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RESUMO

A Distrofia Muscular de Duchenne é uma doenca ligada ao X, que se apresenta na
infancia precoce com fraqueza muscular proximal. Os pacientes ndo tratados tornam-se
cadeirantes ao redor de 12 anos e o 6bito ocorre devido a complicacdes cardiorrespiratorias. A
doenca ocorre devido a uma mutacdo do gene da distrofina. Ndo se sabe o motivo pelo qual
apenas alguns pacientes apresentam deficiéncia intelectual e o porqué alguns pacientes tém
comprometimento cardiaco mais severo, que ja se apresentam em fases iniciais da doenca, ou
perda da marcha mais precoces. O objetivo deste estudo é caracterizar o fenétipo e o genétipo
dos pacientes com Distrofia Muscular de Duchenne e fazer uma correlacdo genotipo-fenotipo.
A analise fenotipica foi realizada através de: idade de perda da marcha, comprometimento
cardiaco — disturbio de conducdo/arritmia ou miocardiopatia — e comprometimento intelectual.
A descricdo das mutagdes genéticas foi agrupada em grandes mutagdes (delecdes e duplicacbes)
e pequenas mutacbes (mutacdes nonsense, missense, pequenas delecbes, pequenas
insercBes/duplicagdes ou mutacBes em sitios de splice). Os locais das mutacdes foram
mapeados no gene da distrofina. A analise dos dados clinicos foi realizada em relagéo as
seguintes localiza¢cdes das mutacdes no gene da distrofina: antes e depois do éxon 30, antes e
depois do éxon 45 e antes e depois do éxon 55, que representam os locais responsaveis pelas
respectivas isoformas da distrofina: Dp260, Dp140 e Dpl16. Este estudo é observacional,
descritivo, do tipo corte transversal. Foram estudados 120 pacientes com diagndstico de
Distrofia Muscular de Duchenne confirmados por exame molecular. 43 pacientes haviam
realizado teste psicométrico e 61 avaliacao cardioldgica atual. A mediana de idade de perda de
marcha foi 10 anos e do Quociente de Inteligéncia total foi de 65 pontos. A frequéncia de
distdrbio de conducdo e/ou arritmia foi de 54% dos pesquisados e 46% apresentavam sinais no
ecocardiograma de miocardiopatia. 16 apresentavam tanto disturbio de conducdo e/ou arritmia,
como miocardiopatia. Delec¢do foi o tipo de mutagdo com a mais alta frequéncia percentual
(60.8%). As mutacdes do tipo duplicagOes, nonsense, pequenas delecdes e splice site mutations
ocorreram com frequéncias aproximadamente iguais a 10%. Em relacdo a localizacdo das
mutacOes no gene da distrofina, houve diferentes caracteristicas na distribuicéo, a depender do
tipo de mutacdes. N@o houve significancia estatistica para as analises da correlagcdo genétipo-
fendtipo, exceto em relagdo ao QI verbal. A mediana do QI verbal foi de 73 para o grupo com

mutagdes antes do exon 55 e 63 para 0 grupo com mutaces apos o exon 55. N&o foram



observadas associagOes entre os locais de mutacGes no gene da distrofina e a idade de perda de

marcha ou comprometimento cardiaco.

Palavras-chave: Distrofia Muscular de Duchenne. Genétipo. Fenotipo.



ABSTRACT

Duchenne Muscular Dystrophy is a X-linked disorder, which is usually developed in
early childhood with proximal muscle weakness. Untreated patients become wheelchair users
at around 12 years of age and death occurs due to cardiorespiratory complications. Such disease
is associated with a mutation in the dystrophin-encoding gene. It is not well-elucidated the
reason why only a few patients present with intellectual disability, earlier loss of gait control,
as well as why some patients have more severe cardiac involvement, which can be noted in the
early stages of the disease. This study aims to characterize both phenotype and genotype of
patients with Duchenne Muscular Dystrophy, besides presenting a genotype-phenotype
correlation. The phenotypic analysis was carried out considering: age of gait loss, cardiac
involvement — conduction disorder/arrhythmia or cardiomyopathy — and intellectual
impairment. The description of genetic mutations was grouped into large mutations (deletions
and duplications) and small mutations (nonsense, missense mutations, small gene deletions,
small gene insertions/duplications or mutations at splice sites). The site mutations were mapped
to the dystrophin gene. Clinical data analysis was performed regarding the following mutation
locations in the dystrophin gene: before and after exon 30, before and after exon 45 and before
and after exon 55, thus representing the sites associated with the respective dystrophin isoforms:
Dp260, Dp140 and Dpl116. This study is observational, descriptive, with a cross-sectional
design. Overall 120 patients diagnosed with Duchenne Muscular Dystrophy, confirmed by
molecular examination, were studied. Out of these, 43 patients had previously underwent a
psychometric test and 61 had already a current cardiac screening. The median age of gait loss
was 10 years old and overall Intelligence Quotient was 65 points. The frequency of conduction
disorders and/or arrhythmia was 54% of those surveyed and 46% had signs of myocardiopathy
on echocardiography. Sixteen had both conduction disturbance and/or arrhythmia associated
with myocardiopathy. Deletion was the type of mutation with the highest frequency (60.8%).
Duplication, nonsense, small gene deletions and splice site mutations had frequencies
approximately corresponding to 10%. Regarding the location of the mutations in the dystrophin
gene, different characteristics in the distribution were observed, depending on the type of
mutation. There was no statistical significance for genotype-phenotype correlation analysis,
except for verbal 1Q. The median of verbal 1Q was 73 for the group with mutations before exon

55, while the group with mutations after exon 55 had a score of 63 points. No associations were



observed between the sites of mutations in the dystrophy gene and the age of loss of gait or

cardiac disorders.

Keywords: Duchenne Muscular Dystrophy. Genotype. Phenotype.
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1 INTRODUCAO

As distrofias musculares séo um grupo amplo de doencas musculares hereditarias com
fendtipos variaveis. As causas moleculares dos tipos de distrofias musculares tém sido
identificadas e pesquisas para terapias eficazes estdo em andamento.

As Distrofinopatias representam um espectro de doencas musculares causada por
mutacBes no gene que codifica a proteina distrofina, com heranca ligada ao X. As formas leves
desse espectro incluem hiperckemia assintomatica e mialgia associada a mioglobinuria. As
formas severas do espectro sdo a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) e Distrofia Muscular
de Becker (DMB), que afetam principalmente os mdsculos esqueléticos, além da
Cardiomiopatia dilatada ligada ao X, que tem como alvo o musculo cardiaco (BRANDSEMA,
DARRAS, 2015).

Figura 1. Espectro das Distrofinopatias

Mialgia Distrofina Distrofia
Hiperckemia . o Cardiomiopatia Muscular Muscular Congénita
Mioglobindria Becker Duchenne

Fonte: adaptado de Brandsema (2015).

1.1 EPIDEMIOLOGIA

A DMD ¢ a forma mais comum de doencas musculares hereditarias na infancia, com
uma incidéncia estimada de 1 a cada 3.500 meninos (EMERY; EH, 1991). A Distrofia muscular
de Becker é geralmente mais leve e tem uma forma de apresentacdo mais variavel, com
incidéncia de 1 em 18.518 nascimentos do sexo masculino (EMERY; EH, 1991).

1.2 FISIOPATOLOGIA

A distrofina é uma grande proteina estrutural (427 kDa), cuja funcdo € conectar o
citoesqueleto interno da fibra esquelética com as proteinas da matriz extracelular, estabilizando
a contracdo muscular. A proteina distrofina age como um amortecedor durante a contracdo da
fibra muscular (KOENIG; MONACO; KUNKEL, 1988) (AARTSMA-RUS, 2014).

Na DMD, a distrofina esta ausente ou disfuncionante, resultando, assim, em um

desequilibrio na integridade da bicamada lipidica da membrana, com influxo de célcio e necrose
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celular (HOFFMAN; DRESSMAN, 2001) (WROGEMANN; PENA, 1976). A conexao entre
a actina do citoesqueleto e o tecido conjuntivo € perdida e as fibras musculares séo facilmente
danificadas durante a contracdo, levando a dano muscular cronico, inflamacéo e eventualmente
substituicdo de fibras musculares por gordura e tecido fibrético e, portanto, perda da funcéo
muscular (MUNTONI; TORELLI; FERLINI, 2003).

Figura 2: Esquema mostrando a distrofina no sarcolema

Fibra muscular

.y

Sarcolema

Proteinas da matriz extracelular

Sarcolema

(membrana W
celular) W

Complexo de glicoproteinas

proteinas
intracelulares

Actina (Citoesqueleto)

Fonte: adaptado de Marieb (2013).

A distrofina € uma molécula em forma de bastdo composta por quatro dominios. O
dominio amino-terminal se liga ao filamento de actina do citoesqueleto. O segundo dominio
tem similaridade com espectrina e prové integridade estrutural as células vermelhas sanguineas.
O terceiro dominio é uma regido rica em cisteina e o quarto dominio é o carboxi-terminal. O
dominio rico em cisteina e a primeira metade do dominio carboxi-terminal da distrofina sdo
importantes em ligar a distrofina a beta-distroglicana e glicoproteinas que abrangem o
sarcolema (AMATO, 2016).

A distrofina também est& presente no cérebro, onde se localiza em uma estrutura em
forma de disco abaixo da membrana pds-sindptica em sinapses quimicas (AMATO, 2016).
Através de interacdes com uma variedade de proteinas da matrix extracelular, membrana
plasmatica, citoesqueleto e compartimentos intracelulares distintos, a distrofina cerebral
adquire a capacidade de participar de acGes modulatérias de um grande ndmero de vias

sinalizadoras celulares. Durante o desenvolvimento neural, a distrofina é expressa dentro do
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tubo neural e em areas selecionadas do neuroeixo embriénico e pds-natal e pode regular
distintos aspectos da neurogénese, migracdo neural e diferenciacdo celular. J& no cérebro
maduro, a distrofina é preferencialmente expressa por subpopulagfes neuronais regionais
especificas dentro de microdominios somatico-dendriticos proximais com membranas
terminais sindpticas. Evidéncias experimentais sugerem que na vida adulta, a distrofina
normalmente modula a integridade do terminal sinaptico, formas distintas de plasticidade
sinaptica e integracdo de sinal celular regional (MEHLER, 2000).

O Gene da distrofina ocupa 2.2 megabases em Xp21 no cromossomo X humano e ele é
composto por 79 exons. O Exon 79 é o maior (2,7 Kb). O gene possui 3 promotores principais,
o cerebral (B), o muscular (M) e o de Purkinje (P), que guiam a transcricdo de toda a distrofina
em um tecido especifico. Além disso, pelo menos outros 4 primeiros exons tem sido
reconhecido como adjacentes aos promotores responsaveis por isoformas de distrofina curtas e
localizados nos introns 29 (isoforma retiniana ou Dp260, R), 44 (isoforma especifica cerebral
ou Dp140, B3), 55 (isoforma da célula de Schwann ou Dp116, /S) e 62 (isoforma geral ou
Dp71, G). Vérios exons utilizados alternativamente, também tém sido descritos. A arquitetura
do gene da distrofina, reportando a composicao dos exons, isoformas, dominios relevantes e
organizacao estrutural esta exposta na figura 3 (FERLINI; NERI; GUALANDI, 2013).

Figura 3. Estrutura do gene da distrofina e dominios de proteinas. Representacdo esquematica de 79
exons do gene da distrofina com as isoformas e dominios da proteina. Linhas em vermelho representam os
promotores 5 “de comprimentos total e seu primeiro exon (isoformas Dp427B-M-P). Linhas em azul
representam os promotores 3" e seus primeiros exons das isoformas: Dp260 (retina), Dp140 (cérebro 3),
Dp116 (células de Schwann), Dp71 (geral). Em verde estdo representados exons alternativamente unidos
ou saltados. Diferentes cores azul/violeta das caixas explicam os dominios proteicos correspondendo a
diferentes regides exonicas

ROD LIKE DOMAIN
EXONS 9-63

ACTIN zi::lu's«::WNN SPECTRIN LIKE REPEATS
EXONS 64-69

1 2a/ba 9 1 29 68 70 7879

9 aa 55 62
‘ ‘ ” L, tfu FIVNY MCA FYRIY ;C Auf; ‘ ﬂ 1\ “
Dp260 Dpl40 Dpl16 Dp71
Dpa278 C TERMINAL DOMAIN
Dpl27M

Dpa27p

Fonte: Ferlini (2013).

1.3 QUADRO CLINICO
Na DMD, a auséncia da proteina distrofina leva a necrose muscular progressiva, que
causa perda da marcha independente na adolescéncia precoce, cardiomiopatia, insuficiéncia

respiratoria e morte prematura nos individuos afetados. Observa-se também nesta doenca
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disfuncdo cognitiva, além de maior frequéncia de comorbidades psiquiatricas, como transtorno
do déficit de atencéo e hiperatividade, transtorno obsessivo compulsivo, além de transtorno do
espectro autista (ANDERSON et al., 2002).

1.3.1 COMPROMETIMENTO MOTOR

A DMD se apresenta geralmente na infancia precoce, alguns pacientes podem
apresentar atraso do desenvolvimento motor, incluindo atraso para sentar e marcha
independente (DARRAS et al., 2015). A maioria dos meninos com DMD apresentam inicio dos
sintomas entre 3 a 5 anos. A fragueza é tipicamente de membros inferiores proximal e de tronco,
seguida por envolvimento de membros superiores e musculos distais. Fraqueza de musculos
flexores do pescoco sdo frequentemente presentes no inicio do quadro clinico e muitos meninos
com DMD nunca conseguem pular. A maioria dos pacientes, entre 3 a 6 anos de idade, tem
alguma evidéncia de melhora transitéria da forga e das habilidades motoras (embora menos que
as criancas sem a doenca), conhecida como “fase de lua de mel” (DARRAS et al., 2015). Apos
este estagio, ocorre deterioracdo progressiva na forca. A maioria dos pacientes nao tratados
tornam-se cadeirantes entre 11 e 12 anos de idade (YIU; KORNBERG,2015).

Caracteristicas do exame fisico incluem marcha anserina e digitigrada,
pseudohipertrofia de panturrilhas, pés chatos e sinal de Gowers positivo, sendo este Ultimo um
sinal de fragueza proximal ndo especifico e ndo patognomdnico de DMD (YIU, 2015). Os
meninos empregam a manobra de Gowers para levantarem da posi¢ao supina, utilizando seus
bracos para compensar a fraqueza de musculos da cintura pélvica (GRIGGS; MENDELL,;
MILLER, 1995). Apos a perda da marcha, alterac@es cardiacas, respiratérias e ortopédicas se

tornam mais proeminentes.

1.3.2 COMPROMETIMENTO CARDIACO

Alteracdes cardioldgicas sdo a causa de morte em 20% dos individuos com DMD
(HERMANS et al., 2010). O envolvimento cardiaco é geralmente assintomatico nas fases
iniciais da distrofinopatia. Taquicardia sinusal e varias outras anormalidades no
eletrocardiograma podem ser encontradas. Nas fases iniciais, 0 ecocardiograma € tipicamente
normal ou mostra apenas anormalidades regionais. Novas técnicas ecocardiogréaficas com
medidas de tensdo miocéardica sdo Uteis para o diagndstico precoce de acometimento cardiaco

em pacientes com DMD (CIRINO et al., 2019). Com a evolucéo, cardiomiopatia dilatada pode
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ocorrer e geralmente se apresenta com insuficiéncia cardiaca congestiva, secundaria a um

aumento do tamanho de ventriculo e comprometimento da funcéo ventricular.

1.3.3 COMPROMETIMENTO INTELECTUAL

Além do atraso motor, observa-se atraso da linguagem nesses pacientes. A deficiéncia
intelectual € um aspecto bastante frequente entre meninos com DMD, afetando cerca de 30%
deles (NARDES; ARAUJO; RIBEIRO, 2012). A gravidade da deficiéncia intelectual n&o
parece se correlacionar com a intensidade da fraqueza muscular.

Testes psicométricos podem auxiliam na avaliagdo da inteligéncia destes pacientes com
DMD. O Quociente de Inteligéncia (QI) € medido por testes de inteligéncia e adequado a cultura
onde utilizado (TISSER, 2018). Alguns instrumentos podem ser utilizados para a medida do
QI, dentre eles a Escala de Inteligéncia Wechsler para criangas (WISC 111 ou WISC 1V), a
Escala de Inteligéncia Wechsler para Adultos (WAIS) e a Escala de Inteligéncia Wechsler
Abreviada (WASI). Esta Gltima escala € um instrumento mais breve de avaliacdo da
inteligéncia, aplicavel a criancas de 6 a idosos de 89 anos de idade. Fornece informacdes sobre
o0s Qls total, de execucéo e verbal, a partir de quatro subtestes (vocabulario, cubos, semelhancas
e raciocinio matricial) em um curto espaco de tempo. Esta escala ainda fornece a possibilidade
de avaliacdo do QI Total com apenas dois subtestes (vocabulario e raciocinio matricial). A
WASI tem sido o instrumento optado em alguns servicos para avaliacdo dos pacientes com
doencgas neuromusculares, visto que séo pacientes com limitac6es de forca e de mobilidade e,
portanto, ha uma maior dificuldade para transporte deste paciente aos centros especializados.
Como a WASI pode ser realizada em uma Unica visita, abrevia a avaliacdo destes pacientes. A
média do QI dos pacientes com DMD ¢€ de 85, ou seja, abaixo do QI considerado normal na
populacéo geral, que oscila entre 90 e 120. Geralmente o QI verbal é mais intensamente afetado
que o QI de execucdo (NARDES; ARAUJO; RIBEIRO, 2012).

1.4 DIAGNOSTICO

O diagnostico de DMD e DMB séo baseados nas caracteristicas clinicas e confirmado
por investigacdo adicional, incluindo bidpsia muscular e/ou analise molecular do gene da
distrofina. Exames laboratoriais podem mostrar aumento de dosagem de enzimas musculares
como a creatinofosfoquinase (CPK), além de achados incidentais de aumento de transaminases
(Y1U,2015). A eletromiografia mostra padrdo miopatico, no entanto, ndo ha necessidade de

utilizar este exame neurofisiolégico para os casos tipicos. A Ressonancia de musculo vem
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apresentando papel crescente nas doencas musculares e, de acordo com os mausculos
comprometidos, pode sugerir o diagndstico de DMD: atrofia moderada a severa dos musculos
gliteo maximo, médio, semimembranoso e vasto, associado a envolvimento ausente ou leve
dos musculos psoas, iliaco, sartorio, gracil e adutor longo (DIAZ-MANERA,2015).

1.4.1 BIOPSIA MUSCULAR

A bidpsia muscular dos pacientes com DMD mostra caracteristicas distroficas. Ha fibras
musculares em necrose e em regeneracdo esparsas, variabilidade do tamanho das fibras
musculares, aumento do tecido conjuntivo endomisial e perimisial, fibras hipertroficas esparsas,
além de fibras pequenas, arredondadas, em regeneracdo. Divisdo de fibras e nlcleo central
também podem ser vistos, mas ocorrem menos frequentemente que em outras distrofias
musculares. O processo de degeneracao e regeneracdo continua até a capacidade regenerativa
limite das células satélites ser excedida, no momento em que o tecido muscular necrotico é
substituido por gordura e tecido conjuntivo (AMATO, 2008).

Figura 4. Bidpsia muscular corada por Hematoxilina-Eosina evidenciando padrao distréfico em paciente
com DMD

Fonte: Anatomia Patol6gica Unicamp. Disponivel em: http://anatpat.unicamp.br/musduchenne.html

A Imunohistoquimica demonstra distrofina ausente ou reduzida no sarcolema.

Aproximadamente 60% dos pacientes com DMD tem alguma marcacdo fraca da membrana
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muscular, usando anticorpos contra os dominios amino terminal ou rod da distrofina. Contudo,
menos de 1% das fibras musculares tem marcacao sarcolemal, com anticorpos contra 0 dominio
carboxi-terminal da distrofina. As poucas fibras musculares positivas para distrofina séo

conhecidas como revertentes.

Figura 5. Imunohistoquimica para distrofina em bidpsia muscular. Auséncia de marcacdo para distrofina
em paciente com DMD e marcacao reduzida em paciente com DMB e mulher portadora

Fonte: Fotos do curso Summer School of Myology 2013, cortesia de Romeiro, ndo publicado.

Immunoblot ou Western blot de tecido muscular avalia tanto a quantidade, quanto o
tamanho da distrofina presente. Com o uso de anticorpos anti-carboxi-terminal, o Western blot
revela 0 a 3% da quantidade normal de distrofina presente no tecido muscular e o tamanho da
distrofina remanescente € geralmente diminuida. Com anticorpos anti-amino-terminal ou
dominio rod, aproximadamente 50% dos pacientes com DMD tem alguma distrofina truncada
detectavel (AMATO, 2008). No entanto, devido ao fato de a bidpsia muscular ser um
procedimento invasivo, atualmente 0s exames genéticos sdo mais utilizados a fim de

diagnostico.

1.4.2 EXAMES MOLECULARES

Os exames moleculares mais utilizados de rotina sdo Multiplex ligation-dependent
probe amplification (MLPA) e Sequenciamento do gene da distrofina através das técnicas
Sanger ou Next Generation Sequencing. Ha uma década, o exame Polymerase Chain Reaction
(PCR) ainda era muito utilizado como rotina, no entanto, por detectar apenas as grandes

delecdes e avaliar alguns dos exons mais acometidos, hoje tem sido substituido pelo MLPA,
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que tem maior sensibilidade, detecta grandes delec¢des e duplicagdes e consegue avaliar todos
os éxons (EBRAHIMZADEH-VESAL et al., 2017). O sequenciamento do gene da distrofina

consegue identificar as pequenas mutacgdes, que ndo sdo encontradas nas técnicas de PCR e
MLPA.

Figura 6. Imagem de 2 ensaios de PCR multiplex para deteccédo de dele¢do no gene da distrofina. No
paciente 1, uma delec&o de quase todos os exons do gene, com excec¢do do exon 1; no paciente 2, uma
delecdo dos exons 9 a 19; no paciente 3, uma dele¢do dos exons 44 a 50; no paciente 4, uma dele¢do dos
exons 45 a 52

M P P2 P3 P4 C1 Q BN P1 P2 P3 P4 C1 C B

Fonte: Kneppers (1992).

Figura 7. Analise MLPA para o gene da distrofina: (a), normal; (b), dele¢do em heterozigose em exons 8-
10 em mulher portadora; (c), delecdo em hemizigose em exon 21; (d), duplicacdo em hemizigose em exons
11-13
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Fonte: Verma (2012).

Figure 8. Sequenciamento Sanger do gene da distrofina mostrando mutagdo nonsense. A, 0 paciente
apresenta substituigdo do nucleotideo G>T em hemizigose; B, mée do paciente com substituicdo em
heterozigose na mesma posicao

Fonte: Ebrahimzadeh-Vesal (2017).

Na DMD, mutagdes impedem a funcéo da distrofina, tanto interrompendo o quadro de
leitura, como gerando um co6don de parada prematuro. Em contraste, individuos com DMB
apresentam mutagc6es que mantem o quadro de leitura, permitindo a producdo de distrofina
parcialmente funcionante. Consequentemente, individuos com DMB apresentam um inicio dos
sintomas mais tardio e uma progressdo da doenca mais lenta, embora haja variagdes fenotipicas.

O gene da distrofina é o maior gene humano conhecido, contendo 79 éxons abrangendo
2.2 Mb (MUNTONI; TORELLI; FERLINI, 2003). A taxa de mutacdo é relativamente alta: em
1/3 dos casos, DMD é causada por uma mutagdo de novo. Esta alta taxa de mutacdo também
estd por tras da grande variedade de mutagdes, que tém sido identificadas em pacientes com
DMD (AARTSMA-RUS, 2014) (BLADEN et al., 2015). Embora a maioria dos pacientes tenha
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delecdo (~68%) ou duplicacdo (~11%) de um ou mais éxons, pequenas mutacdes s&o
encontradas tambem (~20% dos pacientes). Essas delecGes e duplicacbes podem acontecer em
qualquer lugar do gene, mas estdo concentradas entre 0s éxons 45-55 e éxons 2-10 para delecdes
e duplicacdes respectivamente (ANKALA et al., 2012).

O diagnostico molecular é importante para o aconselhamento genético e, com as novas
terapias direcionadas a mutacdes especificas do gene da distrofina, para avaliar quando os

pacientes sdo elegiveis para estes tratamentos.

1.5 TRATAMENTO

Até os dias atuais, ndo hd cura para a DMD, no entanto existem tratamentos
modificadores de doenca. O corticoide ja vem sendo utilizado de longa data e mostrou aumento
do tempo de marcha dos pacientes, além de diminuicdo da escoliose e melhora nos parametros
cardiacos, ventilatorios e diminuicdo da mortalidade (GOEMANS, 2018).

Novas diretrizes de tratamento tém sido padronizadas nos Gltimos anos. Existe um
numero crescente de opgOes terapéuticas. Tratamento de causas fisiopatologicas subjacentes,
tais como substituicdo pelo gene da microdistrofina, exon skipping, terapias com agdo em
coédigos de parada prematuros e moduladores da utrofina mostraram sucesso variavel em
estudos animais e humanos. Terapias sintomaticas direcionadas a isquemia muscular, aumento
da regeneracdo muscular, prevencao de fibrose muscular, inibicdo da miostatina e reducédo da
inflamacdo também estdo em investigacdo (CRONE; MAH, 2018), (SHIEH, 2018).

Medicamentos para tratamento da cardiomiopatia associada, tais como inibidor da
enzima conversora de angiotensina ou beta-bloqueadores, dentre outros, devem ser utilizados
de forma precoce. Outros cuidados como o uso de ventilagdo ndo-invasiva aumentou a
sobrevida e melhorou a qualidade de vida destes meninos. A cirurgia de coluna é indicada para
alguns casos a fim de corrigir a escoliose. E a reabilitacdo é parte essencial do plano terapéutico
destes pacientes (ARAUJO et al., 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

N&o se sabe o motivo pelo qual apenas alguns pacientes com DMD apresentam
deficiéncia intelectual e o porqué alguns pacientes tém comprometimento cardiaco mais severo,
que ja se apresentam em fases iniciais da doenca, além de inicio dos sintomas e perda da marcha
precoces, enquanto outros pacientes com a mesma doenga ndo tém essa forma de apresentacédo
clinica. A resposta ao questionamento de uma possivel correlagdo entre o local de mutacdo no
gene da distrofina e idade de perda da marcha, comprometimento cardiaco e intelectual seria
de grande valia para melhor compreenséo do papel do gene da distrofina em relacdo & DMD e,
na pratica clinica, no acompanhamento mais rigoroso de pacientes com mutacdes em
determinados locais do gene da distrofina. E possivel que haja uma relagio do local de mutacéo

no gene da distrofina nos pacientes com DMD com as variaveis fenotipicas acima descritas.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL
Correlacionar o gendtipo ao fendtipo dos pacientes com DMD atendidos na Associagdo
de Assisténcia a Crianga Deficiente de Pernambuco (AACD-PE).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Identificar os pacientes com DMD atendidos da AACD-PE;
Mapear a procedéncia destes pacientes com DMD;
Relatar se hé histdria familiar para DMD
Descrever a idade de perda de marcha dos pacientes com DMD;
Caracterizar o comprometimento cardiaco — miocardiopatia ou distdrbio de
conducao/arritmia — nos pacientes com DMD;
Caracterizar o comprometimento intelectual, através de teste psicométrico com uso da
WASI nos pacientes com DMD;
Descrever as mutacdes genéticas encontradas nos pacientes com DMD: grandes
mutacOes (delecbes ou duplicacGes) e pequenas mutagfes (mutagdes nonsense,
missense, pequenas dele¢des, pequenas inserges/duplicacdes (frameshift) ou mutagdes
em sitios de splice);
Mapear os locais das mutagdes no gene da distrofina;
Correlacionar o local de mutacdo do gene da distrofina a idade de perda da marcha, a

avaliacdo de inteligéncia e ao comprometimento cardiaco.
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Apos ser realizada uma revisao sobre a caracterizacdo clinica e genotipica dos pacientes
com DMD, foi desenvolvido um estudo observacional, descritivo, do tipo corte transversal com
pacientes com diagnéstico de DMD acompanhados no Ambulatério de Doencas
Neuromusculares da AACD-PE. Foi realizada uma busca entre os prontuarios de 1854
pacientes atendidos no Ambulatério de Doencas Neuromusculares da AACD-PE, a fim de
identificar os pacientes com DMD. Foram excluidos os casos em que 0s pacientes ndo fizeram
teste genético para confirmacdo da doenca e os casos em que houve 6bito. Foram detectados
120 pacientes em acompanhamento com diagnostico de DMD e exame molecular confirmando
a doenga.

A coleta de dados dos prontuérios dos pacientes com DMD foi realizada através do
instrumento para coleta de dados (Apéndice 1) com registro das seguintes informacdes: cidade
de procedéncia do paciente, histéria familiar, idade atual, idade de inicio dos sintomas, perda
ou ndo da marcha, idade de perda da marcha (nos casos em que houve perda de deambulacéo),
atraso na marcha, avaliacdo cardioldgica, avaliacdo de inteligéncia e resultados dos exames
genéticos.

Foi realizado um mapeamento da procedéncia dos pacientes, por meio do software
PaideiaTec©. O comprometimento cardiaco foi classificado como miocardiopatia e/ou
distarbio de conducdo/arritmia, de acordo com a avaliagdo de cardiologista especialista em
doencas neuromusculares. O comprometimento intelectual foi definido através da avaliacdo
psicométrica realizada por neuropsicologo com o uso da WASI. Os dados clinicos acima
descritos foram entédo correlacionados ao local da mutagdo no gene da distrofina. A anélise dos
dados clinicos foi realizada em relacdo as seguintes localizacdes das mutacdes no gene da
distrofina: antes e depois do éxon 30, antes e depois do éxon 45 e antes e depois do éxon 55,
que representam o0s locais responsaveis pelas respectivas isoformas da distrofina: Dp260,
Dp140 e Dpl16.

4.2 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi desenvolvido no Servico de Arquivo Médico e Estatistica (SAME) da
AACD, em Recife, Pernambuco, através da coleta de dados dos prontuarios dos pacientes com
DMD.
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4.3 POPULACAO E AMOSTRA

A amostra é composta por todos os pacientes com diagndstico de DMD confirmados
através de exames moleculares, atendidos no Ambulatério de Doencas Neuromusculares da
AACD-PE.

4.4 VARIAVEIS DO ESTUDO
Variaveis demograficas: Idade, procedéncia dos pacientes com DMD, historia familiar;
Variaveis Clinicas: idade de inicio dos sintomas, idade de perda da marcha (caso o
paciente tenha parado de deambular), presenca de alteracdes cardioldgicas: disturbio de
conducao/arritmia e/ou miocardiopatia, QI total, QI verbal, QI de execucao, tipos e locais das

mutacdes - Exon(s) ou Intron — do gene da distrofina.

4.5 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE
Critérios de incluséo:
Apresentar diagnostico de DMD confirmado através de teste genético
Critérios de exclusdo:
Pacientes com perda de acompanhamento, sem avaliacdo dos parametros clinicos
Necessarios para a pesquisa;

Pacientes que foram a obito.

4.6 INSTRUMENTOS PARA COLETAS DE DADOS
Foi construido um instrumento para coleta de dados, especifico para atender aos

objetivos dessa pesquisa (vide apéndice), o qual foi preenchido pela pesquisadora.

4.7 ANALISE DOS DADOS

Os dados categéricos foram resumidos através de frequéncia absoluta e relativa
percentual. Os dados numéricos foram resumidos através da média ou da mediana (como
medida de locagéo) e do desvio padrdo ou intervalo interquartil (como medida de dispersao). A
média e o desvio padrdo foram utilizados para resumir a idade, haja visto que essa variavel
apresentou uma distribuicdo compativel com uma distribuicdo normal. As demais variéveis
numeéricas, por apresentarem distribuigdes com marcada assimetria, foram resumidas através

de mediana e intervalo interquartil. Em todos os testes de hipoteses, foram comparados sempre
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dois grupos de pacientes. As médias da idade foram comparadas com o teste t de Student para
amostras independentes e, para as outras variaveis, as medianas foram comparadas com o teste
exato de Fisher. Em todos os testes, foi adotado o nivel de significancia de 5%. A analise

estatistica foi realizada com o software Stata 12.1SE (StataCorp, College Station, Texas, USA).

4.8 CONSIDERAGOES ETICAS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal de Pernambuco (CAAE: 85891318.4.0000.5208). N&o houve
necessidade do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), uma vez que a pesquisa
foi realizada apenas com revisdo de prontuarios de pacientes que ja foram diagnosticados com
DMD. Serdo garantidos o sigilo e a confidencialidade das informac6es. Os dados serdo
utilizados apenas para este projeto de pesquisa. Esta pesquisa ofereceu riscos minimos aos
pacientes, COmo risco no acesso ao prontudrio e garantia da confidencialidade das informacdes.
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Em relacdo a procedéncia destes pacientes,
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7 ndo possuiam este dado em prontuario,

107 sdo procedentes de Pernambuco, 4 da Paraiba, 1 de Séo Paulo e 1 de Rond6nia (Figura 9).

Dentre os pacientes procedentes de Pernambuco, a maioria reside na zona da mata, seguido pelo

agreste (Figura 10).

Figura 9. Mapa de distribuicdo da procedéncia dos pacientes com DMD
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Figura 10. Mapa de distribuicéo da procedéncia dos pacientes com DMD com énfase em Pernambuco
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Todos os pacientes eram do sexo masculino. A idade variou de 4 a 29 anos, com média
de 15,2 anos (desvio padréo = 5,9 anos). 42% dos pacientes tinham histéria familiar de DMD.
A frequéncia de atraso da marcha foi de 23,5%. O inicio dos sintomas variou entre 0 a 7 anos
de idade e a mediana foi de 2 anos. 75% dos pacientes iniciaram os sintomas antes dos 4 anos
de idade. No que se refere & deambulagéo, 1 paciente nunca adquiriu marcha, 70% dos pacientes
ndo deambulam atualmente, com mediana de idade de perda de marcha de 10 anos, minimo de
3 e maximo de 16 anos (Tabela 1).

Os dados da avaliagéo de inteligéncia foram coletados a partir dos resultados da Escala
WASI em 43 prontudrios. Entre os 43 pacientes avaliados, a idade variou de 5 a 23 anos, com
média de 12,8 anos (desvio padrdo = 4,4 anos). 6 pacientes, devido a limitacdes motoras
incapacitantes, realizaram apenas 2 dos 4 subtestes da escala WASI, sendo possivel determinar
0 QI total, mas ndo o QI verbal e de execucéo destes. O QI total dessa populagéo variou de 40
a 122 pontos, com mediana igual a 65 pontos. Tanto a mediana do QI verbal, como a do QI de
execucdo foram de 68 pontos (Tabela 1). Segundo a classificacdo do QI dos pacientes, 62,9%
foram considerados extremamente baixos, 13,9% limitrofes, enquanto que 7% foi classificado

como médio, 13,9% médio inferior e apenas um dos pesquisados com QI superior (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo da condicdo de atraso de marcha, deambulacao, histéria familiar e analise. Medidas
de locagdo e disperséo da idade, da idade no inicio dos sintomas, da idade da perda da marcha, do QIT, do
QIV edoQIE

Varidveis categéricas N (%)
Atraso da marcha (N = 119)

Sim 28 (23.5)

NZo 91 (76.5)
Deambula (N = 117)

Sim 35 (29.9)

N4o 82 (70.1)
Historia familiar (N = 116)

Sim 49 (42.2)

N&o 67 (57.8)
Classificacdo do QI (N = 43)
Superior 1(2.3)
Médio 3(7.0
Médio Inferior 6 (13.9)
Limitrofe 6 (13.9)
Extremamente baixo 27 (62.9)
Variaveis numéricas
Idade, anos (N = 120) 15.2+5.9 (4 - 29)"
Idade no inicio dos sintomas, anos (N=119) 2 (1.5-4)f
Idade da perda da marcha, anos (N = 82%) 10 (9 - 12)f
QIT (N = 43) 65 (56 — 76)"
QIV (N =37) 68 (61— 78)F
QIE (N = 37) 68 (57 — 81)"

*Meédia = DP (Minimo — Maximo);" Mediana (P25 — P7s).} Nilimero de pacientes para os quais havia registro da

idade de perda da marcha.
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Em relacdo ao comprometimento cardiaco, 61 pacientes tinham registro em prontuario
de avaliacao cardioldgica no ultimo ano, dos quais a idade variou entre 4 e 29 anos, com média
de 14,5 anos (desvio padrdo = 5,7 anos). A frequéncia de disturbio de conducédo e/ou arritmia
foi de 54% dos pesquisados e 46% apresentavam sinais no ecocardiograma de miocardiopatia
(Tabela 2). Dos 61 pacientes avaliados, 16 apresentavam tanto distarbio de conducédo e/ou

arritmia, como miocardiopatia.

Tabela 2. Distribuicdo de distarbio de conducdo e/ou arritmia e de miocardiopatia

Variavel N (%)
Distarbio de conducao e/ou arritmia (N = 61)
Sim 33 (54.1)
Néo 28 (45.9)
Miocardiopatia (N = 61)
Sim 28 (45.9)
Né&o 33 (54.1)

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre as médias de idade dos pacientes
com ou sem distdrbio de condugdo e/ou arritmia. Por outro lado, a média da idade foi
significativamente maior nos pacientes com miocardiopatia em relacdo aos pacientes sem

miocardiopatia (Tabela 3).

Tabela 3. Comparacéo de médias de idade entre os pacientes com e sem distlrbio de condugdo/arritmia e
entre os pacientes com e sem miocardiopatia
Disturbio de conducao/arritmia Miocardiopatia

Sim N&o P Sim N&o P*
Idade, média+ dp (N) 15+54(33) 14+6.1(28) 0502 | 17.0+4.6(28) 11.7+50(33) <0.001

“Teste t de Student para amostras independentes.

No que diz respeito as técnicas de exames genéticos, o MLPA foi o mais realizado,
seguido do sequenciamento do gene da distrofina. 30% dos pacientes fizeram o0 exame do
sequenciamento do gene da distrofina, a fim de detectar pequenas mutacdes, apds ter realizado
0 MLPA, que ndo encontrou grandes dele¢cdes ou duplicagdes. De acordo com os resultados
mostrados na Tabela 4, percebe-se que grandes dele¢des foi o tipo de mutacdo com a mais alta
frequéncia percentual (60.8%) encontrada entre os 120 pacientes do estudo. A mais baixa
(1.7%) foram as mutagdes do tipo pequenas inser¢des/duplicagdes. Por outro lado, as mutagdes
do tipo grandes duplicagdes, nonsense, pequenas delecfes e mutagdes em sitios de splice

ocorreram com frequéncias aproximadamente iguais a 10%.
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Tabela 4. Frequéncias das mutacfes no gene da distrofina e técnicas de exames moleculares

Variavel N (%0)
Mutac6es (N = 120)
Grandes deleces 73 (60.8)
Grandes duplicacdes 11 (9.2)
Nonsense 13 (10.8)
Pequenas deleg¢des (frameshift) 11 (9.2)
Pequenas inser¢des/duplicacbes (frameshift) 2(1.7)
Mutagdes em sitios de splice 10 (8.3)
Técnicas de exames moleculares (N = 120)
PCR 1(0.8)
MLPA 119 (99,2)
Sequenciamento 36 (30.0)

Em relagdo a localizacdo das mutacfes no gene da distrofina, ndo foram encontrados
estes dados no prontuario de 6 pacientes. Os dados dos 114 prontuarios analisados mostraram
diferentes caracteristicas na distribuicdo, a depender do tipo de mutagfes. No que se refere as
grandes delecdes, ha 2 areas de hotspots, uma menor entre os exons 4 e 17 e outra maior entre
44 e 54 (Figura 11). Ja para as grandes duplicagdes, ha pequenas &reas de hotspots entre 0s
exons 16 a 20 e 27 a 44 e ndo ha nenhuma grande duplicagcdo na porcao terminal do gene da
distrofina (Figura 12). No que diz respeito as pequenas mutac6es, ha uma distribuicao uniforme
no gene da distrofina (Grafico 13). As mutacgdes intrénicas representaram apenas 5% das

mutagdes no gene da distrofina e também apresentaram distribuicdo homogénea.

Figura 11. Histograma mostrando distribuicdo de grandes delecdes nos éxons do gene da distrofina
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Fonte: Prépria (2019).
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Figura 12. Histograma mostrando distribuicdo de grandes duplica¢es nos éxons do gene da distrofina
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Fonte: Propria (2019).

Figura 13. Histograma mostrando distribuicéo de pequenas mutagdes nos éxons do gene da distrofina
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5.1 CORRELACAO GENOTIPO-FENOTIPO
A andlise dos dados clinicos foi relacionada as seguintes localiza¢des das mutagfes no
gene da distrofina: antes e depois do éxon 30, antes e depois do éxon 45 e antes e depois do

éxon 55, que representam os locais responsaveis pelas respectivas isoformas da distrofina:
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Dp260, Dp140 e Dp116. A Tabela 5 mostra as comparacdes das médias de idade e das medianas
de QIT, QIV, QIE e idade de perda da marcha, de acordo com dois grupos de localizacdo das
mutacOes no gene da distrofina: exon 1 a 30 e 31 a 79. As mesmas variaveis clinicas sdo
analisadas na Tabela 6 em relagcdo aos grupos: exon 1 a 45 e 46 a 79 e na tabela 7 em relagédo
aos grupos: exon 1 a 55 e exon 56 a 79.

N&o houve significancia estatistica para as analises descritas acima, exceto em relacao
ao QI verbal. A mediana do QI verbal foi de 73 para o grupo com mutag6es antes do exon 55 e
63 para o grupo com mutacdes apds o exon 55, enquanto ndo houve diferenca estatisticamente
significante em relacéo ao QI total e ao QI de execucédo entre os grupos (Tabela 7). A Figura

14 mostra esta relacdo entre o QIV e o ponto de mutacdo no exon 55 do gene da distrofina.

Tabela 5. Comparacéo das médias de idade e das medianas de QIT, QIV, QIE e idade de perda de marcha,
de acordo com dois grupos de localizacdo das mutacdes no gene da distrofina: exon1-30e 31-79

Variaveis Exon: 1-30 Exon: 31-79 P
Idade (N =31) (N=83)

média + DP 155+5.7 15.1+6.2 0.743"
QIT (N=12) (N =28)

Mediana (P25 — P7s) 64.0 (60.5 - 80.0) 65.0 (51.0 - 75.0) 1.000%
Qlv (N=9) (N =25)

Mediana (P25 — P7s) 78.0 (66.0 - 94.0) 67.0 (60.0 - 76.0) 0.703f
QIE (N=9) (N =25)

Mediana (P25 — P7s) 70.0 (62.0 - 81.0) 66.0 (56.0 - 79.0) 1.000f
Idade da perda da marcha (N =18) (N =59)

Mediana (P25 - P75) 10.0(9-12) 9(9-11) 0.402F

*Teste t de Student; "Teste exato de Fisher.

Tabela 6. Comparacdo das médias de idade e das medianas de QIT, QIV, QIE e idade de perda de marcha,
de acordo com dois grupos de localiza¢do das mutagdes no gene da distrofina: exon 1 —45e 46 — 79

Variaveis Exon: 1-45 Exon: 46 - 79 P
Idade (N =49) (N =65)

Média + dp 15.1+5.7 153+6.4 0.869"
QIT (N =18) (N=22)

Mediana (P2s - Pzs) 64.0 (60.0 - 71.0) 65.0 (48.0 - 82.0) 0.755%
Qlv (N =15) (N=19)

Mediana (Pzs - Prs) 73.0 (62.0 - 78.0) 67.0 (58.0 - 87.0) 0.730%
QIE (N =15) (N=19)

Mediana (Pzs - P7s) 66.0 (59.0 - 81.0) 68.0 (56.0 - 86.0) 1.000"
Idade da perda da marcha (N =29) (N =48)

Mediana (P2s - P7s) 12.0 (9.5 - 20.0) 10.0 (9.0 - 13.0) 0.806"

*Teste t de Student; TTeste exato de Fisher.
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Tabela 7. Comparacéo das médias de idade e das medianas de QIT, QIV, QIE e idade de perda de marcha,
de acordo com dois grupos de localizacdo das mutacdes no gene da distrofina: exon 1 -55e 56 — 79

Variaveis Exon: 155 Exon: 56 - 79 P
Idade (N =97) (N =17)

Média + dp 151+6.1 15.6 £ 6.0 0.782f
QIT (N =33) (N=7)

Mediana (Pzs - P7s) 65.0 (58.0 - 82.0) 59.0 (42.0 - 73.0) 0.6777
QIV (N = 29) (N=5)

Mediana (Pzs - Ps) 73.0 (61.0 - 87.0) 63.0 (62.0 - 66.0) 0.046"
QIE (N = 29) (N =5)

Mediana (Pys - P7s) 66.0 (57.0 - 79.0) 74.0 (62.0 - 86.0) 1.0007
Idade da perda da marcha (N =64) (N=13)

Mediana (Pzs - P7s) 9.2 (8-11) 10 (10 - 11) 0.36"1

"Teste t de Student; TTeste exato de Fisher.

Figura 14. Relacdo entre o QIV e o ponto de mutacao no exon 55 do gene da distrofina. A linha tracejada
vertical divide o gene da distrofina em 2 grupos de localizagdo das mutacfes: antes e apds 0 éxon 55. As
linhas tracejadas horizontais vermelha e azul representam as medianas do QIV dos 2 grupos
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A Tabela 8 demonstra a avaliagdo da associagdo entre pacientes com e sem cardiopatia
em relacdo a localizagdo das muta¢des no gene da distrofina antes e depois dos exons 30, 45 e

55. N&o houve significancia estatistica entre os grupos analisados.
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Tabela 8. Avaliacdo da associacdo entre cardiopatia e a localizacdo da mutacdo no gene da distrofina,

classificada em dois grupos, com pontos de corte em 30, 45 e 55, para cada classificacédo

Cardiopatia
Sim Né&o
N (%) N (%) P
Exonl_30 (N =54) 0,419
1-30 7(87,5) 1(12,5)
31-79 32 (69,6) 14 (30,4)
Exonl_45 (N = 54) 1,000
1-45 13 (72,2) 5(27,8)
46 -79 26 (72,2) 10 (27,8)
Exonl_55 (N = 54) 0,171
1-55 32 (68,1) 15 (31,9)
56 — 79 7 (100,0) 0(0,0)

* Teste exato de Fisher.
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6 DISCUSSAO

A procedéncia dos pacientes estudados foi em sua maioria do estado de Pernambuco,
com maior distribuicdo, neste estado, na regido da zona da mata, seguida pelo agreste. A maior
concentracdo de pacientes nessas areas pode ser devido a maior proximidade ao centro de
reabilitacdo especializado no tratamento de doencas neuromusculares, em que foi realizada esta
pesquisa. No entanto, visto que a DMD ¢é uma doenca hereditaria, € possivel que haja uma maior
concentracdo dos casos em algumas regides. Neste estudo, foi observado que 42% dos pacientes
apresentam outro caso da doenca na familia, o que é um pouco maior do que o encontrado na
literatura cientifica, em que aproximadamente 33% dos pacientes apresentam historia familiar
positiva (AARTSMA-RUS, 2014). Este maior percentual de casos de pacientes com historia
familiar positiva identificados neste trabalho pode indicar uma maior concentragdo de familias
acometidas nas regides da zona da mata e agreste de Pernambuco ou mesmo uma falta de

conhecimento do diagndstico e falta de aconselhamento genético.

6.1 FENOTIPO

A populacéo de pacientes com DMD analisada tem uma idade avancada, com média de
15 anos, visto que é uma doenca que tem inicio da infancia precoce e o 6bito do paciente ocorre
frequentemente na segunda década de vida. O atraso de marcha foi identificado em
aproximadamente 1/5 dos pacientes, assim como relatado na literatura cientifica
(BRANDSEMA; DARRAS, 2015). Um paciente nunca adquiriu marcha, porém este
apresentava uma delecdo de todo o gene da distrofina. Através da realizacdo no exame SNP-
array (Single Nucleotide Polymorphism Array) foi identificada uma grande delecdo
cromossémica, que incluia o gene da distrofina, e se estendia para outros genes contiguos,
associada a uma extensa duplicacdo cromossémica, que podem justificar o quadro nao usual
deste paciente.

A idade de perda de marcha foi menor do que é descrito na literatura, 10 versus 12 anos
(BRANDSEMA,; DARRAS, 2015). Essa diferenca poderia ser explicada por uma possivel
menor adesdo ao uso de corticoide e a reabilitagdo, no entanto, estas variaveis ndo foram
analisadas neste estudo. Sabe-se que 0 uso de corticoide, além da reabilitagdo precoce, podem
prolongar a marcha dos meninos com DMD (GOEMANS, 2018). Alguns pacientes deste estudo
foram admitidos no centro de reabilitacdo, ja em idade avangada, com multiplas deformidades

articulares, que favorecem a perda precoce da marcha. A maior parte dos pacientes deste estudo
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ndo deambula, mostrando que a maioria destes individuos j& se encontram em fase avangada da
doenca.

A andlise do QI, através do teste psicometrico WASI, demonstrou medianas de QIT,
QIV e QIE abaixo da média. O QIT dos pacientes analisados foi 65, abaixo do registrado na
literatura para pacientes com DMD, que é 85. Aproximadamente 63% dos pacientes tinham
QIT extremamente baixo. Este numero difere do encontrado na literatura, na qual 30% dos
pacientes apresentam deficiéncia intelectual (NARDES; ARAUJO; RIBEIRO, 2012). Apesar
de todos os pacientes acompanhados na AACD-PE com diagnostico de DMD terem sido
encaminhados para avaliacdo neuropsicoldgica de rotina, pode ter havido um viés de selegédo
dos pacientes que compareceram para a realizacdo da mesma. Visto que sdo individuos com
deficiéncia de mobilidade e que muitos pacientes ndo compareceram para realizar a avaliacdo
neuropsicoldgica, pode ter ocorrido uma selecdo dos pacientes que compareceram, a depender
da suspeita de alteracdo cognitiva por parte dos responsaveis ou pela equipe de reabilitagéo,
devido a dificuldade de adeséo as terapias. Nao houve diferenca entre o QIV e o QIE, dado que
também diverge das séries em que o QIV se encontra mais alterado que o QIE (YIU;
KORNBERG, 2015).

Aproximadamente metade da amostra total de pacientes fez avaliacdo cardiolégica no
Gltimo ano. Esses individuos tinham uma média de idade elevada e, portanto, muitos ja se
encontravam em fase avancada da doenca. Em torno de metade dos individuos apresentavam
distarbios de conducéo e/ou arritmia e metade tinham miocardiopatia. 26% dos pacientes
apresentavam tanto distirbio de conducdo e/ou arritmia, quanto miocardiopatia. Foi
demonstrado que entre 0s pacientes com miocardiopatia, a média de idade era mais elevada, no
entanto, ndo havia diferenca significante entre as médias de idade dos pacientes com e sem
distdrbio de conducéo cardiaco/ arritmia. Talvez o distarbio de condugéo e/ou arritmia seja uma
alteracdo que se apresente de forma mais precoce e alguns pacientes tenham uma propenséo
maior a desenvolver estas complicacGes, independentemente da idade. Ja a miocardiopatia é
uma complicacéo relacionada a idade dos pacientes com DMD (POWER et al., 2018). Também
¢ importante ressaltar que estes pacientes foram avaliados atraves de eletrocardiograma e
ecocardiograma. Se fossem avaliados através de Ressonancia nuclear magnética cardiaca
provavelmente seriam encontradas alteragdes de miocardiopatia mais precoces, visto que este
exame pode demonstrar areas de fibrose miocardica e definir a funcéo cardiaca com melhor

acuracia e confiabilidade que o ecocardiograma (POWER et al., 2018). Por sua vez, o Holter
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poderia mostrar arritmias, que ndo foram detectadas através do eletrocardiograma (FAYSSOIL;
ABASSE; SILVERSTON, 2017).

6.2 GENOTIPO

No que diz respeito as técnicas de exames moleculares, um paciente tinha apenas o
exame de PCR e os demais fizeram técnicas moleculares mais novas como MLPA e
Sequenciamento do gene da distrofina. A frequéncia de mutacGes encontradas foi semelhante
ao que é descrito tanto em outros paises (BLADEN et al., 2015), quanto no Brasil (ALMEIDA
etal., 2017). As grandes delecGes mostraram distribuicdo em dois hotspots, sendo um proximal
e outro distal, condizente com o que € encontrado na literatura. J& as grandes duplicaces,
mostraram maior distribuicdo em regides proximais e no meio do gene da distrofina, o que
difere do maior banco de registro de muta¢Ges no gene da distrofina, que mostra hotspots em
regides proximal e distal do gene (BLADEN et al., 2015). As pequenas mutac¢des apresentaram
distribuicdo aleatoria, assim como demonstrado na literatura. As mutagGes intronicas foram
responsaveis por uma parte muito pequena das mutacdes. As novas técnicas de exame, MLPA
e sequenciamento tém sido capazes de avaliar algumas regides dos introns proximas aos exons.
E possivel que a proporcdo de mutacBes intrénicas entre os pacientes com DMD esteja
subestimada, por ainda ndo serem totalmente detectadas pelas técnicas disponiveis para exames
moleculares de rotina e, nestes casos, tanto as técnicas de PCR, MLPA e sequenciamento
podem mostrar resultados negativos e o diagnostico de DMD ser apenas confirmado através de

bidpsia muscular.

6.3 CORRELACAO GENOTIPO-FENOTIPO

N&o houve correlacGes entre o local da mutagdo do gene da distrofina e as variaveis:
idade de perda da marcha e cardiopatia. Ja em relacdo ao QI, houve significancia estatistica na
correlagéo entre o QIV com as mutacGes antes e depois do exon 55 do gene da distrofina. Os
pacientes com mutacdes antes do exon 55 apresentaram QIV maior que 0s pacientes com
mutacBes mais terminais a este local do gene, a0 mesmo tempo em que ndo houve diferenca
entre 0 QIE nestes dois grupos. O motivo de escolha do exon 55 como corte nesta avaliagéo,
foi devido ao fato de a segunda menor isoforma da distrofina, Dp 116 ou isoforma da célula de
Schwann, ser codificada por uma transcri¢cdo correspondendo aos exons 56 a 79 (FERLINI;
NERI; GUALANDI, 2013). A fungdo da isoforma Dp 116 é pouco compreendida. Esta

isoforma tem expressdo limitada a células de Schwann humanas e fibroblastos (MATSUO et
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al., 2017). Sabe-se que as células de Schwann s&o responsaveis pela produgdo da mielina que
envolve os axdnios do sistema nervoso periférico. No entanto, ha estudos que demostram o
envolvimento da célula de Schwann no sistema nervoso central, participando do processo de
remielinizagcdo (BONDAN et al., 2010).

O presente estudo mostrou algumas limitagdes como a falta de avaliagdo do uso de
corticoide pelos pacientes, a realizacdo das avaliacdes intelectual e cardiologica em alguns
pacientes e ndo em sua totalidade e o fato de a pesquisa ter sido realizado em um dnico centro
especializado em doengas neuromusculares. Até a presente data, para nosso conhecimento, esta
pesquisa avalia a maior casuistica de pacientes com DMD acompanhados em um Gnico centro
no Brasil. Uma vez que novas terapias génicas tém sido desenvolvidas para a DMD, ¢é
importante conhecer as mutacGes dos pacientes, a fim de definir os individuos elegiveis a essas
terapias e a participacdo em ensaios clinicos. O achado da associa¢ao do QIV com a localizagédo
da mutacgdo no gene da distrofina foi importante, embora ainda ndo esteja bem compreendido.

Ha necessidade de novos estudos buscando elucidar esta correlacdo gendtipo-fenétipo.
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7 CONCLUSAO

Esta dissertacdo de mestrado assumiu como objetivo descrever as variaveis fenotipicas
e genotipicas dos pacientes com DMD atendidos na AACD-PE e fazer uma correlacédo
genotipo-fendtipo. Para tal, esta anélise apoiou-se nas varidveis de idade de perda de marcha,
comprometimento cardioldgico e intelectual, além das mutacdes encontradas no gene da
distrofina.

Verificou-se que ha uma associacdo entre 0 QIV e a localizacdo da mutagdo no gene da
distrofina. Os pacientes com mutacdes distais ao exon 55 do gene da distrofina apresentaram
menor QIV em relagdo aos pacientes com mutagdes proximais a este ponto de corte. Ndo foram
observadas associag@es entre os locais de mutacBes no gene da distrofina e a idade de perda de
marcha, assim como o comprometimento cardiaco.

Algumas limitacOes deste estudo foram a falta de avaliacdo do uso de corticoide pelos
pacientes, a realizacdo das avaliacdes intelectual e cardiol6gica em alguns pacientes e ndo em
sua totalidade e o fato de a pesquisa ter sido realizado em um unico centro especializado em
doencas neuromusculares. Apesar das limitacGes identificadas, considera-se que o estudo
realizado permitiu conhecer melhor o fenétipo e o gendtipo dos pacientes com DMD atendidos
neste centro do Nordeste do Brasil, além de correlacionar o local da mutacdo no gene da
distrofina ao QIV.

Futuras investigacfes poderiam utilizar amostras maiores e multicéntricas, abrangendo
outras regides demograficas. Sugere-se, também, um estudo onde se possa correlacionar
métodos de imagens funcionais a avaliacdo intelectual destes pacientes e sua correlagdo com o
local de mutacao do gene da distrofina. Dada a importancia do tema considera-se que muito ha
ainda que percorrer no campo da investigacdo nesta area sendo, portanto, um campo fertil de

trabalho para outros investigadores.
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INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS
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A coleta de dados seguiu 0 modelo apresentado adiante, contemplando os itens

especificados nas variaveis de estudo. Havera uma ficha com este modelo para cada paciente

portador de DMD.

PARTICIPANTE
VARIAVEIS

Idade

anos

Idade de inicio dos sintomas

anos

Idade de perda da marcha

anos

Historia familiar

Sim / Nao

Atraso da marcha

Sim / Nao

Alteracéo cardioldgica

Sim / Nao

Distarbio de conducdo cardiaca/arritmia

Sim / Nao

Miocardiopatia

Sim / Nao

QI Total

QI Verbal

QI Executivo

Classificacdo do QI

Tipo de mutagdo genética

Numero do(s) Exon(s) ou Intron mutado




