras positivas S
Aumento no intersticio 1
Fosfatase alcalina

Fibras positivas 7 5
Aumento no intersticio 1
Aumento nos nervos

Oil red

Desidrogenase succinica

Aciimulo subsarcolemal 3
Sirius red 2 4 2 3
Citocromo C-oxidase 1 3

Adenilato deaminase 1 1 4

AME" atrofia muscular espinhal; HE: Hematoxilina — Eosina, NADH: nicotinamida .denina dinucleotideo tetrazoho

redutase.
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Figura 2 - Fasciculos de fibras atroficas ao lado de fasciculos de fibras hipertréficas.
Hematoxilina-Eosina, barra = 50pm (caso 7).

Figura 3 - Fibras musculares hlpertroﬁcas entremeadas entre ﬁbras atroﬁcas arredondadas
Hematoxilina-Eosina, barra = 50um. (caso 8).
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Figur 5- roﬁa de fibras tipo 2,ﬁbr em segﬁléntaqﬁo, atrofia de fasciculos de fibras,
agrupamentos de fibras tipo 1 e 2. ATPase pH 9.4, barra = 50um (caso 7)
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5.8 GRUPO DE CONTROLE

Oito pacientes com outras morbidades tiveram seu DNA extraido pelo mesmo
método, para controle. As patologias compreendiam esclerose lateral amiotréfica,
distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular de Becker, miopatia nemalinica,
distrofia muscular congénita, miopatia por corpos de inclusdo e distrofia muscular tipo
cinturas, comprovadas pelo exame clinico, dados laboratoriais, achados de EMG e

bidpsia muscular.

5.9 METODOS
5.9.1 Extrag¢do de DNA da Bidpsia Muscular

Foram utilizados 1000 pL da solugdo de lise celular, 20 pL de proteinase K e pelo
menos 40 mg de tecido, com incubagio em estufa durante pelo menos 48 horas.

Adicionava-se 3 mL de fenol saturado ao material, agitava-se a mistura € na
seqiiéncia ela era centrifugada a 2 500 rpm, durante 10 minutos. Dois niveis se formavam. A
porg¢do inferior era retirada e desprezada e, na superior, adicionavam-se 3 ml de cloroformio/
fenol na proporgdo 1:1. Novamente o tubo era agitado e centrifugado pelo mesmo tempo e
velocidade.

Novamente se descartava a porgdo inferior € somava-se ao sobrenadante 3 mL de
alcool 1soamilico/ cloroférmio na propor¢do 1:24. Pela ultima vez, o material era agitado e
centrifugado pelo mesmo tempo e velocidade. Acrescentava-se 6 ml de etanol a 100% e
invertia-sc¢ o tubo delicadamente, até completa precipitacdo e visualizagdo do DNA. Este era
pipetado e transferido para tubo de 1000 pL, o qual seguia a estufa por aproximadamente 24
horas para evaporaggo do etanol restante. Adicionava-se 200 pl. de tamp@o de extrato pH 8,0
ao botdo de DNA e incubava-se o tubo a 55°C durante 24 horas.
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5.9.2 Quantificagdo dos DNAs Extraidos das Biopsias

Realizava-se a leitura do DNA no espectofotometro GeneQuant pro, da
Amersham Pharmacia Biotech, o qual fornecia dados de concentra¢do e pureza do

DNA, admitindo-se como ideal a relagdo DNA/ proteina com valor entre 1,5 € 2,2.

5.9.3 Técnica de Amplificagéo

A concentragdo final estipulada foi de 0,2mM de cada precursor do DNA
(desoxirribonucleosideos trifosfatos = adenina, guanina, timina, citosina), 0,5U por
reagdo de Tag DNApolimerase, tampdo de PCR 1x e 1,5mM de MgCl,, seguida dos
respectivos oligonucleotideos (Anexos 11 e 12). Cada tubo continha um éxon a ser
pesquisado, ndo sendo possivel empregar a técnica denominada multiplex.
Acrescentava-se 0 DNA extraido das bidpsias musculares dos pacientes com AME,
cuja concentragdo variava de 0,5 a 2,0 ng/reagdo, € o primer, na concentragio de
35pMol/uL (Anexo 12).

A temperatura de anelamento para o éxon 5 foi estabelecida em 50°C, e para
ambos os éxons 7 e 8, em 60°C. O termociclador € proveniente da MJ Research,
modelo PTC 200 (Peltier Thermal Cycler), € uma vez programado, 15 ciclos eram
completados. Somente no terceiro ciclo o programa era interrompido transitoriamente,
pois € nessa fase que SU da Tag DNApolimerase deve ser adicionada a cada tubo.

Preparava-se concomitantemente um tubo isento de DNA e outro com DNA

de paciente de controle.
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5.9.4 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

A préxima etapa consistia na “corrida” do DNA na placa de gel. Misturavam-
se 4 uL de corante com 10 uL. do DNA a ser pesquisado (resultante da rea¢do em
cadeia da polimerase), dispondo cada preparagio em pogos diferentes,

cuidadosamente, para se evitar contaminagdo. O ultimo espago era preenchido com 4
uL de marcador de 10 pb (para facilitar a localizagdo do éxon 5) ou de 100 pb (para os

éxons 7 e 8).

5.9.5 Coloragdo com Nitrato de Prata

A “corrida” durava em média 90 minutos, numa voltagem de 200V. Depois
da sua retirada, acrescentava-se a placa solugdo de acido nitrico a 1%, deixando-a por
3 minutos. Em seguida, submergia-se a placa em nitrato de prata a 10%, dispondo-a no

agitador durante 30 minutos.

5.9.6 Revelagao

Adicionavam-se 200 ml de solugé@o de carbonato de sddio (pré-aquecida) com
92 ul de formaldeido, o que permitia a visualizag@o das bandas procuradas.
O éxon 5 era identificado em 76 pb, o éxon 7 em 210 pb ¢ o éxon 8 em 180

pb, conforme descrito nas revises consultadas (LEFEBRVE, 1995; SOMERVILLE,
1997).
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5.9.7 Fixagdo

Estabelecidas as delegdes, interrompia-se a reagdo, retirando-se a solugdo e
adicionando-se 4cido acético. Para preservagdo da placa, banhava-se a mesma em
solugdo de glicerol a 5%, colocando-se o gel corado entre duas folhas transparentes,
vedando-se as extremidades com fita adesiva (Figuras 6 € 7).

As foérmulas das solugdes empregadas na PCR encontram-se expostas no Anexo
13.
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100pb »

90ph »
S0pb »

70pb »

Figura 6 - PCR para pesquisa do NAIP (éxon 5). M: marcador, C: controle negativo.
Ha delec¢@o do NAIP no paciente 3.

250pb »
200pb »

150pb

100pb »

Figura 7 - PCR para pesquisa do NAIP (éxon 5) e do SMN (éxons 7 e 8). M: marcador;
caso 24 apresenta éxon 8 normal; C8: controle negativo para o éxon 8; caso 40
apresenta éxon 7 normal; caso 36 apresenta dele¢do do éxon 7; C7: controle

negativo para o éxon 7; caso 8 com éxon 5 normal; caso 1 com delegdo do éxon
5; C5: controle negativo para o éxon 5.
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6 ANALISE ESTATISTICA

Efetuou-se a avaliagdo dos dados por andlise descritiva, expressa em média,
mediana, valor minimo, valor méaximo e desvio-padrdo sempre que desejivel e
apropriado.

A distribuig@o das variaveis foi verificada pelos testes de Kolmogorof-Smirnof
e de Lilliefors € por analise de histograma, de maneira a afirmar ou negar a
distribui¢do gaussiana. Os testes ndo paramétricos foram aplicados no caso de rejeigdo
de hipotese de normalidade, e consistiam no teste do “Qui quadrado com a corre¢do de
Yates”, para amostras independentes e relacionadas, e no teste exato de Fisher, a fim
de se testar a hipdtese nula de que a distribuicdo de uma variavel descontinua € a
mesma em duas (ou mais) amostras independentes, tendo em vista o tamanho delas. O
teste de Fisher foi escolhido pelos nimeros baixos encontrados nas tabelas de
contingéncia e em razdo de fornecer o valor exato de “p” (SWINSCOW, 1997).

A hipoétese de nulidade foi rejeitada sempre que o valor calculado pelo teste
estatistico fosse igual ou menor do que 5%.

A analise estatistica foi feita com o conjunto estatistico StatSoft, Inc., 2003

(STATISTICA - data analysis software system).
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7 RESULTADOS

7.1 ANALISE DO DIAGNOSTICO MOLECULAR

7.1.1 NAIP

A deleg¢do do éxon 5 (Figura 6) foi demonstravel respectivamente em 55%
dos 9 pacientes com AME tipo I, sempre acompanhados da delegdo dos éxons 7 e 8
(Tabela 15). A dele¢do do NAIP foi constatada em 21,4% dos 14 dos pacientes com
AME tipo II, e em 25% dos 20 pacientes com AME tipo III. Ndo ocorreu diferenga
estatistica significante entre a ocorréncia de dele¢do do éxon 5 e o tipo de AME.
Entretanto, a dele¢do do NAIP mostrou-se estatisticamente relevante (p < 0,05) na
ocorréncia de diminui¢do da forga muscular distal dos membros superiores (Tabela

16).

7.1.2 SMN

A delegdo do SMN (fosse do €xon 7, do éxon 8, ou de ambos) ocorreu nos 43
casos (Tabela 15). Os éxons 7 e 8 estiveram deletados concomitantemente em 100%
dos pacientes com AME tipos I e II, enquanto no tipo Ill a dclegdo de ambos,
simultaneamente, correspondeu a 85% dos 20 casos.

Nos pacientes com AME tipo III, houve dele¢do do éxon 7 em 90% dos 20
pacientes € do éxon 8 em 95% casos. A presenga de fibras anguladas atréficas
dispersas e de fibras redondas atréficas dispersas tiveram relagdo com a dele¢io do
éxon & (p <0,05).

Somando-se os trés tipos de AME, a delegdo dos éxons 7 ¢ 8, a0 mesmo

tempo, ocorreu em 93% dos pacientes (Tabela 15).



Tabela 15 - Relagdo dos dados clinicos e exames complementares com o diagnéstico molecular
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Idade | Idade udltima Sexo Tempo de Escala EMG Bi6psia NAIP SMN
inicio consulta seguimento | Vignos muscular | (D/N) (D/N)
AME tipo [ (m) (m) M/F) (m) (valor) | (padrfio) | (padrdio) | Exon5 | Exon7 | Exon8
1 1 2 M 6 NR - Desin D D D
2 2 108 F 1 9 Mio Mista N D D
3 4 9 F 1 NR Desin Desin D D D
4 1 2 F 1 NR Mio Mista D D D
5 2 2 M 1 NR Desin EF N D D
6 8 4 M 3 NR Desin Desin N D D
7 1 60 M 6 9 Desin Desin D D D
8 1 Al M 2 NR Desin Desin N D D
9 2 82 M 1 9 - Desin D D D
AME tipo 11
10 24 82 F 1 8 Mio Mista N D D
11 16 Al F 1 NR - Desin N D D
12 17 22 M 3 NR Mio Desin N D D
13 4 438 F 1 9 Desin Desin N D D
14 1 12 F 4 NR Desin Desin N D D
15 12 19 F 1 NR - Desin N D D
16 17 Al F 4 NR Desin Desin N D D
17 16 72 F 16 9 Desin Mio N D D
18 1 60 F b 9 Desin Desin D D D
19 5 24 M 41 9 Desin Desin N D D
20 1 12 F 27 NR Desin Desin D D D
21 6 24 M 19 8 Desin Desin N D D
22 7 12 M 65 NR Desin Desin N D D
23 8 38 M 14 9 - Mista D D D
AME tipo Illa
24 24 96 F 72 4 - Desin N D N
25 11 180 M 1 4 Desin Desin N D D
26 16 Al F 96 NR Desin Desin N D D
27 18 120 F 1 9 Desin Desin D D D
28 1 132 F 24 3 Desin Desin N D D
29 1 36 F 44 3 Desin Desin N D D
30 12 132 M 36 3 Desin Desin N D D
31 1 96 F 1 9 Desin Desin N D D
32 12 Al M 24 NR - Desin N D D
33 24 156 F 38 7 Desin Desin D N D
34 36 72 F 12 2 Desin Desin N D D
35 1 Al F 39 NR Desin Desin N D D
AME tipo i11b

36 204 600 M 1 2 Desin Desin D D D
37 48 312 F 60 3 Desin Desin D D D
38 48 72 M 1 3 Desin Desin N D D
39 180 324 M 1 2 Desin Desin N D D
40 156 Al M 24 9 Desin Desin N N D
41 1 84 M 1 7 Desin Desin N D D
12 144 Al F 24 3 Desin Desin N D D
43 156 300 M 60 3 Desin Desin D D D

AME: atrofia muscular espinhal; m: meses; M: masculino; F: feminino; EMG: eletroneuromiografia; Al: auséncia
de informagdo; NR: ndo realizado; Desin: desinervagdo; Mio: miopatia; D: dele¢do; N: normal; EF: misculo em estadio final.
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7.2 ANALISE ENTRE DIAGNOSTICO MOLECULAR E MANIFESTACOES
CLINICAS

Todas as manifestagdes clinicas previamente pesquisadas foram relacionadas
com as dele¢des encontradas e ndo revelaram diferenga estatistica significante, exceto
pela diminui¢do da for¢a muscular distal dos membros superiores, que se revelou
estatisticamente significante (p < 0,05) quando associada a deleg¢do do éxon 5 (NAIP)

(Tabela 16).

Tabela 16 - Relagdo entre o diagndstico molecular, dados demogréficos e aspectos clinicos

A Delecdo Delecio Delecdo

Parametros do éxon 5 do éxon 7 do éxon §
Sexo masculino (n=20/Total=43) NS (n=6) NS (n=19) NS (n=20)
Sexo feminino (n=23/Total=43) NS (n=7) NS (n=22) NS (n=22)
Intercorréncias gestacionais (n=9/Total=35) NS (n=3) NS (n=9) NS (n=9)
Prematuridade (n=3/Total=35) NS (n=0) NS (n=3) NS (n=3)
Hipotonia neonatal (n=8/Total=35) NS (n=4) NS (n=8) NS (n=8)
Choro neonatal débil (n=4/Total=35) NS (n=0) NS (n=4) NS (n=4)
Sucgfo neonatal débil (n=5/Total=35) NS (n=1) NS (n=5) NS (n=5)
Sustentagdo cefélica (n=33/Total=34) NS (n=8) NS (n=32) NS (n=32)
Sentar-se sozinho (n=30/Total=33) NS (n=8) NS (n=39) NS (n=39)
Ficar em pé com apoio (n=24/ Total=33) NS (n=5) NS (n=33) NS (n=33)
Caminhar (n=17/Total=31) NS (n=5) NS (n=16) NS (n=16)
Familiares com AME (n=3/Total=35) NS (n=0) NS (n=3) NS (n=2)
Consangiiinidade entre os pais (n=1/Total=35) NS (n=0) NS (n=1) NS (n=1)
Familiares com outras DNM (n=6/Total=35) NS (n=4) NS (n=6) NS (n=6)
Reflexo aquileu diminuido/ ausente (n=29/Total=36) NS (n=11) NS (n=35) NS (n=35)
Reflexo patelar diminuido/ ausente (n=29/Total=36) NS (n=11) NS (n=35) NS (n=35)
Reflexo bicciptal diminuido/ ausente (n=29/Total=36) NS (n=11) NS (n=34) NS (n=34)
Reflexo tricciptal diminuido/ ausente (n=29/Total=36) NS (n=11) NS (n=34) NS (n=34)
Reflexo estilorradial diminuido/ ausente (n=29/Total=35) NS (n=11) NS (n=34) NS (n=34)
Reflexo cutineo-plantar em extensdo (n=3/Total=36) NS (n=1) NS (n=3) NS (n=3)
For¢a muscular distal diminuida de MS* (n=31/Total=37) p =0,05(n=7) NS (n=30) NS (n=30)
Forga muscular proximal diminuida de MS (n=29/Total=36) NS (n=7) NS (n=28) NS (n=28)
Forga muscular distal diminuida de MI (n=29/Total=36) NS (n=8) NS (n=28) NS (n=28)
Forga muscular proximal diminuida de MI (n=30/Total=36) NS (n=7) NS (n=29) NS (n=29)
Fasciculagéo de lingua (n=6/Total=32) NS (n=6) NS (n=6) NS (n=6)

n numero de casos; AME: atrofia muscular espinhal, DNM: doengas neuromusculares. MS. membros superiores, MI:
membros inferiores; NS: ndo significativo; * = estatisticamente significante (p < 0.05) (Teste exato de isher)
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7.3 ANALISE ENTRE DIAGNOSTICO MOLECULAR E DOSAGENS ENZIMATICAS

As dosagens enzimaticas da CK, LDH, TGO e TGP foram relacionadas com o
diagnostico molecular estabelecido, sem associagdo estatistica significante entre eles

(Tabela 17).

Tabela 17 - Relagdo entre o diagndstico molecular e as dosagens enzimaticas aumentadas

- " Delegdo ; Delegdo "Delegio
Parametros ' do éxon 5 ! do éxon 7 * do éxon 8
Creatinofosfoquinase (n=8/Total=31) NS (n=3) NS (n=6) NS (n=8)
Desidrogenase latica (n=5/Total=28) NS (n=1) NS (n=4) NS (n=4)
Aldolase (n=9/Total=28) NS (n=6) NS (n=7) NS (n=9)
Transaminase glutdmica oxalacética (n=4/Total=31) NS (n=2) NS (n=4) NS (n=4)
Transaminase glutdmica pinivica (n=2/Total=29) NS (n=0) NS (n=2) NS (n=2)

NS: ndo significante. (Teste exato de Fisher)

7.4 ANALISE ENTRE DIAGNOSTICO MOLECULAR E EMG

Os resultados de EMG também foram relacionados com as delegdes

constatadas, mas sem diferenga estatistica significante em cada tipo de AME (Tabela

18).

Tabela 18 - Relagdo entre o diagndstico molecular e os resultados da

eletroneuromiografia
Parimetros De}ecao do De'lecao do De,leg:ﬁo do
éxon 5 éxon 7 éxon 8
Desinervagdo (n=32/Total=36) (n=9) NS (n=30) NS (n=32) NS
Miopatia (n=4/Total=36) (n=1) NS (n=4) NS (n=4) NS

NS- n3o significante. (Teste exato de Fisher)
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7.5 ANALISE ENTRE DIAGNOSTICO MOLECULAR E BIOPSIAS MUSCULARES

Os resultados anatomopatoldgicos foram analisados de acordo com as
delegdes encontradas. A presenga de nicleos internos mostrou relagdo estatisticamente
significante quando associada a dele¢do do NAIP (p < 0,05).

A delegdo do éxon 8 revelou-se estatisticamente significante na presenga de
fibras anguladas atréficas dispersas (p < 0,05) e de fibras redondas atréficas dispersas
(p <0,05).

Os outros achados ndo demonstraram relevancia estatistica significante com os

diagndsticos moleculares encontrados (Tabela 19).

Tabela 19 - Relagdo entre o diagndstico molecular e os resultados da bidpsia

muscular
a Delegdodo | Delegdodo | Delegio do
P etros éxon 5 éxon 7 éxon 8
Desinervagdo (n=37/Total=43) NS (n=11) NS (n=35) NS (n=36)
Miopatia (n=1/Total=43) NS (n=0) NS (n=1) NS (n=1)
Mista (n=4/Total=43) NS (n=2) NS (n=4) NS (n=4)

NS: ndo significante. (Teste exato de Fisher)

A relagdo entre os achados de bidpsia muscular ¢ o diagnostico molecular, de
maneira mais detalhada, encontra-se expressa a seguir. com os dados que foram
estatisticamente significativos (Tabela 20).
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Tabela 20 - Relagdo entre os achados de biopsia muscular com o diagnéstico molecular
Deleggio Delegdo Deleggo

Pardmetros do éxon § do éxon 7 do éxon 8
Colorag#o HE e Gomori Modificado
Proliferagfio de tecido conjuntivo (n=16/Total=43) NS (31,2%) NS (100%) NS (100%)
Infiltragfo de tecido adiposo (n=20/Total=43) NS (20%) NS (100%) NS (100%)
Variagdo do didmetro das fibras (n=42/Total=43) NS (30,9%) NS (95,2%) NS (97,6%)
Grandes aglomerados de fibras atréficas (n=28/Total=43) NS (35,7%) NS (96,4%) NS (100%)
Pequenos aglomerados de fibras atréficas (n=8/Total=43) NS (50%) NS (100%) NS (100%)
Fibras anguladas atréficas dispersas* (n=22/Total=43) NS (31,8%) NS (95,4%) P =0,04 (954%)
Fibras redondas atréficas dispersas* (n=36/Total=43) NS (27,7%) NS (97,2%) p =0,01(97.2%)
Fibras hipertroficas dispersas (n=33/Total=43) NS (30,3%) NS (93,9%) NS (96,9%)
Niicleos centrais* (n=11/Total=43) p =002 (45,4%) NS (100%) NS (100%)
Grumos nucleares (n=13/Total=43) NS (38,4%) NS (100%) NS (100%)
Necrose (n=9/Total=43) NS (55,5%) NS (100%) NS (100%)
Fagocitose (n=6/Total=43) NS (50%) NS (100%) NS (100%)
Divisdes e segmentagdes (n=8/Total=43) NS (37,5%) NS (100%) NS (100%)
Agregados tubulares (n=1/Total=43) NS (0%) NS (100%) NS (100%)
Massas sarcoplasméticas (n=1/Total=43) NS (0%) NS (100%) NS (100%)
Fibras basofilicas (n=1/Total=43) NS (0%) NS (100%) NS (100%)
Fibras hipercontréteis (n=4/Total=43) NS (40%) NS (100%) NS (100%)
Coloragdo NADH
Fibras em anel (n=1/Total=43) NS (0%) NS (100%) NS (100%)
Fibras angulares escuras atroficas (n=17/Total=43) NS (35,2%) NS (94,1%) NS (100%)
Saca-bocados (n=6/Total=43) NS (33,3%) NS (100%) NS (100%)
Alvos (n=5/Total=43) NS (20%) NS (100%) NS (100%)
Aumento focal do NBT reduzido na fibra (n=9/Total=43) NS (55,5%) NS (100%) NS (100%)
Enrodilthamentos (n=2/Total=43) NS (50%) NS (100%) NS (100%)
Turbilhdes (n=4/Total=43) NS (25%) NS (100%) NS (100%)
Esterase inespecifica
Fibras anguladas atr6ficas (n=22/Total=42) NS (36,3%) NS (95,4%) NS (100%)
Placas motoras aumentadas (n=10/Total=42) NS (40%) NS (100%) NS (100%)
ATPases pH 9,4/ 4,3/ 4,6
Agrupamentos (n=19/Total=42) NS (31,5%) NS (100%) NS (100%)
Predominio de fibras tipo I (n=5/Total=42) NS (60%) NS (100%) NS (100%)
Predominio de fibras tipo II (n=7/Total=42) NS (28,5%) NS (100%) NS (100%)
Hipertrofia de fibras tipo I (n=28/Total=42) NS (39,2%) NS (96,4%) NS (100%)
Hipertrofia de fibras tipo Il (n=20/Total=42) NS (30%) NS (95%) NS (100%)
Atrofia de fibras tipo I (n=37/Total=42) NS (35,1%) NS (94,5%) NS (100%)
Atrofia de fibras tipo II (n=35/Total=42) NS (34,2%) NS (94,2%) NS (100%)
Deficiéncia de fibras do tipo I (n=2/Total=42) NS (0%) NS (100%) NS (100%)
Deficiéncia de fibras do tipo II (n=4/Total=42) NS (75%) NS (100%) NS (100%)
Miofosforilase (n=2/Total=42) NS (0%) NS (100%) NS (100%)
Fosfatase acida
Aumento focal de fibras (n=23/Total=43) NS (39,1%) NS (95,6%) NS (100%)
Fibras positivas (n=21/Total=43) NS (38,0%) NS (95,2%) NS (100%)
Aumento em fagécitos, MN e reagio inflamatéria (n=2/Total=43) NS (50%) NS (100%) NS (100%)
Aumento no intersticio (n=2/Total=43) NS (50%) NS (100%) NS (100%)
Fosfatase alcalina
Fibras positivas (n=19/Total=43) NS (36,8%) NS (100%) NS (100%)
Aumento no intersticio (n=3/Total=43) NS (66,6%) NS (100%) NS (100%)
Aumento em nervos (n=1/Total=43) NS (100%) NS (100%) NS (100%)
Qil red O — Aumento goticulas fibras tipo I (n=1/Total=43) NS (100%) NS (100%) NS (100%)
Cresil Violeta — Metacromasia de nervos (n=1/Total=43) NS (100%) NS (100%) NS (100%)
Desidrogenase succinica
Acumulo subsarcolemal (n=4/Total=43) NS (50%) NS (100%) NS (100%)
Aumento do nimero dos granulos (n=1/Total=43) NS (0%) NS (100%) NS (100%)
Aumento do volume dos granulos (n=1/Total=43) NS (100%) NS (100%) NS (100%)
Citocromo C-oxidase — Acamulo subsarcolemal (n=4/Total=38) NS (50%) NS (100%) NS (100%)
Citocromo C-oxidase — Fibras (n=10/Total=38) NS (30%) NS (90%) NS (100%)
Sirius red (n=11/Total=38) NS (18,1%) NS (100%) NS (100%)
Adenilato deaminase (n=8/Total=33) NS (37,5%) NS (87,5%) NS (100%)

* = estatisticamente significante (p < 0,05); NS = ndo significante; n: nimero de casos com alteragdes patolégicas; MN:
mononucleares; HE: Hematoxilina — Eosina; NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo tetrazdlio redutase. (Teste exato de

Fisher)
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7.6 GRUPO DE CONTROLE

O grupo de controle era formado por pacientes cujos diagndsticos sdo
mencionados a seguir (Tabela 21). Nenhum caso de controle demonstrou delegdo dos

éxons estudados.

Tabela 21 - Grupo de controle e seus diagnésticos
Biopsia | Diagnéstico

Distrofia muscular congénita

Esclerose lateral amiotréfica

Miopatia nemalinica

Esclerodermia

Distrofia muscular de Duchenne

Distrofia muscular de cinturas

Miopatia por corpos de inclusio

Distrofia muscular de Becker

GO NI\ B WN e
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8 DISCUSSAO

8.1 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Na ultima década, tornou-se claro que o diagndstico molecular da AME foi o
avango mais importante para a confirmagdo da doenga, além de proporcionar uma
determinagdo fenotipica mais precisa.

Todavia, permanece a davida sobre o papel desempenhado pelo NAIP e pelo
SMN na AME, existindo divergéncias entre os relatos encontrados na literatura quanto
aos indices de delegdo desses genes e a sua relagdo com os sinais da AME (LEWIN,

1995; JABLONKA, 2000; ECHANIZ-LAGUNA, 2002).

8.1.1 NAIP

Os indices de delegdo do NAIP nos pacientes com doenga de Werdnig-
Hoffmann variam de 45% a 67% dos casos (LEWIN, 1995). No trabalho atual, a
dele¢do do NAIP ocorreu em pouco mais da metade dos casos, um valor aproximado
ao detectado por CUSCO, em 2001, que descreveu delegdo do éxon 5 em 45% dos
pacientes com AME tipo I (CUSCO, 2001). Tais variagdes nos percentuais de dele¢do
sdo freqiientes, € podem chegar a 100% dos pacientes com AME tipo I, como referido
por AL-RAJEH (1999), em trabalho realizado na Arabia Saudita (AL-RAJEH, 1999).

NOVELLI (1997) afirma que a delegdo do éxon 5 aumenta em cinco vezes a
chance de o paciente ser portador da doenga de Werdnig-Hoffmann, e de que o sexo
feminino seja o mais predisposto a essa situagdo (NOVELLI, 1997). Na presente
pesquisa, contudo, esta associagdo esteve presente na metade dos casos de AME tipo I

com delecdo do NAIP, ndo havendo relagdo que corroborasse a predominancia do sexo

feminino.
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TALBOT (1999), GAMBARDELLA (1998), ZERRES (1997) ¢ ORRELL
(2001) relatam que nos casos de AME tipo II e III esses indices de delegdo do NAIP
raramente ultrapassam 20% (TALBOT, 1999; GAMBARDELLA, 1998; ZERRES,
1997; ORRELL, 2001). Na presente pesquisa também houve dele¢do do éxon 5 nos
pacientes com AME tipo II, mas numa propor¢do bem menor que a detectada nos
pacientes com doenga de Werdnig-Hoffmann. Os pacientes com AME tipo III
apresentaram indice discretamente superior aos pacientes com AME tipo II.
Entretanto, STEWART (1998), com trabalho realizado na Inglaterra, constatou indices
de delecdo do NAIP superiores aos encontrados no presente trabalho (44% dos seus
pacientes com AME tipo II e III), assim como AL-RAJEH (1999) (42,8% dos seus
pacientes com AME tipo II e III) (STEWART, 1998; AL-RAJEH, 1999).

No Brasil, ha somente o trabalho publicado por KIM (1999), cujo estudo
constatou indices de dele¢do do NAIP muito inferiores se comparados a pesquisa
atual, totalizando 35% dos casos de AME tipo I, 16,6% dos casos de AME tipo II e
2,3% daqueles com AME tipo III (KIM, 1999).

Os pacientes apresentando AME do tipo I, com dele¢do do éxon 5, também
sd0 muito mais propensos para dele¢do simultinea do SMN (AKUTSU, 2002;
BURGHES, 1999). Assim como o atual trabalho, KIM (1999) ndo observou delegdo
do NAIP sem que houvesse dele¢do concomitante do SMN (KIM, 1999).

A fungdo do NAIP ndo é completamente conhecida, a ndo ser o fato de que
esta proteina € transportada nas raizes anteriores da medula espinhal (BURGHES,
1999). Desta maneira, muitos defendem a tecoria de que ela sirva somente como co-
fator da doenga, ndo contribuindo tanto para estipular o fen6tipo, pois nos individuos
saudaveis ela pode estar deletada em 1% a 2% dos casos (TALBOT, 1999;
CAMPBELL, 1997).

Uma das explicagdes para a patogénesec da AME é que a delegdo do NAIP
propicie a uma persisténcia inapropriada da apoptose dos neurdnios motores, o qual €

um fenémeno fisiolégico no organismo em desenvolvimento (NOVELLI, 1997).
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8.1.2 SMN

ORRELL (2001) ¢ WILMSHURST (2002) referem que a pesquisa do SMN
demonstra delegdo em todos os pacientes com doenga de Werdnig-Hoffmann, fato que
foi comprovado no atual estudo. No entanto, KIM (1999) constatou dele¢do dos éxons
7 ¢ 8 em 75% dos seus pacientes com AME tipo I (ORRELL, 2001; WILMSHURST,
2002).

Os pacientes com AME tipo II também costumam apresentar dele¢do dos
éxons 7 € 8 na grande maioria dos casos, podendo chegar a 100%, como foi constatado
por AL-RAJEH (1999) (AL-RAJEH, 1999). Esses indices de dele¢do também foram
observados nesta pesquisa.

Nos pacientes com AME tipo III, a delegdo de ambos os éxons,
simultaneamente, ocorreu em grande parte dos casos da atual pesquisa. KIM (1999)
relatou esse fato em 47,6% dos seus pacientes com doenca de Kugelberg-Welander.
Nao h4 dados descritos na literatura que fagcam distingao entre os indices de dele¢io do
SMN nos casos de AME tipo Illa ou IIIb (KIM, 1999).

STEWART (1998) e SOMERVILLE (1997) referem que, quando os trés tipos
de AME sdo associados, o indice de dele¢do dos éxons 7 ¢ 8 (SMN1) alcanga até
98,7% dos pacientes com essa doenga, dado semelhante ao obtido na atual pesquisa
(STEWART, 1998; SOMERVILLE, 1997). KIM (1999), no entanto, realizou pesquisa
similar no Brasil e encontrou dele¢cdo do SMN (éxon 7, éxon 8 ou ambos) em 80% das
familias estudadas (KIM, 1999).

Todos os pacientes do presente trabalho demonstraram dele¢do de pelo menos
um dos éxons do SMN, com indice de dele¢do do éxon 7 discretamente inferior ao do
éxon 8. Na literatura, essa propor¢do ¢ um pouco diferente desta pesquisa. BRAHE,
em 1995, descreve a delegdo do éxon 7 em 98,6% dos casos, valor um pouco superior
se comparado ao éxon 8, cuja delecdo chega a alcangar o valor de 93%, segundo

LEFEBVRE (1995) (BRAHE, 1995; LEFEBVRE, 1995).
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SHAWKY (2001), no entanto, constatou dele¢do do éxon 7 em apenas 55%
dos casos, todos com delegdo simultidnea do éxon 8 (SHAWKI, 2001). LEFEBVRE
(1995) salienta que 5% dos casos demonstram dele¢do do éxon 8 com éxon 7 normal,
o que corrobora os achados deste estudo (LEFEBVRE, 1995).

O SMNI € o principal gene causador da doenga, apresentando-se com delegio
ou muta¢do em 95% dos casos de AME tipo I, II e III. A AME tipo IV nio apresenta
dele¢do/mutagdo desse gene (ZERRES, 1997; ORRELL, 2001). Também esta descrita
dele¢do homozigota do SMN2, mas em menor propor¢io (SRIVASTAVA, 2001;
ECHANIZ-LAGUNA, 2002).

Sabe-se que o SMN € ubiquo no organismo humano, mas que se concentra
principalmente nos cornos anteriores da medula espinhal. Ainda ndo se sabe por que a
doenca envolve somente essa localizagdo, € em particular, como, mesmo com seus
niveis reduzidos, outros tipos celulares e outros tecidos ndo sdo afetados. Estudos
recentes sugerem a participagdo do SMN na formagio de “encadeossomos”

(spliceosome) no citoplasma e na regeneragio destes no nicleo (ORRELL, 2001).

Os éxons 7 ¢ 8 possuem a seqii€ncia de oligonucleotideos determinantes da
doenga, e sdo as delegdes homdlogas ou mutagdes do SMN1 que resultam no fendtipo
da AME, de maneira que os niveis de expressdo do SMN sdo conduzidos pelo SMN?2,
ou seja, quanto maior a expressdo do SMN2. menor a gravidade da doenga (ORRELL,
2001). A deleg¢do homozigota do SMN2 também pode acarretar na AME, mas ela é
descrita com menor freqiiéncia (36% dos casos). Além disso, sua ocorréncia na
populagdo normal € ao redor de 5% (ECHANIZ-LAGUNA, 2002; SRIVASTAVA,
2002).

Até o presente momento, cogita-se que o SMN seja responséavel
principalmente por duas fungdes: ele ¢ necessario para o encadeamento do pré-RNA
mensageiro (RNAm) no nucleo e também esta envolvido na linha de montagem das
ribonucleoproteinas nucleares de pequeno tamanho (SnRNPs) no citoplasma
(ORRELL, 2001).

BURGHES (1999) descreve a forte relagdo da delegdo concomitante do SMN

ao NAIP, fato que foi observado em todos os pacientes com diagndstico de AME tipos
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I e II da atual pesquisa (BURGHES, 1999). Esse fato justifica a teoria de que, para se
estabelecer o diagnostico de AME, basta pesquisa isolada do SMN, uma vez que o
NAIP ndo contribui muito para o progndstico da AME (TALBOT, 1999;
CAMPBELL, 1997). Além do mais, deve-se lembrar que, nos individuos normais, ela

pode estar deletada em 1% a 2% dos casos (TALBOT, 1999, CAMPBELL, 1997).

8.2 ASPECTOS CLINICOS

TALBOT (1999) afirma que ndo ha relagdo da doenga com o género do
paciente, fato que foi constatado neste trabalho, em que pouco mais da metade dos
casos estudados pertenciam ao sexo feminino (TALBOT, 1999). RUDNIK-
SCHONEBORN (1994), entretanto, realizou trabalho onde houve predominéncia do
sexo masculino (RUDNIK-SCHONEBORN, 1994). NOVELLI (1997) preconiza que
o sexo feminino seja 5 vezes mais propenso para desenvolver a doenga de Werdnig-
Hoffmann se houver delegdo associada do NAIP, o que ndo foi observado na presente
pesquisa, pois somente metade dos casos com delegdo do éxon 5 pertenciam ao sexo
feminino (NOVELLI, 1997).

Infelizmente ndo foi possivel registrar a idade de O6bito desses pacientes,
certamente devido ao fato de que eles eram encaminhados ao Hospital de Clinicas
basicamente para se efetuar o diagndstico de AME através de exames complementares
convencionais indisponiveis pelo servigo publico em outros lugares e até em cidades
mais proximas. O tempo de acompanhamento desses pacientes variou de 1 més a 96
meses e, apesar de o dbito ser esperado geralmente até um ano de vida nos pacientes
com doenga de Werdnig-Hoffmann, ndo houve registro do mesmo no presente estudo.

A idade de inicio nos pacientes com AME tipo I teve média semelhante ac-~
dados fornecidos por PEARN (1973), citado por BUNDEY, (1992), cujo estudo
confirmou que 95% dos casos tém inicio dos sinais com idade inferior a 4 meses

(BUNDEY, 1992; BRAHE, 1995). AKUTSU (2002) estudou 10 pacientes com AME
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tipo I no Jap@o e constatou idade de inicio dos sinais abaixo de 4 meses em 4 casos, e
aos 4 meses de idade em 4 casos também, corroborando os achados da pesquisa atual
(AKUTSU, 2002).

GOMEZ (1994) e CAMPBELL (1997) preconizam que o inicio da clinica de
AME tipo II e III ocorre com maior freqiiéncia acima dos 6 meses de vida, o que foi
constatado na atual pesquisa (GOMEZ, 1994; CAMPBELL, 1997). Deve ser lembrado
que a classificagdo de ZERRES (1997) propde que, para que a AME seja considerada
tipo Illa, a idade de inicio deve ser inferior a 3 anos, ¢ AME tipo IIIb, superior a 3
anos (ZERRES, 1997).

BUNDEY (1992), ASBURY (1992) e ZERRES (1997) alegam que um tergo
dos pacientes com AME tipo I ja demonstra sinais da doenga ainda na vida intra-
uterina ou logo apds o nascimento (BUNDEY, 1992; ASBURY, 1992; ZERRES,
1997). No presente estudo, as queixas de hipocinesia fetal foram provenientes
principalmente do grupo com AME I, fato também observado por KIM (1999) e
DEVRIENDT (1996), cujo trabalho descreve a relagdo entre a hipocinesia fetal e a
gravidade da AME, principalmente se associada a delecdo do NAIP (KIM, 1999;
DEVRIENDT, 1996). Hipotonia neonatal foi relatada em pequena porcentagem do
estudo, presente na sua grande maioria nos pacientes com doenga de Werdnig-
Hoffmann.

Nido houve intercorréncia obstétrica e/ou neonatal que justificasse a clinica e
evolugdo que cada paciente aprescntou na atual pesquisa. Dentre os fatos ocorridos,
foram citados: hipertensdo arterial materna, prematuridade, sangramento vaginal
durante a gestagdo, hipoglicemia e exossangiiineotransfusdo. Até o presente momento,
ndo ha trabalho na literatura que constate complicag¢des ginecobstétricas relacionadas a
AME no feto.

Nenhum desses pacientes demonstrou qualquer outro comprometimento do
sistema nervos. central, a ndo ser a presenga de reflexo cutdneo-plantar em extensio
em alguns casos, todos abaixo de 36 meses. Nessa faixa etaria, a sua ocorréncia ¢

toleravel na auséncia de outros sinais piramidais, uma vez que tal sinal pode
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representar reflexo de retirada e ser mal interpretado pelo examinador (SANVITO,
1996).

No presente estudo, houve pouco relato de historia de familiares com AME,
assim como consangiiinidade entre os pais. KIM (1999) identificou casos familiares de
AME em 28% dos seus pacientes e consangiiinidade em 20% deles (KIM, 1999).

Com referéncia ao exame fisico, os reflexos tendinosos profundos estavam
ausentes em mais da metade dos 43 casos da atual pesquisa e diminuidos no restante
dos pacientes. GOMEZ (1994) afirma que praticamente todos os pacientes com AME,
independente do tipo, apresentam os reflexos aquileus abolidos ao completar 2 anos de
vida (GOMEZ, 1994).

DUBOWITZ (1985), BUNDEY (1992) ¢ BURGHES (1999) afirmam que a
presenca de reflexos tendinosos normais pode ocorrer nos trés tipos de AME em 5% a
7% dos casos. Os reflexos também podem estar aumentados em 2%, sem
comprometimento sensorial, intelectual ou outro envolvimento do SNC (DUBOWITZ,
1985; BUNDEY, 1992; BURGHES, 1999).

WILSON, citado por BUNDEY (1992) descreve o achado de fasciculagGes na
lingua em 5% a 10% dos casos nos trés tipos de AME, valor muito proximo ao
encontrado no estudo atual (BUNDEY, 1992).

A AME caracteriza-se principalmente por fraqueza muscular proximal e
predominantemente de membros inferiores (GOMEZ, 1994; TALBOT, 1999). No
estudo, a forca muscular acabou sendo o uUnico item que foi relevante quando
associado a delegdo do éxon 5 (NAIP), todavia com localizagdo distal € nos membros
superiores. A delegdo desse gene ocorre com maior freqii€éncia nos casos de AME tipo
I, que sdo justamente os de pior prognostico, podendo sugerir que o acometimento
distal de membros superiores seja relevante, neste estudo, secundario ao
comprometimento do NAIP em associagdo a delegdo do SMN.

HEDGE (2001) publicou trabalho pesquisando o envolvimento do NAI? e do
SMN com a forma de AME que acomete a porgdo distal dos membros superiores, mas

ndo obteve relagdo entre o diagndstico molecular e essa forma clinica (HEDGE, 2001).
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8.3 DOSAGENS ENZIMATICAS

No presente estudo, o aumento da enzima CK foi mais evidente nos pacientes
com AME tipo III, corroborando as pesquisas de GOMEZ (1994), que afirma que,
quanto maior a duragdo da doenga, maior a tendéncia de se obterem niveis enzimaticos
elevados (GOMEZ, 1994). Mesmo com esses valores aumentados, porém, eles ndo sdo
compativeis aos indices de CK descritos nas distrofias musculares de Becker e
Duchenne (BUNDEY, 1992).

A segunda enzima descrita com valores mais elevados que o normal neste

estudo foi a aldolase, contudo ndo héa dados na literatura que valorizem este achado.

8.4 ELETRONEUROMIOGRAFIA

A interpretacdo dos resultados da EMG pode ser equivocada por algumas
vezes, dependendo do examinador, principalmente quando o exame é realizado em
criangas, pois a falta de cooperagdo e entendimento delas ocorre com grande
freqiiéncia, acarretando desde exames aparentemente normais até mesmo com padrdes
miopaticos. BUNDEY (1992) ¢ BOLTON (1996) ja afirmavam que alguns pacientes
poderiam desenvolver padrao misto, isto €, padrdo neurogénico e miopatico e, nestas
situagdes, as alteragdes sugestivas para o diagndstico de AME surgiriam somente com
a evolugdo da doenca e com a devida cooperagdo do paciente (BUNDEY, 1992;
BOLTON, 1996).

Na AME, a substitui¢do do tecido muscular por tecido fibroso e adiposo
proporciona falhas na reinervagdo das formas agudas da doeng¢a, com diminui¢do da
atividade de insercdo, € os PAUM encontram-se ausentes na contra¢do voluntaria

(BOLTON, 1996; BARISIC, 1998).
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Nas formas mais crénicas de AME, a atividade elétrica espontinea na forma
de fibrilagdo ocorre com menor freqiiéncia, podendo inclusive demonstrar-se normal
em alguns casos de acometimento focal de AME (BOLTON, 1996).

A grande maioria dos pacientes do estudo atual, no entanto, foi compativel
com o padrdo de desinervagdo, principalmente naqueles pacientes com AME tipo III.
BARISIC (1998) realizou estudo em 14 criangas com AME e descreveu diminuigio da
velocidade de condugdo nervosa motora e da amplitude dos PAUM, principalmente
nos casos de AME tipo I e II, defendendo a teoria de que tais achados, se associados a
deleg¢do do NAIP e do SMN, propiciam clinica mais grave da doenga (BARISIC,
1998). O padrdo de desinervagdo também foi predominante em estudo realizado por
KRAJEWSKA (2002), em 117 criangas com AME (KRAJEWSKA, 2002).

RENAULT (1996) preconiza que a EMG € um teste diagnostico crucial no
periodo neonatal, uma vez que as alteragGes na bidpsia muscular nessa faixa etéria
podem se demonstrar errdneas (RENAULT, 1996). Entretanto, a EMG realizada em 4
pacientes da atual pesquisa demonstrou padrdo miopatico. Seus exames foram
realizados com idade inferior a 24 meses de vida, o que pode ter influenciado no
resultado final da EMG, ja que sua interpretagdo depende muito da experiéncia do
examinador € da cooperagdo da crianga. BOLTON (1996) ja afirmava que alguns
pacientes apresentam baixa amplitude ao exame, com alguns componentes de alta
freqii€éncia, padrdo esse que poderia ser interpretado como sendo “miopatico”

(BOLTON, 1996).

8.5 BIOPSIA MUSCULAR

Na AME, a bidpsia muscular e a EMG costumam estar relacionadas em 93%
dos casos (DAVID, 1994), indice semelhante ao encontrado no presente estudo. A
bidpsia muscular nos casos de AME demonstra, com grande freqii€ncia, grupos de

fibras atroficas, arredondadas, intercaladas com grupos de fibras hipertroficas,
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representadas principalmente pelas fibras tipo 1. RENAULT (1996), entretanto, relata
casos da doenga de Werdnig-Hoffmann sem a formagdo desses agrupamentos,
enfatizando nessas situagdes a importincia do emprego da EMG associado ao
diagnostico molecular (RENAULT, 1996).

OMRAN (1998) também descreve a auséncia do padrdo tipico de
desinervagdo nas biopsias musculares dos pacientes com a doenca de Werdnig-
Hoffmann, referindo predominio de fibras do tipo 2 e sem hipertrofia de fibras do tipo
1 (OMRAN, 1998).

Nas formas cronicas da doenga, as fibras atrdficas tendem a formar pequenos
grupos, com formato mais varidvel, podendo haver a ocorréncia de fibras anguladas
atréficas (DUBOWITZ, 1985; BUNDEY, 1992). Na presente pesquisa, os achados de
fibras angulares atréficas e de fibras redondas atroficas dispersas foram relevantes
quando elas estavam associadas com a dele¢cdo do éxon 8. A presenga de nicleos
internos, apesar de ndo ser caracteristica nos casos de AME, mostrou-se significativa
quando associada a dele¢do do NAIP. DUBOWITZ (1985) referia a possibilidade de
encontrar essas alteragdes intrinsecas (ndcleos internos, degeneragdo e divisdes) nos
casos de AME, predominantemente nas fibras hipertréficas tipo 2 (DUBOWITZ,
1985).

Nas amostras pesquisadas, a bidpsia muscular esteve condizente com
desinervagdo na <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>