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RESUMO

As doengas neuromusculares (DNM) representam um grupo de doengas raras, que
comprometem a unidade motora, como as distrofias. Existem vdarios tipos de distrofia
muscular, dentre elas a distrofia muscular de Duchenne (DMD) ¢ a mais frequente. Esta ¢
geneticamente determinada, com padrdo de heranca recessiva ligada ao X, a qual se
caracteriza por enfraquecimento muscular, progressivo e simétrico, observado clinicamente a
partir do terceiro ou quarto ano de vida, constituindo-se como consequéncia da mutacdo no
gene DMD, levando a auséncia ou deficiéncia da proteina distrofina. O diagnéstico €
determinado a partir de anamnese, exame neurologico e dosagem das enzimas musculares,
principalmente da creatinoquinase (CK), a qual encontra-se bastante elevada. A pesquisa
molecular deve ser realizada da forma mais precoce possivel, para que a partir da
identificacdo das mutagdes, o aconselhamento genético possa ser fornecido a familia, e
possiveis indicagdes de novas terapéuticas. No presente trabalho, foi realizada a coleta de
dados clinicos, laboratoriais e genéticos, com base nos prontudrios de 25 pacientes com
diagnostico de DMD, atendidas no ambulatoério de Neurogenética, vinculado a unidade de
saude da crianga e adolescente do Hospital Universitario Bettina Ferro de Souza (HUBFS /
UFPA), no periodo de 2012 a 2018, com o objetivo de caracterizar o perfil clinico-molecular.
As primeiras manifestagdes da doenca ocorreramem 68% até os quatro anos de vida e a média
de idade de acesso ao servico especializado foi tardia, 9,9 anos. 52% dos casos apresentam
recorréncia familiar e apenas 24% dos pacientes sdo da capital. Todos os pacientes realizaram
pesquisa molecular, foram encontradas 19 mutagdes, 57,8% (11/19) grandes mutacdes, todas
delegoes, e 42% (8/19) pequenas mutacgdes. Estes resultados sdo discordantes da literatura
mundial, porem semelhantes aos encontrados em um estudo realizado na cidade de Salvador
no nordeste do Brasil. Nao foi possivel estabelecer uma relacdo entre evolucdo clinica,
gravidade e perfil mutacional, mas houve uma tendéncia a maior comprometimento cognitivo
nas mutagdes distais. Desta forma, este trabalho vem reiterar que o conhecimento do perfil
clinico-molecular nos pacientes com DMD, ¢ fundamental para a tomada de decisdes e
indicacdo de terapias especificas, assim como agregar dados na literatura, com o primeiro
registro de perfil mutacional de 20 familias com DMD da Regido Norte do Brasil.

Palavras-chave: Distrofia muscular de Duchenne; Diagnostico Genético; Mutagao.
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ABSTRACT

Neuromuscular disorders (NMDs) represent a groupofrarediseases, whichcompromise motor
drive, as thedystrophies. There are severaltypesof muscular dystrophyandamongthem,
Duchenne muscular dystrophy (DMD) isthemostfrequentone. It isgeneticallydetermined,
withan X-
linkedrecessiveinheritancepatterncharacterizedbyprogressiveandsymmetricalmuscleweakness,
that are clinicallyobservedfromthethirdorfourthyearoflife, as a consequenceofthemutation in
the DMD gene, leadingtotheabsenceordeficiencyofthedystrophinprotein. The

diagnosisisdeterminedbyanamnesis, neurologicalexaminationanddosageofmuscleenzymes,
mainly  CK (creatinokinase), whichisfound in elevatedlevels. Molecular
researchhastobeperformed as early as possible,

beacausetroughtheidentificationofthemutationsgeneticcounselingcanbeprovidedtothefamilyan
dalso potencial indicationsof new therapies. In thisdissertationclinical, laboratoryandgenetic
data werecollectedbasedonthe medical recordsof 25 patientsdiagnosedwith DMD,
treatedattheNeurogeneticsambulatory,
linkedtothehealthunitofthechildandadolescentoftheUniversity Hospital Bettina Ferro de Souza
(HUBFS / UFPA), between 2012 and 2018 aiming for thecharacterizationoftheclinical-
molecular profile. The firstevidencesofthediseaseoccurred in 68% untilthe four
yearsoflifeandtheaverage age ofaccesstothespecializedservicewas late, atthe age of 9.9 years.
52% ofthe cases havefamilyrecurrenceandonly 24% ofthepatients are fromthe capital.
Allpatientsperformed molecular research, 19 mutationswerefound, 57.8% (11/19) large-
scalemutationsbeingalldeletions, and 42% (8/19) small-scalemutations. Theseresults are
contradictorywithworldwideliterature, they are foundsimiliar in a studymade in Salvador, a
citythatbelongstothenortheasternregionofBrazil. It wasnotpossibletoestablish a
relationshipbetweenclinicalevolution,  severityandmutational  profile, buttherewas a
trendtowards major cognitiveimpairment in the distal mutations. Therefore,
thisworkconfirmsthattheknowledgeoftheclinical-molecular profile in patientswith DMD
isessential for thedecisionmakingandindicationofspecifictherapies, as well as for
thecotributionofcollected data in theliterature, bybeingthefirstrecordof a mutational profile of
20 familieswith DMD fromtheNorthernRegionofBrazil.

Keywords: Duchenne muscular dystrophy; Genetic diagnosis; Mutation.
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1. INTRODUCAO

1.1. DOENCAS GENETICAS RARAS

As doencas raras sao aquelas que afetam um pequeno nimero de pessoas quando
comparado com a populacdo em geral. A sua estimativa pode variar de um pais para outro,
mas segundo a OMS,doenca rara (DR) ¢ aquela que afeta até 65 pessoas em cada 100.000
individuos, ou seja, 1,3 pessoas para cada 2.000 individuos. As DR sdo caracterizadas por
uma ampla diversidade de sinais e sintomas e variam nao s6 de doenca para doenca, mas
também de pessoa para pessoa acometida pela mesma condigdo. As DR sdo geralmente
cronicas, progressivas, degenerativas e até incapacitantes, afetando a qualidade de vida das
pessoas e de suas familias. O niimero exato de DR ndo ¢ conhecido. Estima-se que existam
entre 6.000 e 8.000 tipos diferentes de DR. Oitenta por cento (80%) delas decorrem de fatores
genéticos, as demais advém de causas ambientais, infecciosas, imunoldgicas, entre outras.
Muito embora sejam individualmente raras, como um grupo elas acometem um percentual
significativo da populagdo, o que resulta em um problema de satide relevante (Ministério da

saude, 2014).

12. DOENCAS NEUROMUSCULARES: CONCEITO, CLINICA E
CLASSIFICACAO

As doencas neuromusculares (DNM) sdo DR e representam um grupo de afec¢des que
comprometem a unidade motora, podendo comprometer os neurénios do corno anterior da
medula, a raiz nervosa e o0s nervos periféricos, a juncdo neuromuscular ou o
musculo(TARINI, 2005; DINIZet al, 2010).

A estimativa ¢ de que uma em cada 3.000 pessoas apresente algum tipo de DNM. Nos
Estados Unidos, a prevaléncia estimada de pessoas ¢ de 400.000 pessoas. As DNMs podem
ser classificadas em genéticas ou adquiridas (DINIZet a/ 2010).

Em 2004, Torricelli afirmou que as distintas formas de DNM se diferenciam
clinicamente pela idade de inicio dos sintomas, pela distribuicao da fraqueza muscular, sua

associacdao com cardiopatias € o acometimento do sistema nervoso central ou periférico.
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Na infancia, as DNMs mais comuns sdo as de origem genética, entre as quais se
destacam a distrofia muscular de Duchenne (DMD; MIM#310200), que apresenta incidéncia
em torno de 1:3.500 a 1 em 5000 nascidos do sexo masculino, ¢ a amiotrofia espinhal
progressiva (MIM#253300 253400 253550 271150), cuja incidéncia ¢ de 1 para 10.000 a
12.000 (DINIZ, GPC et al, 2010).

As DNM, como descrito em sua propria definicdo, acometem a unidade motora.
Portanto, manifestam-se clinicamente como a sindrome do neurdnio motor inferior. Numa
avaliacdo mais detalhada, observa-se que as manifestagoes clinicas das DNMs variam de
acordo com a topografia da lesdo na unidade motora. Os principais sintomas sdo: fraqueza
muscular acentuada, de localizacdo focal ou generalizada, reflexos osteotendineos diminuidos
(hipoativos ou abolidos) em alguns casos a presenca de fasciculagdes, quando acomete o
corno anterior da medula, e o tonus muscular pode estar diminuido ou normal. Estes sintomas
sdo mais intensos ou ausentes de acordo com o tipo da DNM (DINIZ, GPC et al, 2010).

As DNM, de origem genética, sdo classificadas de acordo com a localizagdo da lesdo
na unidade motora: neurénios motores do corno anterior da medula, raiz nervosa, nervo
periférico, juncdo mioneural ou a fibra muscular. Na infincia, as principais doengas que
acometem o neurdnio motor do corno anterior da medula ¢ a atrofia espinhal progressiva
(AME: 1, II, IIT). As polineuropatias sensitivo-motoras (doen¢a de Charcot-Marrie-Tooth) sdo
exemplos de doengas que acometem a raiz nervosa e o nervo periférico. O envolvimento da
juncdo mioneural ¢ observado nas sindromes miasténicas congénitas. Nas miopatias e
distrofias musculares ha acometimento da fibra muscular (distrofia muscular de Duchenne e
Becker, distrofia miotonica, miopatias congénitas ¢ miopatias metabdlicas). A DMD ¢ a
DNM mais comum na inféncia, ja a distrofia tipo Becker (DMB OMIM#300376) ¢ cerca de
10 vezes mais rara. Clinicamente a diferenca entre essas duas formas esta na idade de inicio e
velocidade de progressao da doenga (DINIZ, GPC et al, 2010).

As distrofinopatias incluem um grupo de patologias musculares, que podem apresentar
um espectro clinico bem varidvel, que vai desde uma forma leve, com aumento de
creatinoquinase (CK), presenga de cdimbras freqiientes e mioglobintria, até o espectro mais
grave que sdo as distrofias musculares progressivas, a qual a mais frequente ¢ a DMD
(DARRASet al, 2014).

As distrofias musculares sdo um grupo diverso de patologias que se caracterizam por
fraqueza muscular progressiva com envolvimento cardiaco ou nao. A classificacao clinica das

distrofias musculares se baseia na idade de inicio, na sua gravidade, distribuicao dos musculos
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afetados e modo de heranga genética. A classificacdo clinica esta sendo consolidada por
aspectos importantes da biologia molecular das DMD, que serdo abordados mais adiante

(WORTONet al, 1994).

1.3. DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE (DMD)

1.3.1. Definicao e Historico

A DMD ¢ uma doenga rara, geneticamente determinada, com padrdo de heranca
recessiva ligada ao X. Mutagdes no gene DMD levam a uma auséncia ou deficiéncia da
proteina distrofina. A DMD se caracteriza por enfraquecimento muscular, progressivo e

simétrico, observado clinicamente a partir do terceiro ou quarto ano de vida.

Em 1851 o médico inglés Edward Meryon descreveu nove casos de distrofia muscular
em trés familias. Além de descrever o carater familiar da doenga, informando a presenca da
doenca apenas em meninos, relatou também que esta distrofia afetava os musculos, sem
encontrar alteragdes em nervos da coluna e ganglios. Estudos de microscopia em material
necropsiado levou Meryon a concluir: “as fibras primdrias elementares estriadas foram
completamente destruidas, o elemento sarcatico sendo difundido e em muitos lugares
convertido em globulos de gorduras e matéria granular, enquanto o sarcolema ou tinica da

fibra elementar foi quebrada e destruida” (EMERY, 2001).

Em 1858, Duchenne documentou o caso de um menino de nove anos que perdeu a
capacidade de andar devido a uma doenca muscular e dez anos depois deste relato publicou
13 casos semelhantes. Duchenne foi além do seu diagnoéstico, fornecendo em 1869, a
descricdo mais completa do que, a principio ele chamava de distrofia pseudo-hipertrofica,
baseando-se na aparéncia superdesenvolvida do musculo da panturrilha. Esta patologia
atualmente atende pelo nome de Distrofia Muscular de Duchenne (DMD). Duchenne fez
inimeras observacdes importantes em relagdo a sinais e sintomas, que afetam especialmente
os musculos da cintura pélvica e mais tarde, os da cintura escapular, com pseudo-hipertrofia
das panturrilhas. Descreveu também que o comprometimento intelectual pode fazer parte da
clinica da doenga, além de achados de biopsia muscular, demonstrando as alteragdes de tecido

adiposo € um aumento do tecido intersticial na fibra muscular. Ele concluiu que a doenga foi
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localizada particularmente no tecido intersticial do musculo (Apud - DUCHENNE,1867;
SILVA,2013, p. 4).

Até 1980 pouco se sabia sobre as causas genéticas das distrofias. Em 1986, um grupo
de pesquisadores,Louis Kunkel (Harvard Medical School, Boston - EUA) e Ronald Worton
(Hospital para Nifios Enfermos, Toronto — Canad4), identificou um gene, denominado DMD e
que, mutagdes neste gene, causariam a DMD. Em 1987 a equipe de Louis Kunkel identificou
a proteina associada a este gene e denominada de distrofina, cuja funcdo ¢ manter as
propriedades fisicas da membrana da célula muscular (Apud - DUCHENNE,1867;
SILVA,2013 p. 4).

1.3.2. Aspectos Clinicos

A DMD caracteriza-se por fraqueza muscular proximal, progressiva com hipertrofia
das panturrilhas, os sintomas iniciais ocorrem na cintura pélvica e posteriormente na cintura
escapular. Os individuos afetados podem ter marcos motores levemente atrasados € a maioria
¢ incapaz de correr e saltar adequadamente devido a fraqueza muscular proximal. Atrasos na
fala também foram relatados (DARRASet al, 2000; BUSHBY et al, 2010).

Atualmente, os estudos de historia natural da doenga demonstram que na DMD, os
sintomas iniciais de atraso da marcha, quedas frequentes e dificuldade em correr e subir
escadas tendem a ser visto entre as idades de 1 a 3 anos. As Criancas com DMD normalmente
necessitam de cadeira de roda com a idade de 8-14 anos, devido ao enfraquecimento muscular
levar a perda da deambulagdao (RYDERet al, 2017).

A DMD ¢ uma doenga dos musculos com repercussdo multisistémica, levando a
disfungdo de diversos 6rgaos como o coragdo, o sistema respiratorio, enddcrino e o sistema
nervoso central (RAE & O’MALLEY, 2016).

Com a progressdo da doenca verifica-se o comprometimento dos musculos
intercostais, o qual altera a dindmica respiratoria. A escoliose leva a problemas ortopédicos no
ombro ou no quadril, tornando-os assimétricos, levando a potenciais problemas respiratorios
restritivos, devido a reducdo da mobilidade da caixa toracica. Os afetados raramente
sobrevivem apds a terceira década, sem suporte ventilatério. Além disso, nota-se o
envolvimento da musculatura cardiaca, em torno de 80% dos pacientes, com manifestacao

clinica geralmente em fase mais avangada da doenga, embora a doenga neste 6rgao tenha,
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provavelmente, iniciado o seu desenvolvimento mais cedo. Cerca de 30 a 50% dos pacientes
com DMD tém déficit cognitivo de intensidade varidvel e com caracteristica ndo progressiva

(RYDERet al, 2017).

Quadro 1. Perda progressiva dos marcos motores. Evolucao natural da doenga.

1- 4 Anos 5 —8Anos 8 — 14 Anos 14 — 20 Anos
Deambulante precoce Deambulante tardio Niao deambulante Niao deambulante
precoce tardio
Manobra de Gowers Marcha muito mais E capaz de colocar-se ~ Acentuagio
presente elaborada de pé por si s6 por progressiva com
algum tempo comprometimento dos

membros superiores

Marcha balanceada Perda da habilidade de  Consegue manter a Nao consegue manter a
subir escadas e postura postura ereta.
levantar-se do chao

Inicia marcha em Pode desenvolver
ponta dos pés (marcha escoliose
digitigrada)

Consegue subir

escadas

Fonte: Ryder (2017).

1.3.2.1. A Distrofina

A distrofina ¢ uma proteina codificada pelo gene DMD e faz parte de um complexo de
glicoproteina (DGC), cuja fungao ¢ proporcionar uma forte ligacdo mecanica do citoesqueleto
intracelular & matriz extracelular. O DGC ¢ composto por proteinas transmembranar,
citoplasmaticas e extracelulares. Com o surgimento de dados sobre os numerosos e diversos
componentes do complexo e como eles interagem uns com os outros, tornou-se cada vez mais
claro que o DGC possui propriedades estruturais e de transducdo de sinal. Essas proteinas sdo
encontradas em diferentes combinag¢des dependendo do tipo muscular (KAREN Aet al, 2004).

A distrofina contém os dominios N-terminal (NT) e C-terminal (CT), o qual ¢ rico em
cisteina (CR). O dominio da haste do meio ¢ composto por 24 repeticoes espectrin-like e

quatro pontos de ligado (H1, H2, H3 e H4). A distrofina possui dois dominios de ligacdo a
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actina localizados em NT e nas repetigdes 11-15, respectivamente. As repetigdes 1-3
interagem com a bicamada lipidica carregada negativamente. As repeticdes 16 e 17 formam o
dominio neuronal de 6xido nitrico sintase (nNOS). A distrofina interage com o microtibulo
através das repeticdes 20-23. Parte de H4 e o dominio CR se ligam a subunidade [ do
dristroglicano (BDG). O dominio CT da distrofina interage com a sintrofina (Syn) e a
distrobrevina (Dbr). A distrofina liga componentes do citoesqueleto (actina e microtubulos) a
laminina na matriz extracelular. Sarcoglicanos e sarcospan nao interagem diretamente com a
distrofina, mas fortalecem todo o DGC, que consiste de distrofina, BDG, sarcoglicanos,
sarcospan, Syn, Dbr e nNOS (figura 1). A estabilidade da conformagdo proteica, bem como a
forte interagdo entre as proteinas, depende de seus efeitos hidrofobicos (MCGREEVYet al,
2015; LIANGet al, 2015).

Figura 1.Desenho esquematico da distrofina e do complexo glicoproteico (DGC).
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Fonte: Disease Models &Mechanisms (MCGREEVY et al, 2015)

O gene DMD possui regides promotoras as quais originam diferentes formas de
distrofina, pelo menos sete isoformas de distrofina principais a partir de sete regides
promotoras reconhecidas, as quais conferem especificidade de desenvolvimento regional e
celular no sistema nervoso central. Trés isoformas de comprimento total sdo derivadas das
principais sequéncias promotoras proximais, antes e imediatamente apos o exon 1, Dp427c
(também referido por alguns autores como Dp427B, Dp427M e Dp427P). Pelo menos quatro
produtos de mRNA mais curtos Dp260, Dp140, Dpl116 e Dp71 sdo transcritos a partir de
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regides promotoras distais localizados dentro dos introns de DMD (Figura 2). Entre estes,
Dp71 e Dpl40 sdo particularmente abundantes no encéfalo fetal, o que levou a sugestao de
que eles podem ter importancia particular para os defeitos cognitivos na DMD, como

demonstrado na quadro 2 (TAYLOR et al, 2010).

Figura 2.0 gene DMD e suas regides promotoras das isoformas de distrofina.

A > Dp427(B) Dp260 Dp140 Dp116 Dp71 & Dp40
—>»Dp427 (M) (intron 29) (intron 44) (intron 55) (intron 62)
[—>0p427 (P)
} } e e o e e e e o]

I YIANTHIGEN v 2 3 i 4 5 6 7 8 91011121314 1516 17 18 19 [§kH 20 21 22 23 24 KEEN (S (+2 ¢
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op140
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op71 |(CRIED
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Fonte: DiseaseModels & Mechanisms (2015)

Quadro 2. As isoformas da distrofina e suas areas de expressao.

Isoformas Intron Expressao
Dp427c Promotoras Cortex cerebral, hipocampo, musculo esquelético e cardiaco.
iniciais
Dp427m Promotoras Células gliais e cortex cerebral fetal. Musculo esquelético e
iniciais cardiaco.
Dp427p Promotoras ~ Neurdnios cerebelares de Purkinje e musculo esquelético.
iniciais
Dp260 29 Retina, cérebro e musculo cardiaco.
Dp140 44 Predominantemente durante o desenvolvimento cerebral do feto.

Dpl16 55 Células de Schwann.
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Dp71 62 SNC (hipocampo e neocortex), glandula pituitaria, bulbo olfatorio,
retina, rim, pulmdo e musculo cardiaco. Ausente no musculo

esquelético.

Fonte: Adaptado de Silva (2013) e Taylor (2010)

1.3.3. Aspectos Genético-Moleculares

O gene DMD foi identificado na década de oitenta, por Greenstein, ¢ o maior gene
humano conhecido. O que contribui significativamente para a sua alta taxa de mutacao
espontanea, devido os 79 exons que codificam 2,4 milhdes de nucleotideos no cromossoma
Xp21 (Figura 3). Um em cada trés casos de DMD ¢ causada por uma mutacdo de novo

(KAREN et al, 2004; AARTSMA-RUS et al, 2016).

Figura 3. Cromossoma X, localizacdo do gene DMD.
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Fonte: GenomeDecoration Page/NCBI

Nos estudos americanos e europeus aproximadamente 80% dos casos de DMD sdo
devidos a grandes rearranjos mutacionais, delegdes ou duplicacdes, e aproximadamente 20%
para pequenas mutagdes. As mutagdes pontuais, em torno de 10% alteram o quadro de leitura
do gene DMD ou introduzem um codon de parada prematuro, ambos cessando a producao da
proteina distrofina. As mutagdes sejam delecdes ou duplicagdes podem ocorrer em qualquer
lugar no gene, mas estdo concentradas entre os exons 45-55 e exons 2-10, respectivamente
podendo ser unica ou dupla (ALMEIDA et al, 2017; AARTSMA-RUSS, 2016). Muta¢des do
gene DMD causam a DMD, a distrofia muscular Becker (DMB) e a cardiomiopatia dilatada
ligada a0 X (XLDCM) (KAREN A et al, 2004).

Compreender o tipo e a frequéncia das mutagdes especificas que dao origem a fendtipos

associados a DMD ¢ uma ferramenta inestimavel para diagndstico genético, pesquisa
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cientifica basica e melhor atendimento clinico, levando potencialmente a novos tratamentos
para a doenca. Atualmente, o banco de dados TREAT-NMD DMD Global contém mais de
7.000 mutacoes (7149 até novembro de 2013). Cerca de 5682 mutacdes (80,0%) causam
grandes rearranjos no gene DMD: 4894 (86%) sao delecdes (1 exon ou mais) e 784 (14%) sao
duplicagdes (um ou mais exons); 1.445 mutagdes causam pequenos rearranjos no gene DMD
representando 20% de todas as mutacdes (Quadro 3): 358 (25%) sdo dele¢des (menor que 1
exon), 132 (9%) sdo duplicagdes (menor que um exon) e 199 (14%) sdo mutagdes intronicas;
mutagdes pontuais totalizaram 756 (10% de todas as mutagdes, 52% das pequenas mutacdes)
com 726 mutagdes sem sentido (10% de todas as mutagdes, 50% das pequenas mutagdes) e
trés mutacdes missense (<1% de todas as mutagdes, 2% de pequenas mutacdes). Finalmente,
foram observadas 22 mutagdes mid-intronica (menos de 1% de todas as mutacdes, 0,3% de

pequenas mutacgoes) (BLADEN et al, 2015).

Quadro 3: Resumo do banco de dados TREAT-NMD DMD

% Tipo de mutacio Delecdes | Duplicacées | Mutacio de
Ponto
80% Grandes rearranjos no gene DMD 86% 14% -
20% Pequenos rearranjos no gene 25% 9% 52%
DMD

Fonte: BLADEN et al, 2015

1.3.4. Fisiopatologia

As mutagdes presentes no gene DMD prejudicam a fungdo da distrofina. Como
resultado, a ligagdo entre o citoesqueleto de actina e o tecido conjuntivo ¢ perdida, e as fibras
musculares sao facilmente modificadas durante a contracdo, levando a lesdo muscular cronica,
inflamacdo e eventualmente a substituicdo das fibras musculares por gordura e tecido fibroso,
levando assim a perda da fun¢do muscular. Em contraste, individuos com distrofia muscular
de Becker (DMB), geralmente tem mutagdes que trazem menos prejuizo a estrutura proteica,
mantendo a ligacdo da actina ao tecido conjuntivo e a distrofina parcialmente funcional.

Dessa forma, os individuos com DMB apresentam frequentemente um inicio mais tardio e
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uma progressdo mais lenta da doenga. Por outro lado, quase todos os pacientes com DMB
desenvolverao cardiomiopatia, independentemente do fendtipo do sistema musculoesquelético
(AARTSMA-RUSS et al, 2016).

Monaco et al (1988), propuseram que, se a mutagao do gene da distrofina interromper o
quadro de leitura, a expressdo da distrofina ¢ gravemente afetada, resultando em sintomas
graves de DMD; se o quadro de leitura ndo for interrompido pela mutagdo, a distrofina ¢
parcialmente produzida, tendo como resultado a apresentagdo clinica da DMB. De acordo
com a "regra do quadro de leitura", as mutacdes fora do quadro causam DMD enquanto as
mutacdes no quadro resultam na DMB. Esta regra ¢ usada para explicar a relagdo entre
gendtipo e fendtipo na patogénese de DMD. No entanto, Hassan et a/ (2008) descobriram que
22,1% dos pacientes com uma mutac¢do no quadro foram diagnosticados como tendo DMD, o
que ¢ dificil de explicar apenas pela regra de quadros de leitura. Esta descoberta sugere a
existéncia de mecanismos ainda ndo esclarecidos que poderiam ser importantes para a fun¢ao
da distrofina (LIANGet al, 2015).

Estudos relataram que o comprometimento mutacional das regidoes hidrofobicas da
distrofina, mesmo quando essas mutagdes estdo no quadro, leva a DMD, na maioria dos
casos, sugerindo um importante papel das regides hidrofobicas da distrofina. Existem quatro
regides hidrofobicas na distrofina, que sdo encontradas na por¢do CH2 do dominio de ligacao
da actina (ABD) regido I, em R16 (regido II), no ponto de ligacdo H3, regido III, e em uma
mao dupla de hélice (EF), regido IV, de dominio rico em cisteina. Essas areas sao importantes
areas funcionais da distrofina. As regides hidrofébicas I, II e IV, respectivamente, afetam a
ligacdo da actina, nNOS-sarcolemma e B-dystroglycano, proteinas associadas da DGC. As
mutacdes dessas regides hidrofobicas prejudicam diretamente a formagdo da DGC e o
consequente dano mutacional, mesmo quando no quadro (in-frame), resulta no
desenvolvimento do fenotipo DMD. A regido hidrofobica III contém o ponto de ligado H3 e
desempenha um papel importante na estabilidade da estrutura da distrofina. A dele¢ao de H3,
em contraste, alonga a ordem de STR (Short Tandem Repeat), causando sintomas clinicos
menos graves do que em pacientes com H3 intacta. A hidrofobia da regido III ¢ a mais forte e
tem relacdo com o exon 51 e 52 (LIANGet al, 2015).

Em 2016 foi identificado R1-3, R10-12 ¢ CT como novos dominios de ligagdo de
membrana (DMOs), alternativos na distrofina, propondo um novo modelo de interacao
distrofina-sarcolema (Figura 4). Em suas conclusdes apenas o dominio CR e CT sao capazes

de restaurar o DGC, sugerindo que a interacao distrofina-sarcolema ¢ muito mais complexa.
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Este modelo pode explicar melhor a participacdo dindmica da distrofina na manutencio da
integridade da membrana celular muscular. (ZHAOet al, 2016)

Além da func¢ao estabilizadora, a distrofina atua no processo de sinalizagdo, interagindo
com a fungdo circulatéria dos canais i0nicos. Isto facilita a acdo de um mecanismo para a
vazao da membrana plasmatica, gerando um aciimulo de célcio intracelular importante para a

realizacdo da contracdo muscular (KARENet a/, 2004).

Figura 4. O novo modelo de intera¢do distrofina-sarcolema no musculo.

Sarcolemma

Fonte: Hum Mol Genét. (2016)

1.3.5 Diagnostico

O diagndstico de DMD deve ser o mais precoce possivel, rapido e preciso, a fim de
garantir um inicio imediato das intervengdes. Diante da suspeita clinica de DMD, menino com
perda de for¢a muscular progressiva, ou quedas frequentes, deve ser determinado o nivel

sérico de creatinoquinase (CK).

1.3.5.1 Creatinoquinase (CK)

A CK ¢ uma enzima de alta energia; ¢ uma fonte rédpida de energia para as células.

Durante o processo de degeneracdo muscular ocorre ruptura da membrana celular e este
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conteudo cai na corrente sanguinea, como ha grande quantidade de CK no musculo, o
aumento de CK sérico indica dano muscular. (SILVA, MC, 2013)

Os niveis séricos de CK em pacientes com DMD estao elevados de 10 — 100 vezes em
relagcdo aos valores de normalidade (NASCIMENTO OSORIO et al, 2017). Ao nascimento,
os pacientes com DMD apresentam aumento das enzimas musculares, principalmente a
creatinoquinase (CK), até 300 U/L, com maior pico entre um e dois anos de vida. H4 aumento
também das transaminases aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT), o que pode, de forma erronea, levar a uma suspeita de enfermidade hepatica, em
meninos com DMD pré-sintomaticos (BELLO & PEGORARO, 2016; NASCIMENTO
OSORIO et al, 2017). Os niveis de CK tendem a diminuir com a idade, devido a eliminacao
progressiva das fibras musculares distroficas (ZATSet al,1976). Se existem antecedentes
familiares para DMD deve ser realizado um rastreio com a dosagem de CK, antes mesmo das
manifestagdes clinicas (NASCIMENTO OSORIO et al, 2017). Cerca de 10% de mulheres
portadoras da mutagdo no gene DMD, também apresentam uma elevacdo dos niveis de CK
(HOFFMANet al, 1992). Nao ha uma correlagdo significativa entre os niveis de CK, a
gravidade e progressdo da doenga. A determinacdo da atividade enzimatica de CK ¢ uma
ferramenta eficaz como triagem, mas nao pode ser considerado um método de diagnostico
confirmatorio de DMD. Drummond demonstrou que os niveis de CK, em recém-nascidos, sdo
acentuadamente elevados no primeiro dia de vida. Mas a partir do quarto dia, as
concentragoes séricas de CK reduziram para dentro de 3 vezes o limite superior da faixa
normal para adultos. Este achado pode ser um indicativo de mensuracao da atividade de CK a

ser considerada na triagem neonatal a partir do terceiro dia de vida. (DRUMMOND, 1979).

1.3.5.2 Estudo Molecular

Quando ha suspeita de DMD, se recomenda realizar precocemente o estudo genético
(NASCIMENTO OSORIO et al, 2017). Cerca de 60 a 70% das mutagdes causadoras de DMD
sao grandes rearranjos (dele¢des ou duplicacdes), incluindo um ou mais exons. Estas
mutacoes sao identificadas em homens afetados e mulheres portadoras através de técnicas
moleculares, como a amplificagdo de sonda dependente de ligagdo multiplex (MLPA).
Técnicas quantitativas alternativas incluem multiplex PCR e array competitivos de hibridagao

genomica (Array-CGH). Quando estes procedimentos ndo forem capazes de identificar os
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grandes rearranjos no gene DMD, a analise de sequenciamento pode permitir a identificagdo
de mutagdes pontuais ou pequenas dele¢des/duplicacdes (20% dos pacientes tém pequenas
mutacoes). Embora o sequenciamento classico de Sanger ainda seja utilizado, as analises
moleculares usando sequenciamento de nova geracao (NGS) estdo se tornando cada vez mais
acessiveis. Em casos raros em que nenhuma mutacao foi identificada por sequenciamento de
regides de codificagdo de DNA gendmico, porém a concentragdo de CK e os sinais clinicos
sugerem fortemente o diagnéstico de DMD, o mRNA do DMD pode ser isolado do tecido
muscular esquelético, a partir de uma bidpsia muscular, diagndstica, obtida especificamente
para esse fim (NASCIMENTO OSORIOet al, 2017; BELLO & PEGORARO, 2016).

A identificacdo de mutacdes em pacientes com DMD ¢ importante para fornecer
medidas de aconselhamento genético a familia, podendo ser aplicada também a correlagdes
genotipo-fendtipo, prognostico, e estratégias de novos tratamentos responsivos a
determinadas mutagdes no gene DMD (BELLO & PEGORARO, 2016,A; NASCIMENTO
OSORIO et al,2017).

1.3.5.3 Biopsia Muscular

O primeiro passo no diagnostico da DMD por muito tempo era baseado na analise de
proteinas em uma bidpsia muscular por imuno-histoquimica e/ou andlise Western blot. O
estudo com microscopia Optica mostra um padrdo distréfico com destruigdo da arquitetura
fascicular do musculo, necroses e regeneragao de fibras musculares, e incremento de tecido
conectivo-adiposo endomesial. Mediante técnicas de imuno-histoquimica se comprova a
deficiéncia de distrofina. O diagndstico de DMD com o uso de técnicas de biologia molecular
apresenta vantagens quando comparado ao diagnostico por biopsia muscular, uma vez que
este ultimo representa um procedimento invasivo. Por isto, tem sido recomendado o
diagnostico molecular para os casos de DMD (NASCIMENTO OSORIO et al, 2017).

Para a maioria dos pacientes, biopsias musculares ndo sdo necessarias. Em casos
excepcionais, a analise de proteinas pode revelar se a distrofina estd ausente em pacientes com
um fendtipo claro de DMD, mas sem a identificacdo da mutacdo do gene DMD. Em caso
afirmativo, o RNA pode ser isolado do tecido biopsiado e a andlise pode revelar um transcrito
aberrante de mRNA da distrofina. Bidpsias musculares também podem ser Uteis em pacientes

que apresentam um fendtipo discordante. Por exemplo, se um paciente nao tem uma mutagao
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no quadro de leitura do gene DMD, mas se apresenta como DMD, uma bidpsia pode revelar a
auséncia de distrofina e vice-versa. Os baixos niveis de distrofina detectados na bidpsia
muscular de um paciente com uma mutagdo fora de quadro, apresentando um fendtipo mais
leve, podem explicar essa discrepancia. No entanto, a analise da distrofina pode fornecer uma
explicagdo do motivo pelo qual o curso da doenca ¢ mais lento ou mais rapido do que o
esperado, mas ndo mudard realmente o curso desta (NASCIMENTO OSORIO et al,
2017;AARTSMA-RUS, A, et al, 2016)

1.3.6 Tratamento

A historia natural da DMD tem se modificado nos ultimos anos devido a instauragao
de um tratamento multidisciplinar precoce, que inclui a administragdao de corticosteroides e o
adequado manejo respiratdrio, cardiaco, nutricional e ortopédico, levando a diminui¢do ou

estabilizacdo do ritmo de progressao da doenca. (SALAS, 2014).

1.3.6.1 Administracao De Corticosteroides

O glicocorticoide ¢ a Unica droga disponivel atualmente que diminui a perda da forga
muscular na DMD, também reduz o risco de escoliose e estabiliza a fungdo pulmonar. A
funcdo cardiaca pode também melhorar, mas com limitagdes. Matthewser al(2016),
realizaram uma meta-analise de uso de corticoide em DMD e concluiram que evidéncias de
qualidade moderada de estudos clinicos randomizados (ECRs) indicam que a terapia com
corticosteroides melhora a for¢a e a fun¢do muscular a curto prazo (doze meses) e a forca
muscular em até dois anos. Recomenda-se iniciar o tratamento quando a motricidade ja se
encontra estavel (4-6 anos de idade). As doses recomendadas para as criangas, cuja fungdo
deambulatoria ainda permanece, sdo de 0,75mg/kg e 0,9mg/kg por dia de prednisona e
deflazacort, respectivamente, administradas no turno da manha e em regime continuo.

Hé controvérsias se deve manter o tratamento com corticoide em regime continuo,
ap6s a perda da deambulagdo. Estudos recentes mostram a importancia do corticoide para
preservar a for¢a dos membros superiores, reduzir a progressdo das escolioses e retardar a
doencga cardiaca e pulmonar. De acordo com um amplo estudo longitudinal comparativo de

corticosteroides diarios ou intermitentes (10 dias sim e 10 dias ndo) por um periodo médio de
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quatro anos, um regime diario prolonga a deambula¢ao e melhora os escores funcionais acima
dos sete anos, mas com maior frequéncia de efeitos colaterais do que um regime
intermitente.E importante o monitoramento e supervisio constantes dos efeitos colaterais. Os
efeitos colaterais mais frequentes sdao o ganho de peso excessivo, anormalidades
comportamentais, aparéncia cushingoéide e crescimento excessivo de pelos. A op¢do por um
esquema mais poupador, para os pacientes ndo deambulantes, se faz necessario em alguns
casos, onde os efeitos colaterais sao mais exuberantes. Quando os efeitos colaterais nao sao
possiveis de serem manejados, a dose deve ser reduzida em 30% antes da retirada total
(BUSHBYet al, 2010;MATTHEWSet al, 2016, A;NASCIMENTO OSORIO et al, 2017). O
quadro 4 demonstra os principais efeitos colaterais devido ao uso de glicocorticoides e as

recomendacgdes clinicas para a atenuagdo dos mesmos.

Quadro 4. Principais efeitos colaterais do tratamento com corticoide. Seguimento e medidas

terapéuticas.
Efeitos colaterais do Medidas recomendadas
corticoide
Ganho de peso excessivo Orientagdo nutricional que permita prevenir o sobrepeso.
Anormalidades Manejar o horario ¢ a dose do corticoide, caso nao melhore,
comportamentais considerar terapia comportamental
Aparéncia cushingoide Controle da dieta com restri¢do da ingesta de agucar e sal.

Crescimento  excessivo de Tratamento topico, sem necessidade da mudanca de dose ou tipo

pelos e acne de corticoide.

Hipertensao

Catarata Avaliar a troca do corticoide. E mais frequente com
deflazacorte.

Fonte: Adaptado de A. Nascimento Osorio et al(2017)
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1.3.6.2 Manejo Respiratorio

As complicacdes respiratdrias sdo uma das principais causas de morbidade e
mortalidade na DMD. As complicac¢des incluem fadiga muscular respiratoria, obstru¢do com
muco, atelectasia, pneumonia e insuficiéncia respiratoria. Se este quadro clinico ndo for
tratado, os pacientes correm o risco de dispneia grave, internagdes hospitalares prolongadas
devido a atelectasia ou pneumonia e morte por parada respiratoria ou arritmias cardiacas
induzidas por insuficiéncia respiratéria. (BIRNKRANT, DJ et al, 2018)

O manejo respiratorio inclui avaliagdes pulmonares anuais para pacientes mais jovens,
no final da primeira década. Assim que o paciente se tornar ndo deambulante recomenda-se
monitoramento pulmonar mais agressivo e intervengdes preventivas. De acordo com diretrizes
internacionalmente reconhecidas, uma abordagem estruturada para o manejo respiratorio da
DMD compreende: a incorporacdo de um pneumologista e um fisioterapeuta respiratorio na
equipe, e cuidadores domiciliares, para realizar testes de fungdo pulmonar e estudos do sono,
iniciar e gerenciar recrutamento de volume pulmonar, tosse assistida mecénica e
manualmente, para melhorar a depuracdo das vias aéreas e reduzir o risco de infecgdo
pulmonar. O uso de ventilagdo ndo invasiva previne a hiporventilacdo noturna, a respiracao
desordenada no sono e, finalmente, a insuficiéncia respiratoria. De fato, o uso de ventilacao
mecanica ndo invasiva, desde o final da adolescéncia, aumentou a sobrevivéncia na DMD. E
necessario tomar decisdespara um gerenciamento respiratorio otimizado, com conhecimento
dos outros sistemas, especialmente do sistema cardiaco. Os novos critérios pretendem resultar
em um uso mais antecipado dessas intervencdes, com a possibilidade de que a terapia seja
iniciada em pacientes mais jovens (MCDONALD et al, 2016; BIRNKRANT, DJ et al 2018).
Estas condutas do manejo respiratorio dos pacientes com DMD estdo esquematizadas no

quadro 5.
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Quadro 5 Avaliagdes e intervengdes para manejo respiratorio de pacientes com DMD de
acordo com a fase clinica da doenga.

Deambulantes N3o deambulante precoce Nao deambulante tardio

Avaliacdo

Duas vezes ao ano: CVF, PEmax/PImax PKF, SpO2, PetCO2/PtcCo2

Uma vez ao ano: CVF

Estudo do sono* Para monitoramento de SHAOS ou desordens respiratérias.

Intervengao

Imunizagdo para pneumococos e influenza anualmente.

Recrutamento de volume pulmonar CVF = ou < 60%
do previsto (empilhamento de ar- Ambu)

Fonte: Adaptado de Birnkrant, DJ et al (2018)
CVF capacidade vital forcada, PEmax, Pressdo expiratoria maxima. PImax pressdo inspiratoria maxima. PKF
pico de fluxo, SpO2 saturagdo de oxigénio, PetCO2/PtcCo2 — pressdo transcutinea de CO2 e pressdo parcial
transcutanea CO2.

1.3.6.3 Manejo Cardiaco

A doenga cardiaca ¢ uma das principais causas de mortalidade na DMD. A deficiéncia

de distrofina no coracdo se manifesta com a cardiomiopatia dilatada. Conforme a doenca
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progride, o miocardio falha em atender as demandas fisiologicas e a insuficiéncia cardiaca
clinica se desenvolve. O miocardio deficiente também esta relacionado as arritmias, levando
ao risco de vida. O tratamento cardiaco tem sido um desafio nesses pacientes, uma vez que
muitos nao sao encaminhados ao especialista, além da propria manifestagdo clinica da doenga,
muitas vezes assintomatica devido a imobilidade ou pouca mobilidade dos pacientes com
DMD. Os sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca no individuo ndo deambulante
sdaofrequentemente sutis e negligenciados. A avaliacao deve incluir eletrocardiograma (ECQG)
e ecocardiograma ao diagnostico. A ressonancia magnética cardiaca (RMC) ¢ o exame de
imagem ndo invasivo, de escolha, para a detec¢do de disfuncdo cardiaca e fibroses, porém
pacientes até 7 anos de idade, podem ndo colaborar para a realizagdo sem anestesia, além da
disponibilidade deste exame, principalmente em nosso pais. Dessa forma, o ecocardiograma
se torna mais acessivel. As revisdes cardiacas devem ser anuais. Uma estratégia proativa de
diagnostico e tratamento precoce € essencial para maximizar a durag@o e a qualidade de vida
na DMD (BIRNKRANTet al, 2018). Abaixo o quadro 6 indica as variaveis envolvidas no

manejo cardiaco.

Quadro 6. Diagndstico e tratamento cardiaco para pacientes com DMD.

Momento do diagndstico e até Nao deambulante precoce N3o deambulante tardio

10 anos de idade

Avaliagoes:

ECG e ECOCARDIO ou RMC anual. **

ECG e ECOCARDIO basal e
anual. ECG e ECOCARDIO ou RMC a critério do cardiologista. ***

RMC*> 7 anos basal e anual.

Monitoramento com Holter e MAPA****

Intervencgles:
Maximizar a terapia com ECA

Iniciar com ECA ou BRA ** ou BRA. Considerar

#Ventilaiﬁo noturna ndo

Fonte: Adaptado de Birnkrantet a/(2018)
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* Se disponibilidade. ** Paciente assintomadtico. *** Paciente sintomadtico. **** A critério do cardiologista.
MAPA mapeamento de pressdo arterial. ECA enzima conversora de angiotensina. BRA Bloqueadores de
receptores de angiotensina. # Discutir com a equipe os beneficios cardiacos com o suporte ventilatorio.

1.3.6.4 Manejo Nutricional E Gastrointestinal

Durante o curso da doenga os pacientes com DMD apresentam complicacdes
gastrointestinais ou nutricionais, incluindo ganho ou perda de peso, desequilibrio nutricional
ou hidrico, baixa densidade 6ssea, disfuncao da degluticdao e contratura mandibular. Os fatores
contribuintes incluem o tratamento com glicocorticoides, o gasto energético diminuido e a
imobilidade. Esses desequilibrios nutricionais podem afetar negativamente o sistema
respiratorio, musculoesquelético e o sistema cardiaco. O objetivo do cuidado nutricional ¢
prevenir o excesso de peso ou a obesidade e a desnutri¢do, através da avaliacdo regular do
crescimento e do peso; também visa promover uma dieta saudavel e balanceada, com ingestao
ideal de calorias, proteinas, liquidos e micronutrientes, especialmente célcio e vitamina D.
Quando a perda de peso ocorre sem mudanca na dieta, deve ser avaliada a possibilidade de
maior gasto energético, devido ao trabalho respiratorio, devendo ser avaliado a necessidade de
instalar a ventilagdo ndo invasiva. Os pacientes em fase ndo deambulante sdo susceptiveis a
refluxo gastresofagico (RGE) e esofagite, que de maneira geral sdo tratados com antagonistas
do receptor H2 e inibidores da bomba de prétons, isolados ou em combinagdes com
procinéticos, e antiacidos neutralizantes.

Na falta de uma pesquisa nutricional robusta, baseada em evidéncias, especifica para
DMD as recomendagdes nutricionais aplicaveis sdo, portanto, adaptadas das recomendagdes

para a populacdo em geral (NASCIMENTO OSORIO et a/, 2017;BIRNKRANT et al, 2018).

1.3.6.5 Manejo Ortopédico

Meninos com DMD tratado com glicocorticoide frequentemente desenvolvem
osteoporose, que se manifesta como fraturas vertebrais ou de ossos longos com pequeno
trauma. De 20 a 60% dos meninos com DMD tém fraturas de extremidade com pequeno
trauma (geralmente o fémur distal, tibia ou fibula), enquanto que até¢ 30% desenvolvem
fraturas vertebrais sintomadticas. As fraturas vertebrais sdo frequentemente assintomaticas e
sdo identificadas em criangas, com doencas tratadas com glicocorticoides, por meio de um
programa de monitoramento, que inclui uma radiografia lateral da coluna anualmente. Se nao

forem tratadas, as fraturas vertebrais podem levar a dor cronica nas costas, e a deformidade da
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coluna, enquanto as fraturas nas pernas podem causar perda prematura e permanente da
deambulagdo. Até o momento ndo hd nenhum estudo referente a melhor opgdo de esteroide
para diminuir o impacto nos ossos (fraturas), para os pacientes com DMD. Estudos
comparativos de diferentes esquemas de esteroides na DMD estdo em andamento, avaliando o
efeito na estatura final do adulto, composi¢ao corporal e fraturas (BIRNKRANT et al, 2018).

Atualmente, foram apresentadas considera¢des de cuidado para o monitoramento que
permitirdo o diagndstico e o tratamento oportuno da osteoporose em meninos € homens com
DMD. A diferen¢a da orientacao atual em relagao as consideragdes de cuidado de 2010, é
que a monitoramento ¢ o diagnostico da saude dssea em criangas ndo focam mais na
densidade mineral 6ssea (DMO). Em vez disso, a DMO serve como um adjuvante em uma
abordagem que foca na identificagdo dos primeiros sinais de fragilidade dssea. As fraturas
vertebrais - definidas de acordo com o método Genant como leve (grau 1), moderada (grau 2)
ou grave (grau 3) - sdo agora vistas como uma manifestacdo frequente de osteoporose em
criancas com doengas cronicas, incluindo aquelas com DMD, tratada com glicocorticoide.
Portanto, para detectar fraturas vertebrais, a imagem da coluna ndo deve ser solicitada apenas
quando houver dor nas costas ou deformidade; em vez disso, pacientes com fatores de risco
conhecidos para fraturas vertebrais, incluindo distirbios motores ou terapia com
glicocorticoides, devem receber exames de imagem da coluna regularmente (BIRNKRANT et
al, 2018).

Nas atuais consideragdes sobre cuidados, a radiografia da coluna basal e radiografias
anuais para deteccdo e seguimento de fratura vertebral sdo recomendadas em todos os
pacientes, com fatores de risco para osteoporose. Em geral, as radiografias da coluna devem
ser priorizadas sobre a DMO, tendo em vista a necessidade de detectar os primeiros sinais de
fragilidade ossea. Além da radiografia de colunas sdo necessarias dosagens bioquimicas de
vitamina D, calcio, magnésio, fosfato, fosfatase alcalina e hormonio da paratireoide, em uma
avaliagdo inicial e posteriormente, anual. Frente aos resultados, mesmo com o paciente
assintomatico, com presenga de fraturas vertebrais de baixo trauma ou fraturas de ossos
longos, esta indicado o tratamento com bifosfonato intravenoso. Revisdes recentes sobre o
manejo de criancas com fraturas, por osteoporose, concordam que os bifosfonato
intravenosos, em vez de orais, devem ser usados como terapia de primeira linha
(BIRNKRANT et al, 2018).As orientacdes e treino de transferéncias, para pacientes e
familiares, previne as fraturas e ¢ uma parte importante do tratamento (BIRNKRANT et al,

2018).
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Em relacdo as cirurgias ortopédicas, o consenso atual é que a cirurgia no pé € no
tenddo de Aquiles, para melhor posicionamento em varo e para melhorar a amplitude de
dorsiflexdo, pode ser suficiente para a melhora da marcha, em pacientes com contratura
clinicamente significativa do tornozelo, com bom quadriceps e for¢a extensora do quadril.
Intervengdes relacionadas aos quadris e joelhos ndo sdo recomendadas. As fixa¢des de coluna
assim como o monitoramento da escoliose para pacientes nao deambulantes devem ser

consideradas. (BIRNKRANT et al, 2018.)

1.3.6.6 Tratamento Medicamentoso: Ataluren e Eteplirsen

O diagndstico genético especifico tornou-se especialmente importante para avaliar e
selecionar as opgdes terapéuticas para cada paciente. Existem muitas terapéuticas em varias
fases de pesquisa e com ensaios clinicos abertos. No entanto, ha aprovacdo pelas agéncias
reguladoras de apenas dois medicamentos: Exon Skip (Eteplirsen) e PTC124 (Ataluren).
(AARTSMA-RUSS, 2016).

O Exon Skip baseia-se em varios fatores: um deles, que em cerca de dois tercos dos
casos de DMD sdo por grandes delegdes, envolvendo um ou mais exons. Por causa da
estrutura gendmica do gene DMD, muitas vezes ¢ possivel restaurar o quadro de leitura do
gene, eliminando apenas um exon, adjacente as bordas de exclusao na extremidade 5'ou 3', do
mRNA maduro. Nesta abordagem, o enquadramento de leitura translacional de um gene ¢
restaurado utilizando andlogos sintéticos de acido nucleico chamados oligonucledtidosanti-
sentido (AO) para interferir com o processamento de ARNm pré-mensageiro (ARNm). Os
AOssdos utilizados para ligar sequéncias complementares alvo no pré-mRNA, o que
influencia a maquinaria de emenda para excluir um exon (ou exons) do transcrito final.
Portanto, ao direcionar e inativar sinais que liguem os exons especificos no pré-mRNA, ¢
possivel obter uma transcricdo do gene DMD que ¢ semelhante aos transcritos selvagens.
Esses transcritos podem entdo ser traduzidos em uma proteina de distrofina vidvel, embora
removida internamente e quantitativamente reduzida, o que poderad ser a mudanga do quadro
clinico do paciente para o fendtipo mais leve.

O farmaco baseado na técnica Exon Skip ¢ denominado Eteplirsen (Exondys 51®), o

qual tem sido benéfico para pacientes com DMD com dele¢des terminando no exon 50 e



39

comecando no exon 52. Este método estd englobando os exons 53 e 45. Isso abrange cerca
de20,5% dos pacientes com DMD com mutagdes de delecao, ou 14% de todos os pacientes
com DMD, demonstrado na figura7 (LIMet al,2017).

A medicagdo ¢ administrada intravenosa e foi aprovada temporariamente pelo Food
and Drugs Administration (FDA), 6rgdo regulador dos Estados Unidos da América, em
setembro de 2016. A dose recomendada de Eteplirsen ¢ de 30 mg/Kg, administrados uma vez
por semana como uma infusdo intravenosa de 35 a 60 minutos. A eficacia do Eteplirsen no
estudo clinico fase 3 foi avaliada por quantidades de distrofina produzidas como resultado do
tratamento e pelo efeito do tratamento na deambulagdo do paciente. Em uma publicacio
recente os dados da fun¢do pulmonar de pacientes com DMD que receberam Eteplirsen se
comparam favoravelmente aos dados de historia natural publicados na literatura cientifica.
Usando esses dados comparativos, a deterioragdo da funcdo muscular respiratéria com o
tratamento com Eteplirsen, medido pela CV% p, foi a metade da observada na historia
natural. MEP% p e MIP% p também diminuiram mais lentamente em pacientes tratados com
Eteplirsen em comparacdo com a historia natural. (LUCA BELLO & ELENA PEGORARO,
2016; LIMet al, 2017;KINANE, T. BERNARD et al, 2018).

Figura 5. Esquema terapéutico com Eteplirsen.
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Fonte: Adaptado do Drug Design, Development and Therapy 2018.

O Ataluren, anteriormente conhecido como PTC124, ¢ uma molécula bioativa que
modula a maquinaria de traducdo permitindo a leitura do ribossomo de um codon de parada
prematuro para produzir distrofina funcional de comprimento total, sem afetar os cédons de
parada normais. O estudo demonstrou aumento da produgdo de distrofina em bidpsias
musculares pos-tratamento de pacientes com DMD, tratados com Ataluren. Os resultados da
Fase 2b demonstraram um efeito de tratamento de Ataluren em 6MWD (testes de fungao
cronometrada da caminhada). Este estudo foi a base para a aprovagdo temporaria de Ataluren
na Unido Europeia em 2014. Os resultados da fase 3 demonstraram um efeito de tratamento
de Ataluren em pacientes com DMD particularmente naqueles com 6MWD basal de 300-
400m. Esta medicacdo estd indicada para pacientes DMD que apresentam mutagdo nonsense,
(cerca de 15% dos pacientes diagnosticados com DMD). E uma medicagdo oral, administrada
trés vezes ao dia, sendo bem tolerada pela maioria dos pacientes. Ainda ndo tem aprovagao
pelo FDA. Atrasar o declinio ambulatorial fornece o beneficio clinico direto de proporcionar
aos meninos com DMD um periodo mais longo de autossuficiéncia. E importante ressaltar
que retardar a perda da capacidade de andar também pode ter efeitos benéficos que ndo
podem ser medidos dentro de um periodo de 48 semanas. Por exemplo, a manutengdo da
capacidade de deambular tem sido associada a preveng¢do ou ao atraso do inicio e a redugdo da
gravidade da escoliose e a necessidade de cirurgia de grande porte(NADEEM SIDDIQUIA &
NAHUM SONENBERGA, 2016).

Os avancgos dos tratamentos moleculares descritos acima ressaltam a importancia da
realizacdo de um diagndstico genético preciso em DMD. Atualmente, os pacientes com DMD
com delegdes nos exons 45, 51 ou 53 podem ser elegiveis para recrutamento em um dos
ensaios clinicos em curso. Os pacientes elegiveis para o exon 51 podem ser tratados com
Eteplirsen comercializado(Exondys 51®, SareptaTherapeutics, Cambridge, MA, EUA). Os
pacientes com mutagdes nonsense, podem ser elegiveis para tratamento com Ataluren,
comercializado como Translarna® na Unido Europeia (PTC Therapeutics, South Plainfield,
NJ, EUA). Embora o avanco desses tratamentos tenha sido minuciosamente lento na opiniao
de pacientes com DMD e suas familias, que convivem com a progressao desta doenca
incapacitante, ha razdes para esperar que a experiéncia adquirida sirva para a concepcao de
melhores ensaios clinicos, bem como um niimero crescente de novas drogas provenientes da

pesquisa pré-clinica (LUCA BELLO & ELENA PEGORARO, 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

Em 2013 foi criado o ambulatério de doengas neuromusculares, como parte do
atendimento da Neurogenética, no HUBFS. Desde entdo capacitagdes, aperfeicoamentos e
composicao da equipe estdo acontecendo, para que os pacientes tenham um atendimento mais
qualificado.

Conhecer as caracteristicas clinicas e genéticas de uma populacao de pacientes com
uma doenga rara, como a DMD, ¢ de fundamental importdncia para a compreensao de
aspectos proprios da patologia, melhor manejo clinico, possibilitar a inclusdo em ensaios
clinicos e indicagdo de novas terapias especificas, além de contribuir com a literatura
especializada.

Atualmente ndo ha na literatura relatos de caracterizagdo genética de pacientes com
DMD, da regido Norte do Brasil. Estima-se que as mutagdes genéticas ndo sdo uniformes no

Brasil, portanto € necessario caracterizar o perfil mutacional da nossa popula¢do de DMD.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil clinico-molecular de pacientes com DMD atendidos no

ambulatério de Neurogenética do HUBFS.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever e classificar o perfil clinico dos pacientes com diagnostico de DMD.
Descrever as mutagdes génicas da populacao em estudo.
Investigar a associacao do gendtipo com o fenotipo clinico dos pacientes com DMD.

Estabelecer um algoritmo para a investigagao diagnostica de DMD.
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4. HIPOTESE/PERGUNTAS NORTEADORAS

O perfil mutacional genético, dos pacientes estudados, ¢ semelhante ao encontrado na
literatura especializada?

Qual a porcentagem de mutacdes de novo esta presente na populacio estudada?

O tipo de mutagdo interfere na gravidade da doenga?

Os aspectos clinicos encontrados nos pacientes com DMD, do presente estudo,

diferem daqueles relatados na literatura?
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5. METODOLOGIA

Esta pesquisa foi um estudo retrospectivo de casos envolvendo todos os pacientes com
diagnosticos confirmados de DMD, atendidos no ambulatério de Neurogenética, vinculado a
unidade de satde da crianga e adolescente do Hospital Universitario Bettina Ferro de Souza

(HUBEFS - UFPA) no periodo de maio 2012 a abril de 2018, com faixa etaria de 3 a 25 anos.

a. CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes com DMD confirmados através de diagnostico molecular.

b. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes com DMD que ndo apresentaram diagndstico molecular. Outros tipos de

distrofias e outras doengas neuromusculares (DNM)

c. COLETA DOS DADOS

A coleta de dados para este estudo foi realizada através de levantamento dos
prontudrios clinicos (SAME/HUBFS/ICS/UFPA) de pacientes com o perfil de DMD. Foi
elaborado um formulario contendo informagodes sobre:idade de inicio da doenca, idade do
diagnostico, idade da perda da marcha, definicdo da fase clinica atual da doenca, presenca de
complicacdes cardiacas, ortopédicas e respiratdrias, tipo de mutagdo, dosagem da enzima

muscular creatinoquinase (CK) e padrdes de tratamento.

d. AVALIACAO ETICA DA PESQUISA

Esta pesquisa nao ha conflitos de interesse do pesquisador principal.

Os riscosda  pesquisa sdao oS  riscosmorais €  psicologicos, pois
envolve a identificacdo de dados genéticos das familias. Para garantir o sigilo da informacao
nao havera nenhuma identificacdo dos nomes das familias e pacientes envolvidos.

Os beneficios propostos pela pesquisa sdo para contribuir no conhecimento sobre os

pacientes com DMD, sugerir melhoras no manejo clinico dos pacientes e estimular o
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aconselhamento genético e processos educacionais das familias envolvidas, dentro dos
principios da bioética de beneficéncia e ndo maleficéncia.

Todas as familias envolvidas assinaram o termo de livre consentimento € os pacientes
o termo de assentimento, quando menores de idades.

Este projeto foi elaborado com bases na resolugdo 466/2012 e foi aprovado pelo CEP
do ICS da UFPA (anexo 01).

e. ANALISE ESTATISTICA

O processo de avaliagdo dos resultados foi analisado confrontando com a literatura. Os
dados quantitativos foram inseridos na planilha eletronica do programa MicrosoftExel
2007 e representado através de tabelas e graficos. A andlise estatistica utilizada para avaliagdo
das caracteristicas da mutacao em relagdo aos aspectos clinicos dos pacientes, foram aplicados
os testes do Qui-Quadrado, Teste Exato de Fisher, Teste G, Teste t-student ¢ Teste de Mann-
Whitney, de acordo com os critérios especificos de cada um. Em todo trabalho foi utilizado o

nivel de significancia de 5% através do pacote estatistico BioEstat 5.0 (AYRES et a/, 2007)
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICA EPIDEMIOLOGICA E CLINICA DOS PACIENTES

Neste estudo foram incluidos inicialmente 27 pacientes, do sexo masculino, todos com
fenotipo clinico de distrofia muscular de Duchenne (DMD), porém dois pacientes foram
excluidos devido a auséncia dos resultados de exames moleculares. 25 foi o total de pacientes
estudados, todos com fenotipo clinico de DMD e confirmados com exames moleculares. Os
25 pacientes fazem parte de 20 familias, 52% (13) apresentam recorréncia familiar e 48% (12)
sd0 casos Unicos na familia. A média de idade, na admissdo do paciente no servico
especializado, foi de 9,9 anos. Em 56% dos pacientes a primeira manifestacao clinica ocorreu
até trés anos de idade. Em 68% (17) dos pacientes a alteracdo da marcha ja estava instalada
até o quarto ano de vida. Apenas 32% (8) apresentaram alteracdo da marcha depois dos 4 anos
de idade e 77.7% foram para a cadeira de roda até os 10 anos de vida. Estes achados estdo

resumidos na tabela 06..

Tabela 1. Caracteristicas clinica e epidemiologica dos pacientes com DMD. Idade em anos.

Freq. %
Idade na admissao
Média e DP 9.9 3.8
Historico Familiar
Sim 13 52.0
Nao 12 48.0
Idade 12s Manifestagoes
1a2anos 9 36.0
2a3anos 5 20.0
3a4anos 3 12.0
4 a5 anos 3 12.0
5a6 anos 4 16.0
6 a7 anos 1 4.0
Alteracao de marcha
la4 18 72.0

>4 7 28.0
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ADNPM
Motor 15 60.0
Linguagem 6 24.0
Nao 9 36.0
NR 1 4.0

Fonte: Dados da Pesquisa.

De acordo com os prontuarios clinicos dos pacientes, o desenvolvimento
neuropsicomotor (DNPM) foi alterado em 60%.Foram observadas alteracdes na area motora
em 15 pacientes (60%) e 9 com alteracdo na linguagem (24%). Em 20% (5) dos pacientes foi
referidoalteracdo tanto no desenvolvimento motor como na linguagem. 36% (9) nao
apresentaram atraso do DNPM e 4% (1) ndo havia referéncia. 72% (18) tem queixa referida
de dificuldades na aprendizagem e 7 pacientes (28%) ndo apresentaram dificuldades

escolares, conforme demonstrado no grafico 01 abaixo.

Grifico 1. Atraso de Desenvolvimento Neuropsicomotor. NR ndo referido.

20

| I
0
motor linguagem aprendizagem

Hsim nao NR

Fonte:Dados da Pesquisa.

A DMD pode ser classificada clinicamente como Fase 1 (pré-sintomatica), Fase 2 e 3
deambulantes e fase 4 ¢ 5 ndo deambulante. As fases 2, 3, 4 e 5 sdo ainda subdivididas em
precoce e tardio. Neste estudo, de acordo com a evolugado clinica da DMD e até a coleta dos
dados dos pacientes, a classificacdo apresentou a seguinte distribuicdo: 52% (13) na fase 4,
ndo deambulante precoce, 20% (5) estdo nas fases 5, ndo deambulante tardio; 16% (4) na fase

3, deambulante tardio e 12% (3) na fase 2 deambulante precoce. Nenhum paciente foi
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identificado em fase 1, pré-sintomatica(grafico 2). 72% dos pacientes fazem uso de cadeira de

roda.

Grafico 2. Fase clinica da DMD

fase 2 -
0 2 4 6 8 10 12 14

Fonte:Dados da Pesquisa.

Nesta amostra os pacientes estdo distribuidos geograficamente da seguinte forma: 6
pacientes (24%) sdo procedentes da capital, regido Metropolitana de Belém, 1 paciente (4%) é
de outro estado da regido Norte do Brasil (Amapéa/Macapa), e 72% (18) estdo distribuidos por

treze municipios do estado do Para conforme representado na figura 06.
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Figura 6. Localizacao geografica dos pacientes.
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Fonte:Dados da Pesquisa.

As familias dos pacientes residentes na regido metropolitana de Belém ndo sao
relacionadas. Enquanto que nove dos dezoito pacientes que residem nos outros municipios do
Estado do Paré: Inhangapi, Igarapé-Miri, Cameta e Terra Alta estdo distribuidos em quatro
familias distintas, com a seguinte composic¢do: dois tios € um sobrinho, dois primos, dois

primos e dois irmaos, respectivamente.
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6.2 IDADE DE CHEGADA AO SERVICO ESPECIALIZADO E FATORES
EPIDEMIOLOGICOS

Considerando a expressiva extensao territorial da Regido Norte do Brasil, foi
comparada a idade de chegada dos pacientes no servigo especializado com a sua localizagdo e
a recorréncia de DMD na familia. A tabela 7demonstra que houve associagdo entre a
recorréncia familiar e a idade de chegada apenas naqueles pacientes procedentes do interior

do estado (p=0,0052).

Tabela 2. Idade de admissao no servico especializado, localizagdo geografica e historico
familiar.
Capital % Interior % Valor de p

Historico Familiar

Sim 0 0.0 13 68. 0.0052°
4
Nao 6 100.0 6 31.
6
Idade de Admisséo
Mediana e Desvio quartilico 11.5+6.0 10.0+6.5 0.1433°

aTeste Exato de Fisher. b Teste de Mann-Whitney.

Fonte:Dados da Pesquisa.

6.3 MANEJO TERAPEUTICO E TRATAMENTO ESPECIFICO

Os pacientes receberam corticoterapia em 96% (24) dos casos. Apenas 1 paciente nao
estava em uso de corticoide, trés pacientes receberam tratamento especifico com Ataluren.
80% (20/25) passaram por avaliacdo cardiaca e 48% (12/25) estavam em uso de medicacao
cardioprotetora. Nenhum paciente estava em uso de ventilagdo assistida. A avaliagdo
respiratoria ndo foi referida com regularidade na maioria dos pacientes.A avaliacao ortopédica
ndo foi referida, porém 44% (11/25) apresentavam escoliose, 36% (9/25) ndo apresentavam e

20%(5/25) nao havia relato.
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6.4 RESULTADO BIOQUIMICO E BIOPSIA MUSCULAR

Foi possivel observar uma diminuicao da média dos valores de creatinoquinase (CK)
com o aumento da idade. Foram selecionados dois grandes grupos na faixa etaria de 3 a 10
anos e acima de 10 anos com limite maximo de 15 anos. Nao haviam relatos de valores de CK

para 04 pacientes (Tabela 8).

Tabela 3. Média dos valores de CK (U/L), frequéncia e idade. NR- Nao referido.

Freq. Mediana NK Desvio Quartilico Valor de p
3al0 17 3982 2051.5 0.0600
>10 4 6900 3532
NR 4 - -
Total 25

Fonte:Dados da Pesquisa.

A biopsia muscular foi um recurso diagndstico utilizado em 16% (4) dos pacientes,
dos quais trés destes realizaram antes do ano de 2013. Apenas um paciente utilizou este
recurso no ano de 2014. Apds 2014 ndo houve mais realizagdo da biopsia como recurso

diagnostico.

6.5 RESULTADOS MOLECULARES (INDIVIDUAIS E FAMILIAS)

As analises moleculares foram realizadas através de trés laboratéorios do Brasil, sendo
um do setor publico e dois do setor privado. Em todos os laboratorios as técnicas utilizadas
foram semelhantes. O DNA genomico foi extraido a partir de sangue periférico ou saliva e
foi submetido a analise combinada de técnicas de MLPA (multiplex ligation-
dependentprobeamplification), PCR multiplex e sequenciamento de nova geragdo (NGS).

Foram encontradas 19 mutag¢des distintas: 57,8% (11/19) grandes mutagdes: dele¢des

e 42% (8/19) pequenas mutagdescomo demonstrado na tabela 9 e grafico 3.
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Tabela 4. Tipos de mutagdes e suas frequéncias

Tipo de mutagoes Freq. %
GRANDES MUTAGOES 11 57.8
Delegbes 11 100.0
PEQUENAS MUTACOES 08 42.0
Nonsense 5 62.5
Pequena delecao 1
Pequena duplicacao 1
Splice site 1
Total 19 100.0
Fonte:Dados da Pesquisa.
Grafico 3. Tipo de mutagao
Peq. Mutagbes
0 2 4 6 8 10 12

Fonte:Dados da Pesquisa.

Das 11 grandes mutagdes (delecdo) apenas uma comprometeu um Unico exon, o 45.
As 10 delegoes restantes foram de mais de um exon. Dois dos pacientes tiveram delecdo total
dos 79 exons do gene DMD. Todas as delegdes foram classificadas como frameshift, com
fenotipo clinico concordante para DMD. Nao foi encontrada nenhuma duplicagdo (Tabela 10).

A regido de maior comprometimento foi a regido distal: 63% (7/11) envolveram os exons
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localizados a partir do 44, sendo a zona mais afetada a do 45 ao 50, onde 6 (85%) das
mutagdes distais estdo localizadas (figura 7). Com relacdo as mutagdes proximais (1 ao 44
exons), apenas 3 (27%) foram classificadas como grandes mutagdes. A delecdo total de 79

exons e a regido promotora do gene DMD nao pode ser classificada nem como proximal, nem

como distal.

Figura 7. Esquema da localizag¢do das 7 mutacdes distais no gene DMD encontradas no
presente estudo.

44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Tabela 5. Grandes mutagdes

MUTACAO EXON No. FENOTIPO
del. 1 a44 Exon 1 -44 +RP 1 DMD
chX31135345-33359726 Exon 1-79 +RP 2 DMD
c.94-? 2803+? Exon 3 -21 1 DMD
ChrX32380905-32536.248 Exon 18 -37 1 DMD
€.6439-? 6614+? Exon 45 1 DMD
ChrX31.838.092-31986631 Exon 45 - 50 1 DMD
€.6439-? 7660+? del. Exon 45 - 52 1 DMD
chrX:31.947.713-31.950.344 Exon 46 - 47 1 DMD
chrX:31.645.790 - 31.950.344 Exon 46 - 55 1 DMD
del. 48-50 Exon 48 - 50 1 DMD
chrX31676107-31697703 Exon 53 - 54 1 DMD

Fonte: Dados da Pesquisa.

As pequenas mutagdes, também denominadas de mutacdo de ponto, totalizaram 42%
(8/19) da amostra total: 5 mutagdes nonsense (62.5%); 1 pequena delecdo (12,5%); 1 pequena
duplicacdo (12,5%) e 1 splice site (12,5%). Neste tipo de mutagdo a troca de uma citosina por
timina foi a mais frequente, ocorreu em 87.5% (7/8) dos casos (tabela 11). Foram
encontradas trés pequenas mutacdes ndo descritas anteriormente sendo duas mutagdes
intronicas (191 e 501) e uma mutacao no exon 3 (pequena duplicacdo), exemplificado na tabela

12.

Tabela 6. Pequenas mutagdes e suas trocas de base.

Bases Freq. %
T 7 53.8
G>A 2 15.3
G>T 1 7.6
c.131dup 1 7.6
Intronica 2 15.3
Total 13 100.0

Fonte:Dados da Pesquisa.
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Tabela 7. Pequenas muta¢des. Em negrito as mutagdes novas.

Posicao Tipo da mutagao Troca de Nucleotideo Troca de No.de
Aminoacido casos
Exon 3 Pequena duplicagao c.131dup p. GIn45Thrfs*44 1
Exon 6 Nonsense c.488G>A p. Trp163* 2
Intron 19 Pequena delegao c.2380+3_2380+5del ? 2
Exon 34 Nonsense c.4729C>T p. Argl577* 4
Exon 39 Nonsense c.5551C>T p. GIn1851* 1
Exon 65 Nonsense €.9403C>T p. GIn3135* 1
Exon 66 Nonsense c.9568C> T p. Arg3190* 1
Intron 50  Splice site c.7309+1G>T p.? 1
Total 13

Fonte:Dados da Pesquisa.

6.6 O TIPO DE MUTACAO E A EVOLUCAO CLINICA

Com o objetivo de avaliar se o tipo da mutacao interfere na evolucdo clinica, com base
em mutagdes que comprometam as regides promotoras das isoformas da distrofina,
principalmente a isoforma 140 que ¢ produzida no Intron 44 que apresenta envolvimento
cerebral, os pacientes foram divididos em dois grupos, a saber: mutagdes proximais (exon 1
ao 44) e distal (exon 44 a 79). Dois pacientes ndo puderam ser classificados devido a mutacao
de todo o gene DMD. O marcos clinicos analisado foram idade da primeira manifestagao,
atraso do DNPM, idade da perda da marcha e dificuldades na escola.

Quanto ao inicio dos sintomas, idade de perda da macha, atraso no DNPM e
dificuldade na escola ndo houve diferenga estatistica entre os pacientes com mutacdes distais

e proximais (p > 0,05). Estes dados sdo demonstrados nas tabelas 13, 14, 15 e 16.

Tabela 8. Idade da instalacdo do disturbio da marcha. Idade em anos. Mutagdo proximal (1-
44) e distal (>44). NR nao referido.

<4a % >4a % Valor de p
Proximal 9 52.9 4 50.0 0.685
Distal 6 35.3 4 50.0
NR 2 11.8 0 0.0
Total 17 100.0 8 100.0

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Tabela 9. Atraso do desenvolvimento motor

SIM % NAO % Valor de p
Proximal 7 46.7 6 66.7 0.674
Distal 6 40.0 3 33.3
NR 2 13.3 0 0.0
Total 15 100.0 9 100.0

Mutacao proximal (1-44) e distal (>44). NR nao referido.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Tabela 10. Idade de perda da Marcha.

<=10a % >10a % Valor de p
Proximal 7 50.0 2 50.0 1.000
Distal 5 35.7 2 50.0
NR 2 14.3 0 0.0
Total 14 100.0 4 100.0

a. Idade em anos. Mutagao proximal (1-44) e distal (>44). NR nio referido.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Tabela 11. Dificuldades escolares

SIM % NAO % Valor de p
Proximal 7 38.9 6 85.7 0.089
Distal 9 50.0 1 14.3
NR 2 11.1 0 0.0
Total 18 100.0 7 100.0

NR nao referido. Mutagao proximal (1-44) e distal (>44).

Fonte: Dados da Pesquisa.

Quando foram agrupados em mutagdes proximais e distais, que envolvea mutacao do
Exon 1 a 30 e a partir do Exon 30 respectivamente, e comparados com os pardmetros clinicos,

também ndo foram encontradas diferengas significantes (Tabela 17).
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Tabela 12. Avaliacdo de evolugdo clinica nos grupos proximal (1-30) e distal (>30). NR nao

referido. a Mann-Whitney. b Teste Exato de Fisher

Idade na Admissao
Mediana e Desvio quartilico
Idade alteragao da marcha
1a4anos
>4 anos

Cadeirante

Nao

Idade de PERDA DA MARCHA

Mediana e Desvio quartilico

Dif. Na escola

Linguagem

Motor

Proximal (1-30)

10.0+6.5

9.0+2.5

2
4
0

%

83.3
16.7

66.7
33.3

83.3
16.7

16.7
66.7
16.7

33.3
66.7
0.0

Fonte: Dados da Pesquisa.

Distal (>30)

9.5+57

13

14

10.0+2.0

17

%

68.4
31.6

73.7
26.3

89.5
10.5

26.3
42.1
31.6

68.4
26.3
5.3

Valor de p

0.6207°

0.6372°

0.9978"

0.8477°

0.9913°

0.6148"

0.1501°

Uma nova divisao dos grupos foi realizada, com pequenas e grandes mutacdes. As

variaveis clinicas foram idade da primeira manifestagdo, perda da marcha, atraso no

desenvolvimento neuropsicomotor (ADNPM), e dificuldades na escola.

A idade da primeira manifestacdo até os 4 anos foi de 76,9% e 66,7% para as pequenas

e grandes mutagoes respectivamente. A média de idade da perda da marcha foi de 10 € 9.5 +

2 para pequenas mutagdes e grandes mutagdes respectivamente. O atraso de DNPM, marco
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motor, ocorreu em 61,1% para as pequenas e 58,3% para as grandes mutagdes. A dificuldade
na escola ocorre em 53,8% para as pequenas mutacdes e 91,7% para as grandes mutagdes

(p=0,073), sao demonstrados na tabela 18.

Tabela 13. Comparacao da evolucdo clinica da DMD em pacientes com pequenas e grandes
mutacoes.a Teste t student. b Teste Exato de Fisher. ¢ Teste de Mann-Whitney
Pequena Mutagao % Grande Mutagao % Valordep
Idade na Admissao
Média e desvio-padrdao 10.7 +3.8 9.0+3.8 0.2792°

Idade altera¢ao da marcha

1 a4 anos 10 76.9 8 66.7 0.6728°
>4 anos 3 23.1 4 333
Cadeirante
Sim 10 76.9 8 66.7 0.6728"
Nao 3 23.1 4 33.3
Idade cadeirante
Mediana e Desvio Quartilico 10.0 £2.2 9.5+2.03.8 0.6914¢
Dif. na escola
Sim 7 53.8 11 91.7 0.073°
Nao 6 46.2 1 8.3
Linguagem
Sim 3 23.1 3 25.0 1.000°
Nao 6 46.2 6 50.0
NR 4 30.8 3 25.0
Motor
Sim 8 61.5 7 58.3 1.000°
Nao 4 30.8 5 41.7
NR 1 7.7 0 0.0

Fonte: Dados da Pesquisa.

Para avaliar o efeito do genétipo na gravidade da DMD foram analisadas quatro
grupos de mutagdes distintas (3 proximais € uma nao classificada) em 5 familias: 4 com mais

de um caso e 1 familia com apenas um caso relatado. No primeiro grupo foi analisado a



59

muta¢do no exon 34 (pequena mutacdo nonsense) que ocorreu em 4 pacientes: 3 de uma
mesma familia e 1 caso em uma familia. Foram utilizados os mesmos pardmetros clinicos
para avaliar a evolugdo clinica ou gravidade. A idade da primeira manifestagdo ocorreu em
75% até o os 4 anos, 100% (4) tiveram atraso motor, a média de idade de perda da marcha foi
de 10 anos. Porém o paciente com menor idade teve a perda de marcha mais precoce, aos 8
anos; 75% (3) referiram dificuldades na aprendizagem e apenas um paciente ndo referiu

dificuldades (Tabela 19).

Tabela 14. Evolucao clinica da mesma mutacdo em familias relacionadas e ndo relacionadas.
Mutagdao Nonsense.

MARCOS CLINICOS Paciente 1* Paciente Paciente Paciente
2k 3 4%
1*. Manifestaciio até 4 Anos SIM SIM SIM NAO
Atraso Motor SIM SIM SIM SIM
Idade Perda da Marcha > 10 SIM NAO NAO NAO
Anos
Dificuldades NAO SIM SIM SIM

na Aprendizagem

Fonte: Dados da Pesquisa.
*paciente de familia ndo relacionada. **mesma familia.

No segundo grupo formado por dois irmaos com mutacdo nonsense, no Exon 6, a
manifestagdo clinica ocorreu até o quarto ano de vida. Ambos apresentaram atraso motor, a
idade de perda da marcha foi semelhante, com média de 10,5 anos e um apresentou
dificuldades na aprendizagem e outro ndo. Um dos pacientes foi a 6bito aos 18 anos com
complicagdes respiratdrias.

O terceiro grupo foi representado por dois primos com pequena mutagao proximal no
intron 19 do gene DMD. O distarbio da marcha foi referido até os 4 anos de idade. Nenhum
apresentou atraso motor, nem dificuldades na escola. A idade da perda da marcha foi precoce
em um, aos 7 anos € o outro estd deambulando, fase 2, aos 6 anos de idade. Um dos pacientes
foi a 0bito aos 12 anos com complicagdes respiratorias.

O quarto grupo formado por dois primos, com delecdo total do gene DMD (1-79

exon), apresentou disturbio da marcha precocemente até os dois anos de idade. Ambos
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apresentaram atraso motor e dificuldades escolares. A idade de perda da marcha ocorreu em

um aos 8 anos € em outro aos 10 anos.
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7. DISCUSSAO

7.1 ASPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) ¢ um disturbio neuromuscular recessivo
ligado ao X, devido a mutagdo do gene DMD, gerando homens afetados e mulheres
portadoras. Os meninos apresentam fraqueza muscular progressiva, levando a perda da
marcha até a adolescéncia.

Os aspectos clinicos e epidemioldgicos observados no presente estudo foram: a idade
de chegada ao servigo especializado, idade da primeira manifestacdo clinica, ADNPM, idade
da perda da marcha e dificuldades na escola, correlacionando estes com a localizagdao
geografica, historico familiar conhecido e tipo da mutagao.

Foi realizado a andlise clinica e molecular de 25 pacientes com DMD, a partir de
coleta de dados de prontuarios, dos pacientes assistidos no ambulatorio de Neurogenética do
Hospital Universitario Bettina Ferro de Souza nos ultimos 6 anos. A DMD apresenta
incidéncia em torno de 1:3.500 a 1:5000 nascidos do sexo masculino. No estado do Para
nascem 140.000 criangas por ano, em torno de 70.000 meninos. E esperado 14 casos de
DMD/ano neste estado. Nossa amostra compreendeu 32% dos casos esperados. Esta baixa
amostragem pode ser justificada pela falta de um servigo de referéncia no estado e
consequentemente o nao encaminhamento ao servigo especializado pelos profissionais de
saude da rede basica. Muitos pacientes podem ter o diagnostico, mas ndo serem referenciados,
devido ao baixo conhecimento dos profissionais, sobre novas possibilidades terap€uticas e
manejos adequados para a DMD. Outra hipotese ¢ de que a regido Norte ndo apresente a
mesma incidéncia de DMD que a descrita na literatura. Esta hipdtese pode ser comprovada
com um estudo epidemioldgico e a criagdo de um banco de dados da regido, além da
capacitacdo dos profissionais da rede basica, incluindo os agentes comunitarios de saude
(ACS), para aumentar a acuracia diagndstica e referenciamento ao servi¢o especializado.

A idade de chegada ao servico especializado ocorreu em média aos 9.9 anos. Uma vez
que aos quatro anos de idade 72% dos pacientes ja estavam com o quadro de alteracdo da
marcha instalados, houve um atraso de cinco anos. Uma idade tardia comparada com outros
estudos como o de HUFTON et al 2017. No Brasil estudos epidemiologicos sdo raros, mas
um estudo no Rio de Janeiro, mostrou que a idade média dos primeiros sintomas foi de 2 anos

e 11 meses de idade e a média do diagnostico definitivo de 6 anos e 10 meses, mostrou ainda
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que casos com recorréncia familiar chegam mais cedo no servigo especializado (MOREIRA
et al, 2009).

Com a hipotese de que a distancia do servico especializado seria um fator
determinante no retardo do diagndstico ou de dificuldade no acesso ao servigo especializado
em nossa regido, foi analisado a localizagdo geografica do paciente e recorréncia familiar. Foi
demonstrado que houve associacdo entre a recorréncia familiar e a idade de chegada ao
servico especializado, apenas naqueles pacientes procedentes do interior do estado
(p=0,0052), ou seja, o fator determinante para o diagnostico mais cedo foi a recorréncia
familiar, concordando com o estudo de Moreira et a/(2009). Em paises desenvolvidos como o
Reino Unido, mesmo com populacdes em condi¢des socioecondmicas diferentes, a média de
idade do acesso ao diagnostico € de 3,5 a 4 anos. (HUFTONet al, 2017). Na Italia um estudo
mostrou que o diagnostico ocorre em média aos 5 anos. (RYDERet al,2017).

O atraso do DNPM foi observado em 60% dos pacientes, este dado pode ser um sinal
de alerta para a identificacdo precoce de pacientes, mesmo sem histérico familiar conhecido.
As alteragdes de linguagem também foram encontradas em 24% dados concordantes com a
literatura. Krajewska (1997) realizou um estudo na Poldnia, em 129 criangas com DMD e foi
demonstrado que o desenvolvimento motor foi atrasado em 58% dos casos. Pascual et
al.(1982) revisou 37 pacientes com DMD na Espanha e comprovou que o atraso do DNPM ¢
muitas vezes o primeiro sinal da doenga, em sua amostra 86% dos pacientes andaram apos 0s
14 meses. Em um estudo brasileiro na regido Nordeste do Brasil 35.6% dos pacientes
apresentaram atraso motor. (ROCHA, 2011). Esses dados reforcam a importancia da
vigilancia do desenvolvimento infantil e a necessidade de capacitagdo periddica dos pediatras
e médicos generalistas.

A maioria dos pacientes analisados estdo classificados como ndao deambulantes, 72%,
com idade média de 9.5 anos, dados divergentes da literatura como em um estudo global onde
a mediana de perda de marcha ¢ de 10 anos para o grupo sem corticoide KOEKS et al 2017.
Alguns fatores podem estar relacionados com este resultado: a mediana de idade dos
pacientes, que ¢ de 10.0 a 11.5 + 6.5, outro fator que pode estar influenciando este resultado ¢
0 acesso tardio ao servico especializado, e consequentemente o atraso no inicio dos manejos
terapéuticos adequados, como o uso de glicocorticoide. Apesar do uso de corticoide ser uma
pratica realizada em 96% dos pacientes. Este manejo terapéutico ndo demonstra um impacto

na mudanga do curso de perda da marcha na populacido estudada. Na literatura mundial ¢
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comprovado que a perda de deambulag¢do em pacientes tratados com corticosteroides foi de 13
anos (KOEKSet al,2017)

A DMD apresenta uma alta taxa de incapacidade cognitiva e de aprendizado, bem
como distirbios neurocomportamentais, alguns dos quais foram associados a ruptura das
isoformas da distrofina (BANIHANI et a/, 2015). Em nossa casuistica ndo foi realizada
avaliagdo formal de coeficiente de inteligéncia (QI), nem avaliagdo neurocomportamental,
porém era referido no prontuario, se as dificuldades escolares estavam presentes ou ausentes,
a partir da observacdo clinica e informagdo dos familiares. Em 72% (18) pacientes havia
queixa de dificuldades na aprendizagem, bem acima das encontradas na literatura. Estudos
referem em torno de 30%. Banihaniet al 2015 encontrou 44% e 26% por Ricottiet al 2016.
Em um estudo brasileiro Rocha em 2011encontrou 54.2%.Este fato pode ser justificado, em
nossa amostra, pela ndo realizagdo de testes neuropsicoldgicos para a identificagdo exata de
deficiéncia de QI e outros transtornos neurocomportamentais, que possam influenciar na

aprendizagem, como o déficit de ateng@o.

7.2 ASPECTOS MUTACIONAIS

A realizagdo do diagnodstico molecular ocorreu em 100% dos pacientes estudados.
Foram encontradas 19 mutacdes distintas: 57.8% (11/19) grandes mutacdes, todas delegdes, e
42% (8/19) pequenas mutacdes, entre as pequenas mutagdes, as mutacdes nonsense foram a
de maior frequéncia (26.3%), dados que comparados com a literatura mundial sdo
divergentes. Bladen et al 2015 no maior banco de dados mundial TREAT-NMD encontrou
79% de grandes mutacdes e 11% pequenas mutacdes, desse total 10% foram as mutacgdes
nonsense. Vieitez et al 2017em um estudo espanhol encontrou 46.1% de grandes mutacdes e
34.2% de pequenas mutacdes, 17.3% foram as nonsense. Em um estudo brasileiro em 2017, ja
foi sugerido a possibilidade da regido Nordeste do Brasil apresentar uma maior incidéncia de
mutagdes nonsense. Foi encontrado 27.7%, dado que ¢ concordante com nossa amostra,
sugerindo fortemente, que ha possibilidades de um perfil mutacional diferente, para as
mutacoes nonsense, na regiao Norte ¢ Nordeste do Brasil, em relacao ao restante do pais. Este
aspecto mutacional diferente pode estar associado ao fluxo migratério (ALMEIDAetal 2017).

As mutac¢des novas compreendem um percentual muito elevado 57.8% (11/19) quando

comparados a outros estudos e, deste total 27,2% (3/11) sdo pequenas mutagdes. Vieitez et al
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2017, por exemplo, encontraram somente 10% de mutacdes novas. Essa porcentagem elevada
em nossa casuistica, provavelmente se deve pelo nimero amostral pequeno.

Em relacdo a localizagdo das mutagdes no gene DMD, a porg¢ao distal abrigou o maior
numero de mutagdes. A maioria destas mutacdes ocorreu na regido compreendida entre os
exons 45 e 50, sendo considerado pela literatura um Hotspot para a ocorréncia de mutagoes.
Em rela¢do ao nimero de exons envolvidos apenas um paciente apresentou a delecdo de um
unico exon, o 45. Neste paciente observa-se que a idade da primeira manifestacao foi precoce,
até os dois anos de idade e ndo apresentou atraso motor, nem de linguagem. O paciente tem
12 anos, estd deambulando, sugerindo um fen6tipo menos grave. Dados concordante com a
literatura. Pacientes com uma unica delecdo, do exon 45, mostraram um aumento da

sobrevida em contraste com outras dele¢des de exons unicos (KOEKS, 2017).

Neste estudo foi verificado localizagdo da mutacdo (proximal e distal) e o tamanho
(grande ou pequena) se podem ou ndo estar relacionada com a gravidade da DMD. Foram
avaliados quatro critérios, a idade de perda da marcha, idade da primeira manifestagao clinica,
presenca de ADNPM e dificuldades escolares. A idade de perda da marcha até os 10 anos foi
de 50% para o grupo proximal e 35% para distal, ja a perda de marcha apds os 10 anos de
idade foi semelhante para os dois grupos 50% em cada, mantendo a média de idade de 9 anos
para as proximais e 10 anos para distais. Nao foram encontrados valores estatisticamente
significativos. O tamanho reduzido da amostra pode ter interferido nesta andlise. A literatura
relaciona a mutagdo distal, com o desempenho cognitivo ruim, devido a destrui¢ao das

isoformas da distrofina Dp140 e Dp71 (WINGEIERet a/,2009).

Para verificar se a heterogeneidade de mutagdes do gene DMD pode ser comparada
com a heterogeneidade clinica da DMD, foram analisadas quatro grupos de mutagdes distintas
(trés proximais e uma nao classificada) em 5 familias: 4 com mais de um caso e uma familia
com apenas um caso relatado. No primeiro grupo foi analisado a mutacdo do Exon 34
(pequena mutagdo nonsense), que ocorreu em 4 pacientes: 3 de uma mesma familia e 1 caso
em uma familia distinta. Dois destes pacientes com acesso ao tratamento em fase tardia,
depois de 12 anos, e um com acesso ao tratamento aos 6 anos. O paciente com acesso ao
tratamento com idade mais precoce perdeu a marcha mais cedo, aos 8 anos, enquanto que os
demais mantiveram a perda da marcha com média de idade de 10.6 anos, sinalizando que

outras causas podem estar associadas com a idade da perda da marcha, fato este ja referido na
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literatura. E provavel que fatores genéticos estejam implicados na evolucdo da doenca, mas

fatores sociais e culturais influenciam no acesso ao tratamento (HUFTON & ROPER,2017).

A taxa de pacientes com dificuldades na aprendizagem foi elevada, mesmo sendo
apenas uma referéncia dos pais e a observagao clinica. Este dado deve ser melhor esclarecido
com a ampliagdo desta investigacdo com uso de instrumentos para avaliagdo
neurocognitiva/comportamental. Entre estes pacientes encontra-se 01 pacientes com a
mutacao distal (Exon 66), ¢.9568C>T, promovendo a substitui¢do do aminoacido arginina na
posi¢ao 3190 e gerando um codon de parada (nomsense). Esta variante ja foi descrita
previamente e associada a DMD e deficiéncia intelectual (DI) grave, por estar relacionada a
mutag¢do da Dp71. O paciente relatado apresenta clinica compativel com DI grave, pois aos
nove anos apresentava atraso importante na fala e alteracdes comportamentais, além disso
apresentou atraso motor, iniciando a marcha apds os 3 anos de idade, estes dados sdo
concordantes com a literatura (MOIZARDet al, 2000).

A analise mutacional dos pacientes ¢ fundamental para o aconselhamento genético das
familias, correlacionar com a heterogeneidade clinica, podendo em alguns casos, predizer
maior ou menor gravidade e auxiliar na tomada de decisdes para o melhor manejo terapéutico.
Em nossa amostra foram identificados trés pacientes (12%), com indica¢do para a nova
terapia com Ataluren. Atualmente a literatura ¢ unanime em concordar que o diagndstico
molecular ¢ imprescindivel para a DMD, e deva ser realizado precocemente. Baseado neste
conhecimento, ¢ proposto um novo algoritmo diagndstico para DMD.(Figura 8). O
diagnostico precoce se faz necessario para um melhor manejo clinico e possiveis propostas
terapéuticas, dessa forma propomos um algoritmo para diagndstico precoce de DMD. (Figura

9).
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Figura 8. Algoritmo de diagndstico de DMD
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Figura 2. Proposta de Algoritmo para diagnostico precoce de DMD
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8. CONCLUSAO

E necessario diminuir o atraso no diagndstico e o tempo de chegada dos pacientes ao
servico especializado, para diminuir complicagdes clinicas, promover mudangas na evolugao
natural da doencga, com o acesso a novas terapias e manejos adequados, promovendo uma
maior e melhor qualidade de vida.

A distrofia Muscular de Duchenne, trata-se de doenca rara, grave e com grande
heterogeneidade clinica, por isso € necessdrio a atuagdo de equipe multidisciplinar com
treinamento especifico.

O diagnodstico molecular ¢ hoje indispensavel para oportunizar os pacientes as novas
terapias e para possiveis ensaios clinicos, bem como para promover o aconselhamento
genético familiar. Neste grupo de pacientes, trés (12%) dos pacientes tem indicacdo para uso
de Ataluren, uma das novas terapias.

Este estudo ¢ de grande importancia para os pacientes, pois serdo beneficiados com
melhor manejo clinico, a partir do conhecimento que foi adquirido e a promocao de agdes
para a melhoria do atendimento especializado.

O registro do perfil mutacional deste grupo de pacientes ¢ inédito na Regido Norte do

Brasil, contribuindo com dados epidemioldgicos de grande valor para a literatura brasileira.
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APENDICE 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
BASEADO NAS DIRETRIZES DA RESOLUCAO CNS N°466/2012, MS.
Prezado (a) Senhor (a)

Esta pesquisa é sobre CARACTERIZACAO CLINICO-MOLECULAR DE
PACIENTES COM DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE EM UM SERVICO
ESPECIALIZADO NO ESTADO DO PARA e estd sendo desenvolvida por mestranda
RAIMUNDA HELENA FERREIRA FEIO, do programa de pés-graduacio em andlises clinicas
da Universidade Federal da Para, sob a orientacdo do (a) Prof. Dr. Luiz Carlos Santana da Silva.

Os objetivos do estudo sdo caracterizar o perfil clinico-molecular de pacientes com
DMD atendidos no ambulatério de neurogenetica do HUBFS. A finalidade deste trabalho € para
identificarmos os pacientes com distrofia de Duchenne que podem beneficiar-se de novos
tratamentos. Serdo coletados dados clinicos e resultados de exames laboratoriais e genéticos
que ja tenham sido realizados pelo paciente.

Informamos que essa pesquisa leva a risco morais e psicologicos, tais como a
identificagdo algumas mulheres com a condi¢io portadores da mutagcdo, ou seja, que possui a
mutac@io sem manifestacdo, as quais sdo as responsdveis pela transmissdo da patologia para seus
filhos, assim como a identificacio do tipo da mutac@o nos pacientes e a indicacdo de tratamento
especifico. Mas para garantir o sigilo da informagéo, ndo haverd nenhuma identificacdo dos
nomes das familias nem dos pacientes envolvidos na mesma, estando desta forma protegida a
individualidade de cada um.

O comité de ética em pesquisa em seres humanos, ao qual analisa esta pesquisa é do
Instituto de Ciéncias da Satide da Universidade Federal do Para (CEP- ICS/UFPA) — complexo
de sala de aula/ICS — sala 13 — Campus Universitdrio. 01 Guamd. CEP 66.075-110 Belém-Para.
Tel.: 3201-7735. E-mail: cepcs@ufpa.br

Solicito sua autorizacdo para apresentar os resultados deste estudo em eventos da area de
satide e publicar em revista cientifica nacional e/ou internacional.

Esclarecemos que a participaciio de seu filho no estudo é voluntdria e, portanto, o(a)
senhor(a) ndo é obrigado(a) a fornecer as informacdes ou colaborar com as atividades
solicitadas. Caso decida nao participar do estudo, ou resolver a qualquer momento desistir do
mesmo, nao sofrerd nenhum dano, nem havera modificacido na assisténcia que vem recebendo
na Instituicio. A pesquisadora estard a sua disposicao (91 988770137; helena.feio@gmail.com)
para qualquer esclarecimento que considere necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Assinatura do (a) pesquisador (a) responsavel

Considerando, que fui informado(a) dos objetivos e da relevancia do estudo proposto, de como
serd minha participacdo, dos procedimentos e riscos decorrentes deste estudo, declaro o meu
consentimento para que meu filho participe
da pesquisa, como também concordo que os dados obtidos na investigacio sejam utilizados para
fins cientificos (divulgacdo em eventos e publicacdes). Estou ciente que receberei uma via desse
documento.

Belém, de de

Assinatura do participante ou responsavel legal
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APENDICE 2

PROTOCOLO DE PESQUISA
DATA: / / ID: —-mmemeeeee Prontuario:
DN: / / ID DE ADMISSAO SERVICO:
DATA DA ADMISSAO: / /

LOCALIZACAO: (procedéncia)

CLINICO/ EPIDEMIOLOGICO:

IDADE DA 1A. MANIFESTACAO CLINICA:

IDADE DA ALTERACAODA MARCHA:

ADNPM ( ) MOTOR ( ) LINGUAGEM

HISTORICO FAMILIAR: ( )Néao ( ) Sim

MEDICACAO: ( )Nio () Sim

CARDILOGIA:

ULTIMA AVALIACAO: / / Local:
Medicagdo: ( )Nao ( ) Sim

VENTILACAO NAO INVASIVA: ( )Ndo ( ) Sim

DIAGNOSTICO:

CK/IDADE

BIOPSIA MUSCULAR/ANO: ( )Nao ( ) Sim

DIAGNOSTICO MOLECULAR:
MUTACAO | POSICAO | PEQUENA | SUBTIPO | TROCA DO TROCA DO DATA DO
ou DE | NUCLEOTIDEO | AMINOACIDO | EXAME
GRANDE | MUTACAO MOLECULAR

MUTACAO




EVOLUCAO CLINICA

CADEIRANTE: ( )Nao ( )Sim qual idade? (ANOS)

ESCOLIOSE: ( )Nao ( )Sim qual idade? (ANOS)

VENTILACAO ASSISTIDA: ( )Ndo ( ) Sim

DIF. ESCOLAR: ( )Nao ( )Sim

ALTERACAO DE COMPORTAMENTO: ( ) NAO ()SIM

TRATAMENTO
CORTICOIDE: ( )Nio ( )Sim

ESPECIFICO: ( )Nao ( )Sim

CLASSIFICACAO CLINICA:

()fase1( )fase2 ( )fase3 ( )fased ( )fase5
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ANEXO 1

DETALHAR PROJETO DE PESQUISA

— DADOS DA VERSAO DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo siPnsqulsa: CARACTERIZAGAO CLINICO-MOLECULAR DE PACIENTES COM DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE EM SERVICO ESPECIALIZADO NO ESTADO
DO PARA.

Pesquisador Responsavel: RAIMUNDA HELENA FERREIRA FEIO
Area Temética:

Versdo: 1

CAAE: 84000217.6.0000.0018

Submetido em: 27/02/2018

Instituigdo Proponente: Instituto de Ciencias Bioldgicas

Situagdo da Versao do Projeto: Aprovado

Localizagado atual da Versao do Projeto: Pesquisador Responsavel
Patrocinador Principal: UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

Comprovante de Recepgao: I@ PB_COMPROVANTE_RECEPCAQ_988827

— DOCUMENTOS DO PROJETO DE PESQUISA

~ [ Versdo em Tramitag&o (E1) - Versao 2 Tipo de Documento Situagao Arquivo Postagem Acbes
~ ([ Emenda (E1) - Verséo 2
» [ Curriculo dos Assistentes
v [:j Documentos do Projeto
[CJ Comprovante de Recepgdo - Submissa,
[ Declaragao de Instituigao e Infraestrutu
[ Declaragao de Pesquisadores - Submis
() Folha de Rosto - Submiss&o 1
() Outros - Submissao 1
(2 Projeto Detalhado / Brochura Investigac
() TCLE/ Termos de Assentimento / Justif
» [ Versdo Atual Aprovada (PO) - Versdo 1
» [ Projeto Completo
< 3
—  LISTA DE APRECIAGOES DO PROJETO
& Pesquisador & z a " Exclusiva do Acbes
jacio ¥ % - s i0 ¥ : : &
Apreciagtio Responsavel ¥ Varséio Centro Coord. ¥ %
RAIMUNDA
E1 HELENA Em Edico APErFrT
FERREIRA FEIO
RAIMUNDA
PO HELENA 1 27/02/2018 08/05/2018 Aprovado Nao P 2
FERREIRA FEIO
~ HISTORICO DE TRAMITES
Apreciagdo Data/Hora Tipo Tramite Versido Perfil Origem Destino Informagdes
UFPA - Instituto de Ciéncias da
PO 9810°/2018 | parecer liberado | 1 c Satde da Ur Federal do  PESQUISADOR
Para
UFPA - Instituto de Ciéncias da UFPA - Instituto de Ciéncias da
PO ADIOIZ0NE,| Parecerdo: wis: |7 Coordenador | Satide da Universidade Federal do | Saude da Universidade Federal do
. 9 Para Para
UFPA - Instituto de Ciéncias da UFPA - Instituto de Ciéncias da
PO Ro/GraME| Parscer doiilatid [ Coordenador | Satide da Universidade Federal do | Satde da Universidade Federal do
- Para Para
08/05/2018 Aceitagao de UFPA - Instituto de Ciéncias da UFPA - Instituto de Ciéncias da
PO 12:27:33 Elaboragao de 1 Coordenador | Satde da Universidade Federal do | Satde da Universidade Federal do
i Relatoria Para Para
03/04/2018 Confirmagao de UFPA - Instituto de Ciéncias da UFPA - Instituto de Ciéncias da
PO 12:47:33 Indicagao de 1 [of or | Saude da Universidade Federal do | Saude da Universidade Federal do
e Relatoria Para Pard
& UFPA - Instituto de Ciéncias da UFPA - Instituto de Ciéncias da
PO ?geg%gm :ged!‘;‘ag?;“ 1 Coordenador | Satde da Universidade Federal do | Satde da Universidade Federal do
Para Para
01/03/2018 UFPA - Instituto de Ciéncias da UFPA - Instituto de Ciéncias da
PO 09:45:58 Aceitagao do PP 1 Secretaria Salde da Universidade Federal do | Satide da Universidade Federal do
; Para Para
«ll« (o] 1a 10 de 16 reg: ) »_»»

http:/plataformabrasil.saude.gov.br/visao/pesquisador/gerirPesquisa/gerirPesquisaAgrupador.jsf
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26/05/2018

Apreciagdo | Data/Hora Tipo Tramite

) 27/02/2018 | Submetido para

22:49:23 avaliagdo do CEP
b =

PO gg/ggggw Rejeigao do PP

PO 22/02/12018 | Submetido para
11:00:48 avaliagdo do CEP

LEGENDA:

(*) Apreciagao
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Plataforma Brasil

Versio Perfil Origem
Pesquisador
1 Principal PESQUISADOR
UFPA - Instituto de Ciéncias da
1 Secretaria Saude da Universidade Federal do
Para
Pesquisador
Principal PESQUISADOR
«ell « Ocorréncia 1 a 10 de 16 registro(s)

Destino Informagées

UFPA - Instituto de Ciéncias da
Salde da Universidade Federal do
Para

o TCLE deve conter os dados
para contato do pesquiVer mais
>>

PESQUISADOR

UFPA - Instituto de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do
Para

»_ »»

PO = Projeto Original de Centro Coordenador
E = Emenda de Centro Coordenador
N= Notificagdo de Centro Coordenador

POp = Projeto Original de Centro Participante
Ep = Emenda de Centro Participante
Np = Notificagéo de Centro Participante

POc = Projeto Original de Centro Coparticipante
Ec = Emenda de Centro Coparticipante

Nc = Notificagéo de Centro Coparticipante

(*) Formagéo do CAAE

Ano de submissdo do Projeto

Codigo do Comité que esta
analisando o projeto

I—T—l

Tipo do centro

St

a[s[n[n[nls[=]-[ov[- ¢

[ [ e]r]

‘Sequencial para todos os Projetos
submetidos para apreciacao

;l—}

Sequencial, quando
estudo possui Centro(s)
Participante(s) e/ou Coparticipante(s)

Digite verificador

Voltar

http://plataformabrasil.saude.gov.br/visao/pesquisador/gerirPesquisa/gerirPesquisaAgrupador. jsf
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ANEXO 2

26/05/2018

Registro civil
Ano: 2016 v © Fonte

A Notas

Ef
TABELA

Para
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IBGE | Brasil em Sintese | Para | Pesquisa | Registro civil | Casamentos

[ b 4 =
SERIE  CARTOGRAMAS RANKING

HISTORICA

Adicionar Adicionar
comparagéo ¥ comparagéo v

v CASAMENTOS

v REGISTRADOS
NO ANO

Lugar do
registro

33.773

casamentos

+ DIVORCIOS

v+ JUDICIAL

v 1°instancia

LUGAR DA
ACAO DO
PROCESSO

divércios

+ POR
ESCRITURA
PUBLICA

Tabelionato
de notas

1.914

divércios

+ NASCIDOS VIVOS

v OCORRIDOS NO
ANO

v Lugar de
residéncia da
mae

+ LOCAL DE

NASCIMENTO

Hospital

125.428

121.266

pessoas

pessoas

v REGISTRADOS

https://cidades.ibge.gov.br/brasil/pa/pesquisa/20/0
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26/05/2018 IBGE | Brasil em Sintese | Para | Pesquisa | Registro civil | Casamentos

Lugar do
registro

Lugar de
residéncia da
mae

143.533

142.980

pessoas

pessoas

+ OBITOS

v OCORRIDOS NO
ANO

> Lugar de
residéncia do
falecido

> Lugar do
registro

32.138

pessoas

pessoas

+ OCORRIDOS E
REGISTRADOS
NO ANO

v Fetais

LUGAR DE
RESIDENCIA
DA MAE

https://cidades.ibge.gov.br/brasil/pa/pesquisa/20/0

675

pessoas

2/2
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