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RESUMO

Na Distrofia Miotdnica do fipo 1 (DM1) a gravidade da doenca, em seus
multiplos aspectos sistémicos, tem sido correlacionada com a expanséo de tripletos CTG
no cromossomo 19. A doenga € heterogénea, com expressdo clinica muito variavel.
Foram objetivos do estudo avaliar a eficacia da EMG no diagnéstico de DM1 e os
musculos mais significativos para deteccdo de miotonia elétrica (ME); correlacionar as
anormalidades na EMG (grau de ME) com a expanséo de tripletos CTG nos leucécitos e
com o grau de miopatia clinica; correlacionar o grau de miopatia clinica com a expanséo
de tripletos CTG nos leucécitos; comparar o grau da expanséo do DNA e o grau de
miopatia com o tipo de heranga (materna ou paterna), avaliar as VCNs sensitivas e
motoras e o reflexo H nas populagdes com DM1 definida e de seus familiares, em relagao
a dados de nomatizagdo da literatura; avaliar a freqléncia e as caracteristicas de
neuropatia periférica na DM1. Examinamos 47 individuos, com diagnéstico clinico de DM
e individuos assintomaticos ou com minimos sinais, pertencentes a familias de portadores
de DM. Foi utilizada uma escala especifica para graduagio clinica do acometimento
muscular, concordante com o gradiente distal-proximal da miopatia na DM1. A ME foi
graduada na EMG de acordo com escala especifica para esta finalidade. Cinco
velocidades de condugdo sensitivas e cinco motoras e o reflexo H foram estudados em
cada paciente. O DNA leucocitério foi analisado em todos os individuas pela técnica do
PCR longo. Quarenta e cinco sujeitos tiveram o diagnostico de DM1 ao final da avaliagao.
Nos dois restantes, o exame clinico, a EMG e a analise do DNA foram normais, porém em
um deles foi observado leve aumento da CK. Miopatia miotonica foi diagnosticada na
EMG em 44 sujeitos. A EMG deve ser considerada um bom instrumento diagnéstico na
DM1, sendo especialmente util nos individuos assintomaticos ou com minimo
acometimento, pertencentes a familias de portadores da doenga. A eficiéncia diagnéstica
da EMG para definicao de miopatia miotnica foi igual a 97,7% no grupo estudado. ME foi
mais frequente ¢ intensa nos musculos da mao (presente em 85 a 91% dos pacientes) e

no tibial anterior (em 81%). A selecdo e numero dos musculos examinados sdo

xxiti



RESUMO

fundamentais para o diagnostico inequivoco de DM1 e deve incluir masculios proximais e
distais dos membros superiores e inferiores e face. Os individuos com minimo
acometimento ou assintomaticos, pertencentes a familias de portadores de DM1, devem
ser submetidos a EMG, dosagem de enzimas musculares e exame genético antes de ser
afastado este diagnéstico. N&o encontramos correlacdo significativa entre os graus de ME
e o nimero de repeticdes CTG. Néo verificamos também correlagdo significativa entre o
numero de repeticdes CTG e o grau de miopatia ciinica. Ndo houve correlagdo positiva
entre heranga materna ou paterna e o tamanho da expansdo e ndo houve correlagio
entre o grau de miopatia e o tipo de heranca. Estas observagtes devem ser consideradas
no aconselhamento genético, ndo sendo possivel predizer o grau de miopatia baseado na
andlise do DNA. Os graus de ME correlacionaram-se significantemente com a gravidade
da miopatia clinica, expressa por escala de disfungéio muscular. Nao houve significancia
estatistica para o efeito da medicagio sobre o grau de ME apbés o ajuste para as
covariaveis idade e grau de miopatia. As medidas de posigdo e disperséo encontradas no
estudo das VCNs sensitivas e motoras e o reflexo H nas populagbes de DM1 e de seus
familiares foram semelhantes as definidas na literatura. Foram mais frequentes,
entretanto, na populacdo estudada, reflexo H anormal (em 53,1% sujeitos) e redugéao das
amplitudes dos PAMCs nos nervos fibulares e/ou medianos (em 23,4% dos individuos).
Estas observacdes podem ser secundarias & miopatia @ ndo necessariamente a NP.
Neuropatia periférica tem sido relatada como parte do quadro clinico da DM1, expressa
sobretudo como PN, de predominio axonal. No nosso estudo a ENG detectou NP com
acometimento difuso em 12 individuos (23,5%); na maioria destes casos, observamos
axonopatia sensitivo-motora, de grau leve a moderado. Quatro pacientes eram diabéticos,
um tinha deficiéncia de acido félico. Nos demais nenhuma outra etiologia evidente de NP
foi encontrada. O tipo e a intensidade de NP foi similar & encontrada na literatura.
Considerando as limitagdes clinicas para estabelecer o diagnéstico de NP na DM1, a

ENG & um método diagnéstico fundamental para definicio de neuropatia nestes doentes.

Xxiv
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1. INTRODUGCAO



1.1. BREVE HISTORICO SOBRE AS SINDROMES MIOTONICAS

Esta sinopse historica sobre as sindromes miotbnicas teve como fontes
bibliograficas a monografia de HARPER, 1979, e o arligo de MISHRA, 1995,
complementadas por publicagdes recentes que citamos neste estudo. Tem como objetivo
permitir uma visdo epistemologica da doenca em foco nesta tese.

1876, Thomsen — Faz a descricdo da miotonia congénita hereditaria, benigna
e ndo evolutiva em sua familia com 20 afetados. Aponta as principais caracteristicas da
doenga: a rigidez miotdnica, o carater ndo progressivo e a heranga dominante.

1886, Erb — Escreve a monografia sobre a miotonia de Thomsen, incluindo os
estudos da reacdo elétrica e da histologia muscular. Observa heterogeneidade genética e

atrofia muscular, Possivelmente, na casuistica estaria incluida doenga diversa daquela de

Thomsen.

1886, Eulenburg — Descreve uma familia de 19 membros com miotonia
induzida pelo frio, associada a episodios transitorios de paralisia muscular, posteriormente

denominada paramiotonia congénita.

1888, Dana — Registra caso de miotonia difusa em um jovem que evoluiu com
ptose palpebral, impoténcia, retinopatia e deterioragdo mental. A biopsia do musculo

supinador evidenciou nlcleos internos.

1896, 1900, Hoffmann — Relata casos com déficit e atrofia de musculos da
face, do esternocleidomastoideo e da musculatura do antebrago, assim como miotonia da

eminéncia tenar.

1802, Rossolimo - Designa como miotonia atréfica, caso de paralisia
progressiva de musculos da face, dos membros superiores e inferiores, associada a

miotonia e, na biopsia muscular, cadeia de nucleos internos.

Introdug&o 27



1905, Nonne — Enfatiza a combinagéo de miotonia com distrofia muscular.

1909, Steinert; Batten & Gibb - Em publicacdes independentes, estabelecem e
individualizam a miotonia atréfica como doenga.

Steinert descreveu nove casos. No que diz respeito aos aspectos clinicos da
doenga, chamou atengdo para a distribuigio caracteristica da fraqueza e atrofia muscuiar,
com acometimento dos musculos faciais e dos esternocleidomastdideos, ptose e
envoivimento preferencial dos mdsculos dos antebragos. Relatou comprometimento de
mtsculos da laringe, auséncia de reflexos osteotendinosos, _hipoestesia distal e atrofta
testicular em alguns dos seus casos. Um deles foi autopsiado e, na histopatologia do
musculo, ele observou fibrose e alteragdes degenerativas das fibras musculares e atrofia
dos fusos.

Steinert acreditava que a atrofia seria secunddria & miotonia. Batten & Gibb,
entretanto, estavam mais convecidos de que tratava-se de doenga degenerativa distinta
da miotonia congénita. Estes descreveram cinco casos iniciaimente, chamando atengéo
para a miotonia das mé&os, para a fraqueza dos musculos faciais e atrofia dos
estemocleidomastoideos. Além disto, reviram a literatura e encontraram 15 casos,
incluindo os j& citados, que, para eles, tratariam-se “miotonia atréfica”.

1911, Greenfield — Escreve sobre a catarata no contexto da doenga e seu
aparecimento isolado, em familiares nao afetados pela miotonia.

1911, Kennedy & Obendorf - Reforgam a associagéo de catarata e miotonia
atréfica em um paciente.

1912, Curschmann — Refere-se & miotonia atréfica como doenga sistémica,
tendo sua observagdo apoiada pela sua associagdo com catarata, atrofia testicular e

alteragdes mentais.
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1918, Rohrer — Observa casos familiares e ndo familiares da distrofia
miotdnica (DM), detalha anormalidades histopatolégicas no musculo.Relata apatia em
alguns.

1918, Fleischer — Estabelece, de maneira indiscutivel, a catarata como sinal
de ligagéo entre individuos de diferentes gera¢des de familias de afetados pela DM.

1923, Adie & Greenfield — Consideram a DM como doenga neurologica
degenerativa e hereditaria.

1937, Maas & Paterson ~ Documentam inteligéncia reduzida em 17 pacientes
entre 29 avaliados e falta de iniciativa em outros.

1944, Evans — Demonstra alteracdes cardiacas na DM.

1947, Black & Ravin: 1948, Thomasen — Relatam séries de necropsias de DM
demonstrando anormalidades erﬁ diversos orgdos (atrofia e fibrose testicular,
acometimento cardiaco e de musculos lisos). Além disto, Thomasen confirma inteligéncia
reduzida e alteracbes de personalidade nesta doenca, em estudo compreendendo 100
pacientes.

1950, De Wind & Jones — Referem os defeitos de condugdo como os mais
freqlientes disturbios cardiacos na DM.

1954, Mohr — Suspeita de possivel ligacdo genética entre a DM e o grupo
sanguineo “Lutheran’.

1957, Becker — Observa que a maioria das familias com miotonia congénita
apresentava heranca recessiva. Enfatiza também que na forma recessiva a miotonia era
mais generalizada que na doenca de Thomsen e a nomeia ‘miotonia recessiva
generalizada”.

1960, VANIER — Descreve a forma congénita da DM e sua associagao com

heranga materna.
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1966, Lipicky & Bryant - Notam que diminuindo a condutancia do cloro,
através de agentes farmacolégicos especificos, era induzida hiperexcitabilidade de
membrana celular e descargas miotdnicas. O gene do canal de cloro do musculo
esquelético passa a ser um gene candidato para o defeito na miotonia congénita.

Nos anos que se seguem, prosseguem as descrigdes dos aspectos clinicos,
eletrofisiologicos e histolégicos na DM.

1971, Renwick et al. e 1972; Harper et al. — Confirmam a ligagéo genética
entre a DM e grupos sanguineos (“Lutheran” e locus secretor ABH).

1983, O’ Brien et al. — Demonstram ligag&o entre o locus da DM e da enzima
peptidade D, com provavel ligacao no cromossomo 19.

1983, Davies et al. — Confirmam o locus da DM no cromosso 19 usando
polimorfismos de DNA.

1985, SHAW et al. — Localizam o gene da apelipotroteina C2 no cromossomo
19 e estabelecem sua ligag&o com o locus da DM.

1990, FONTAINE et al. - Estabelecem ligagdo entre o gene do canal do sédio
voltagem-dependente e a paralisia periddica hipercalémica, que pode cursar com
miotonia.

1990, JOHNSON et al. ¢ 1991, SMEETS et al,; HARLEY et al. - Localizam o
gene da DM1, por estudos de ligagéio genética, no cromossomo 19q13.2-13.3.

1991, EBERS et al.; KOCH et al.; PTACEK et al. - Mostram que a paralisia
periédica hipercalémica e a paramiotonia congénita séo doengas alélicas.

1992, ASLANIDIS et al.; BUXTON et al.; JANSEN et al;; SHUTLER et al. -
Localizam o gene da DM1 no cromossomo 19g13.2-13.3 por mapeamento fisico dos

genes.
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1892, HARLEY et al.; BROOK et al., 1992; MAHADEVAN et al.; FU et al. -
Descrevem a mutacdo genetica na DM. Cerca de 98% dos pacientes apresentavam a
expanséo de tripletos CTG, no gene codificador da proteinoquinase (DMPK), no
cromossomo 19. Um a 2% dos pacientes que ndo apresentavam a expansao,
possivelmente tivessem mutagbes pontuais ou delecbes neste gene.

1992, ABDALLA et al.; KOCH et al. - Identificam que as formas dominante e
recessiva das miotonias congénitas, em humanos, apresentam ligagdo no cromossomo 7
(7935), onde localiza-se também o gene codificador do canal do cloro para © masculo
esquelético.

1994, RICKER et al. - Descrevem uma forma de miotonia agravada pelo
potassio.

1994, PTACEK et al. - Relatam sindrome miotdnica sensivel a acetazolamida
ligada & mutac&o relacionada ao canal de sodio.

1994, THORTON et al. - Descrevem familias com miotonia, fraqueza, catarata
e outros dados sistémicos semelhantes @ DM que ndo apresentavam a expansao de
bases CTG. Postulam a existéncia de um segundo locus genético que reproduziria muitas
das caracteristicas clinicas da DM. |

1994, 1995, RICKER et al. - Nomeiam esta doenga de miopatia miotdnica
proximal (PROMM), devido ao fato que a principal diferenca clinica em relacdo a DM € o
predominio da fraqueza em musculos proximais. O grau de acometimento geral na
PROMM é menor que na DM classica e néo foram descritos casos congénitos. A
antecipacdo parece estar presente, mas menos grave que na DM.

1994, ROWLAND - Sugere designar DM do tipo 2 {DM2) a forma da doenga
com caracteristicas clinicas de DM sem a expans&o CTG no cromossomo 19. Esta dltima,

a forma mais freqiente da doenca, comega a ser denominada DM do tipo 1 (DM1).
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1995, PASSOS-BUENO et al. - Relatam aspectos clinicos, genéticos e a
analise molecular de 41 familias brasileiras portadoras de DM.

1995, TIMCHENKO; MONCKTON; CASKEY - Estabelecem que a repetigdo
CTG na DM1 localiza-se no gene da proteina-quinase. (miotonina proteina-quinase)

1996, ABBRUZZESE et al. - Relatam pacientes que apresentavam fraqueza
de predominio distal e ndo apresentavam expansao de CTG no cromossomo 19 e alguns
individuos pertencentes a familias com PROMM que tinham fraqueza predominantemente
distal.

1997, UDD et al. - Descrevem uma sindrome semelhante a PROMM em uma
familia, porém com aspectos distréficos mais acentuados, que os autores denominaram
de “distrofia mioténica proximal” (DMP).

1998, RANUM et al. - .Descrevem a ligacdo da DM2 ao braco longo do
cromossomo 3 (3g21).

1999, DAY et al. - Relatam as caracteristicas clinicas e genéticas em cinco
geracdes de uma familia com DM2.

1999, RICKER et al. - Descobre que a PROMM esta ligado a mesma regido no
cromossomo 3 que a DM2, em oito de nove familias alemas; indicando a possibilidade de
outro locus genético associado & doenca. Nao foi determinado, entretanto, se a PROMM,
a PDM e a DM2 representam expressdes fenotipicas variaveis de uma doenca causada
pela mesma mutagdo ou se sdo doengas alélicas. Uma terceira possibilidade € que sejam
causadas por genes muito proximos no cromossomo 3q.

1999, SKUK et al. - Obtém no camundongo um modelo potencial de
acometimento muscular da DM1, através de transplante de mioblastos humanos para o

animal.
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2000, KLESERT et al. - Verificam que o camundongo deficiente em Six 5
desenvolve cataratas, contribuindo para a compreenséo da fisiopatogenia deste tipo de

acometimento ocular na DM1.

2000, MANKODI et al. - Relatam miopatia miotdnica no camundongo
transgénico que expressa repeticdo CUG expandida.

2000, SEZNEC et al. - Mostram instabilidade intergeragbes e somatica da
repeticdo CTG da DM1 em camundongos transgénicos, portadores de sequéncias
gendmicas humanas contendo repeticido CTG expandida.

2000, IDMC (The Intemational Myotonic Dystrophy Consortium) - Estabelece a
nova nomenclatura para as distrofias mioténicas e aprova orientagbes para o teste de
DNA na DM1. A DM, PROMM, PDM e DM2 deverdo ser chamadas coletivamente de
“distrofias miotdnicas”. E sugerido que o termo “distrofia mioténica® (DM) possa continuar
a ser usado no diagnoéstico clinico da doenca causada pela expansado CTG no locus da
DM1, porém a terminologia preferivel passa a ser “distrofia miotdnica do tipo 17 (DM1).

2001, LIQUORI et al. - Identificam, no locus DM2, uma mutagdo

correspondendo & expansao de tetranucleotideos (CCTG) no gene ZNF8.

1.2. A DISTROFIA MIOTONICA COMO ENTIDADE NOSOLOGICA

1.2.1. ASPECTOS CLINICOS

A DM é doenca de muliiplos sistemas, de heran¢a autossdmica dominante e
expressividade variavel, considerada a distrofia muscular mais frequente do aduito, com
incidéncia de 1 em cada 7000 a 8000 nascimentos na populagdo caucasiana e

prevaléncia entre 2,1 e 14,3 em 100,000 individuos da populagdo mundial, afetando
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igualmente os dois sexos (HARPER, 1988). Embora por tradi¢ao a distrofia miotdnica seja
considerada uma forma de distrofia muscular, muitos dos seus aspectos patolégicos e
clinicos sdo singulares e atipicos para distrofia.

O defeito genético basico relaciona-se a nimero anormal de repeticées de
trinucleotideos CTG no brago longo do cromossomo 19 (19 q 13.2- 13.3). Varios estudos
estabeleceram relagdo entre o tamanho da expansdo e a gravidade das manifestagdes
morbidas e uma correlagdo inversa entre a idade de inicio da doenga e o tamanho da
expansdo (HUNTER et al., 1992; TSILFIDIS et al., 1992; NOVELLI et al., 1993; HARLEY
et al., 1993; REDMAN et al., 1993; JASPER et al., 1995; PASSOS-BUENO et al., 1995;
GENARELL! et al., 1996; GARCIA-GOMEZ et al., 1999; KINOSHITA & HIROSE, 1999;
MARCHINI et al., 2000).

Na populacdo normal o numero de copias CTG varia de cinco a
aproximadamente 37 e nos pacientes com DM1 pode haver expansdes de até milhares
desses tripletos (BRUNNER et al., 1992; LAVEDAN et al., 1993).

Embora a diade miopatia e miotonia seja caracteristica na DM, o
acometimento neuromuscular pode ser muito varidvel. As queixas que mais
freqlientemente fazem o paciente procurar o médico referem-se a fraqueza nas maos,
dificuldade para andar e quedas. Muitas vezes, & dificil precisar a data de inicio dos
sintomas, em fungdo da penetrancia do gene e do fenémeno de antecipagéo. Esse é
definido como manifestagao clinica mais precoce e sintomas mais graves da doenga nas
geracdes que se sucedem na familia e foi demonstrado de forma indiscutivel na DM por
HOWELER et al., 1989.

Apesar das dificuldades para determinar o inicio da doenga e da variabilidade
ciinica observada em todas as faixas etarias (MATHIEU et al., 1992), tipos ou formas

clinicas podem ser destacadas (BRUNNER et al., 1997):
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a) DM congénita;

b} DM infantil (inicio em idade abaixo de 10 anos);

¢) DM juvenil ou do adulto, “cidssica” {inicio entre 10 e 50 anos);
d) DM com minimos sintomas (inicio em geral acima de 50 anos).

A miotonia, caracterizada como lentiddo do relaxamento muscular, indolor,
pode ser observada sobretudo nas maos e na lingua. Muitos pacientes a descrevem
como um “endurecimento” dos musculos. Ao exame, pode ser desencadeada solicitando-
se ao paciente para fechar com forga as méos e em seguida, abri-las rapidamente; ou
para fechar e abrir as palpebras, agindo segundo os modos citados. Assim, observa-se a
miotonia de acdo. A percuss3o, seja das eminéncias tenar ou hipotenar, da lingua e
eventualmente, de oufros musculos provoca a miotonia de percussdo. A miotonia de ag¢&o
ou de percussio pode ser discreta ou mesmo ausente, entretanto, objetivada na EMG
(miotonia elétrica — ME). A miotonia da DM habitualmente melhora com a repeticdo das
contragdes e pode piorar no frio (HARPER, 1888).

A topografia do acometimento muscular na DM difere-se de outras distrofias
musculares pela fraqueza dos musculos faciais, dos muisculos da mastigacao,
especialmente dos temporais e masseteres, e dos estemocieidomastoideos. A fraqueza
costuma ser proporcional @ afrofia muscular. Essas conferem o aspecto caracteristico da
face, que é alongada e estreita, com prognatismo da mandibula. Ptose das palpebras,
bilateral e simeétrica e palato ogival séo sinais freqlientemente observados. Nos membros
superiores e inferiores ocorre fraqueza e atrofia sobretudo dos musculos de topografia
distal, sendo comum o envolvimento dos musculos das méos, dos extensores dos punhos
e dos dorsiflexores dos pés. Nos casos mais graves, pode ser observada fraqueza de
misculos das cinturas pélvica e escapular. Em alguns estudos foi possivel demonstrar a

relagdo entre o grau de miopatia, seu inicio mais precoce e o tamanho da expanséo
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instavel de CTG (NOVELLI et al., 1993: KINOSHITA & HIROSE, 1999; MARCHINI et al.,
2000).

Na forma congénita, a fraqueza muscular facial € marcante, com 0s labios
tendo aspecto “em tenda”. A crianga apresenta dificuldade & sucgéo, hipotonia, atraso no
desenvolvimento motor, retardo mental e, mais raramente, artrogripose. O padrac de
acometimento muscular nos membros é mais difuso, sem o tipico gradiente de
comprometimento distal mais intenso que proximal. Insuficiéncia respiratéria, quer devido
ao acometimento do diafragma, dos masculos intercostais ou imaturidade pulmonar é a
principal causa de mortalidade nestas criangas (MENDONGCA, 19883; HARPER & RUDEL,
1994).

Os reflexos osteotendinosos podem ser normais, porém néo € raro tornarem-
se diminuidos ou mesmo abolidos no decormer da doenga, principalmente aqueles dos
membros superiores € os aquileus. Os reflexos cutdneos sdo normais. MESSINA,
TONALLI, SCOPPETTA, 1976, estudaram varios reflexos [do piscamento, mandibular, H
(com estimulagdio elétrica) e T (com estimulagdo mecéanica)] em pacientes com DM e
concluiram que a auséncia dos reflexos profundos nao pode ser atribuida a aiteragbes
patolégicas das fibras musculares intrafusais, mas sim & atrofia seletiva de fibras do tipo |,
que participam das respostas reflexas profundas.

Hé intensa variabilidade na velocidade de progresséo dos sintomas
neuromusculares, como observada por MATHIEU et al., 1992, em 162 pacientes de uma
regido do Quebec canadense, a qual, devido ao relativo isolamento geografico, apresenta
a mais alta prevaléncia de DM referida no mundo (189 casos/ 100 000 habitantes). Foi
observado que a doenca pode progredir para invalidez em poucos anos ou permanecer
estavel durante mais de 20 anos. Além disto, a taxa de progresséo € independente da

idade no inicio dos sintomas, do sexo do paciente ou do sexo do ascendente afetado pela
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doenga, o gue sugere influéncia multialélica no locus da DM ou em outro locus génico.
Alguns pacientes podem apresentar, ocasionalmente, rapida deterioragdo das fungbes
musculares, como relatado por HARPER, 1988.

O envolvimento sistémico na DM1 pode expressar-se a nivel cardiaco, ocular,
endécrino, de musculos lisos, do sistema nervoso periférico (SNP) ou central (SNC}, alem
de anormalidades dermatologicas, esqueléticas e pulmonares, como foi descrito
detalhadamente por HARPER, 1979.

O envolvimento cardiaco, sobretudo blogueios e al_rritmias, é comum & causa
fregiiente de morte subita na DM1, podendo acontecer mesmo em pacientes que nao
apresentam grave acometimento neuromuscular. As anormalidades dominantes sao o
blogueio atrio-ventricular de primeiro grau, hemibloqueio anterior esquerdo, fiutter atrial,
bradicardia sinusal. Estas sdo muito freqientes no ECG, mesmo na auséncia de
sintomas. A cardiomiopatia é mais rara, embora estudos histologicos tenham
demonstrado alteragdes difusas do miocérdio. Pacientes que apresentam a forma
congénita parecem ter maior risco para desenvolver cardiomiopatia (FOSBERG et al,
1990).

BABUTY et al., 1999 e LAZARUS et al., 1999, ndo encontraram correlagéo
entre as anormalidades no ECG e o grau da expanséo de repeticdes CTG nos leucdcitos.
De maneira semelhante, ANTONINI et al., 2000, ndo encontraram correlagéo entre o
tamanho da expansao e a freqUiéncia das anomalias cardiacas no ECG nem com o tipo
de arritmia. Observaram, entretanto, correlagao inversa entre o tamanho da expansao e a
idade de inicio das anormalidades no ECG.

O estudo de MELACINI et al., 1995, entretanto, sugeriu que o acometimento
dos tecidos cardiacos responsaveis pelos defeitos de condugdo atrio-ventriculares e

ventriculares graves correlacionam-se diretamente com o tamanho da expansao CTG nos
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leucocitos. Utilizando tomografia por emisséo de positrons, ANNANE et al., 1994,
demonstraram que na DM ha um defeito na fosforilagéo da glicose no miocardio, que se
corelaciona com o tamanho da expansao CTG.

MAMMARELLA et al., 2000, avaliaram a histéria natural da cardiopatia na
DM1, acompanhando durante 13 anos 83 pacientes, com avaliacgo clinica, ECG, Holter e
ecocardiograma. Neste periodo observaram piora das anormalidades pré-existentes em
22,8% dos pacientes e aparecimento de arritmias efou defeitos de condugdo em 27,7%.
Foi necessario implantagdo de marca-passo em 13,2%, que apresentaram bradiarritmias
sintomaticas, bloqueio bifascicular e prolongamento do intervalo PR. Houve 8 oObitos,
destes, 5 por alteragdes cardiacas. Concluiram que a incidéncia e gravidade das arritmias
e dos distlrbios de conducdo correlacionaram-se com a gravidade do acometimento
muscular, porém a progresséc das anormalidades cardiacas e dos musculos esqueléticos
néo foi linear, sendo que em geral a cardiopatia se agravou mais rapidamenie que a
miopatia.

No estudo de FINSTERER et al., 2001, foi observado que, de acordo com a
idade do paciente, a gravidade do acometimento aumenta em paralelo com o tamanho da
expansdo CTG nos leucdcitos.

O acometimento de musculos lisos, sobretudo do trate gastrointestinal, €
comum e pode ser importante, devido aos distdrbios da degluticio, com refluxo e risco de
pneumopatia por aspiragéo brénquica (LECOINTE-BESANCON et al., 1999; MODOLELL
et al., 1988).

O envolvimento de misculos da orofaringe, faciais e dos labios resulta em voz
que se caracteriza por ser baixa, mondtona e anasalada. Qutros fatores que contribuem
para a alteracdo na fala sdo: miotonia da lingua, palato e maxilar estreitos, subluxacdo da

mandibula e, nos casos congénitos, retardo mental (HARPER & RUDEL, 1994).
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Dificuldade a degluticdo pode ocorrer, pelo comprometimento da musculatura
estriada do terco superior do estfago e da sua musculatura lisa. No estudo de MARCON
et al., 1998, foi notado que o relaxamento incompleto do esfincter esofagico superior e a
hipotonia esofagica eram as alteragdes mais comuns nos pacientes com DM1 que
apresentavam distirbios da degluticdo. Estes pesquisadores encontraram correlagéo
significativa entre as anormalidades na video-fluoroscopia e o tamanho das repeticoes
CTG. Entretanto, MODOLELL et al., 1999, ndo observaram correlacdo entre a
hipomeotilidade faringo-esofagica € a expanséo de repeticdes dos tripletos, tampouco com
a gravidade da fraqueza muscular apendicular.

NORONHA & DURQ, 1995 observaram anormalidades fonoaudioldgicas em
43,7% de 39 pacientes com DM1 submetidos a exame orofacial. Estas foram menos
intensas nos pacientes que apresentaram inicio mais tardio dos sintomas e evolugdo
inferior a dez anos de doencga. |

No estudo de CHIAPPETTA et al., 2001, compreendendo avaliagéo clinica e
nasofibrolaringoscopica de 20 portadores de DM1, com idade entre 12 a 53 anos, todos
apresentaram alteragbes dos muscuios mastigatorios, do orbicular dos 1abios, da mimica
facial, da lingua e do véu palatal. Desordens da degiuticdo foram muito freqlentes (na
avaliacdo clinica, em 95% dos pacientes; na nasofibrolaringoscopia, em 70% dos
pacientes). Foi encontrada correlagdo estatistica significativa entre a gravidade da
disfagia, do acometimento destes musculos e presenca de tosse apos degluticdo com

antecedentes de pneumonia.

Em criangas, pode haver constipagdo e atonia do esfincter anal. ECKARDT &
NIX, 1991, avaliaram a funcdo do esfincter anal na DM, através de manometria,
ultrasonografia do canal anal e EMG do esfincter externo do anus. Concluiram que nesta

doenca a disfungéo esfincteriana deve-se a miopatia e as anormalidades neurogénicas.
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A freqiiéncia dos sintomas gastrointestinais (Gl) na DM1 foi avaliada, atraveés
de questionario padronizado, em 40 pacientes e controles normais, por RONNBLOM et
al., 1998. Os sintomas mais prevalentes foram dor abdominal (55%), disfagia (45%),
emesis (35%), diarréia cronica ou episodica (33%), fosse durante a refeicdo (33%) e
incontinéncia anal (30%). O autor chamou a atengao para os fatos de que 25% dos
pacientes consideraram estes problemas como a consequéncia mais incdmoda da
doenca e de que 28% referiram os problemas Gl como sintomas iniciais da DM1.

RONNBLOM et al., 1998, estudaram o mecanismo fda diarréia na DM1 em 20
pacientes, através de provas para malabsorcao lipidica e de bile e biopsias duodenal e
retal. A malabsorcéo de bile foi a mais freqente (12 individuos). Em 1999, estes autores
demonstraram, em 10 pacientes com DM1 e diarréia cronica, aumento da area de céluias
endécrinas no trato Gl, quando comparados com controles, 0 gque acreditam contribuir
para o desenvolvimenito dos sintomas gastrointestinais (RONNBLOM et al., 1999).

Outros disturbios incluem esvaziamento lento da vesicula biliar e alta
incidéncia de litiase biliar, raros casos de dilatacdo do ureter, dificLldade de contracao
uterina no parto (HARPER & RUDEL, 1994).

SAKAKIBARA et al.. 1995, realizaram estudo urodindmico em pacientes com
DM1 que apresentavam distirbios da micgdo, incluindo polaciuria, urgéncia e
incontinéncia. Observaram baixa pressidc maxima de fechamento uretral, capacidade
aumentada ou diminuida da bexiga, hipereflexia do musculo detrusor e atonia vesical.
Aiguns pacientes apresentaram diminuigio do reflexo bulbo-cavernoso e auséncia do
refiexo anal. Para estes autores, as alteragdes distroficas nos musculos do trato urinario
inferior e a disfun¢@o supranuclear do nervo pudendo poderiam ser responsaveis pelos

distarbios de micgéo na DM1.
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Steinert (1909), na descricao da doenga de seus pacientes, que viria a ser
conhecida como DM, relatou disturbios do comportamento e declinio intelectual. Estudos
sistematicos vém demonstrando alta incidéncia de aiteragbes em testes comportamentais
e psicométricos; enfatizam a presenca de alteracbes mentais e sintomas como apatia,
inércia, indiferen¢a a doenga e relutancia em procurar assisténcia médica, negativismo e
depressdo. Menos freglentemente, hiperirritabilidade, agressividade e manifestagdes dos
tipos esquizdides, paranodides, hipomaniacas e histeriformes podem ser encontradas
(GARRON et al., 1986; BRUMBACK, 1987).

Para BIRD, FOLLET, GRIEP, 1983; MARCHINI et al, 2000, o grau de
comprometimento intelectual se correlaciona com a gravidade da doenga muscular.
Qutros (WOODWARD et al., 1982; HUBER et al., 1989; CENSORI et al., 1990) nao
encontraram paralelo entre estas duas variaveis. Os disturbios cognitivos mais freqlentes
observados por BIRD, FOLLET, GRIEP, 1983 e HUBER et al., 1989, foram nas areas de
célculo, memodria imediata e orientacio visuo-espacial. Raramente foram encontradas
alteractes de linguagem. No estudo de HUBER et al., 1989, néo houve paralelo entre as
alteragdes intelectuais e sintomas depressivos.

Alteragbes da capacidade intelectual e deficiéncias visuo-espaciais graves
foram observadas também nos estudo de WIGG & DURO, 1995a, 1995b e 1998, Retardo
mental, mais freqlente na forma congénita da doenca, também n&o € raro em pacientes
que apresentam a forma de inicio na inféncia.

JASPERT et al., 1995, relataram correlacdo positiva entre o grau das

anormalidades cognitivas em 14 pacientes com DM1 e o nimero de repetigdes CTG nos

leucocitos.
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Entre as alteragdes estruturais do cérebro, vistas na tomografia
computadorizada (TC) estdo atrofia cerebral € espessamento da calota craniana, frontal,
temporal e occipital (AVRAHAMI et al., 1987).

A ressonancia magnética cerebral (RMC) na DM evidenciou, em alguns casos,
atrofia cerebral; espessamento da calota craniana, sobretudo frontal; lesbes focais na
substancia branca, principalmente periventriculares e aumento de sinal nos lobos
temporais (HUBER et al., 1983). Neste estudo, ndo houve correlagéo entre o grau de
atrofia cerebral e a gravidade do acometimento intelectual, mas espessamento da calota
craniana, anormalidades focais da substancia branca e anormalidades no lobo temporal
anterior foram significantemente mais comuns nos pacientes com problemas cognitivos
mais intensos. GLANTZ et al., 1988, evidenciaram dilatagfo ventricular moderada ou
intensa e aumento do sinal periventricular em T2 na RMC na DM.

TSILFIDIS et al., 1992, mostraram, em portadores da fémna congénita da DM,
que o acometimento cognitivo era mais acentuade nos individuos com expansodes
maiores. Ja DAMIAN et al., 1994, confirmaram esta correlagdo somente quando as
expansdes continham mais que 1000 repeticdes.

Foi demonstrado por ANNANE et al,, 1998, em estudo com fomografia por
emiss3o de pdsitrons, diminuico da utilizagdo da glicose no cérebro na DM1, dependente
do tamanho da expanséo de trinucleotideos.

Recentemente, foi observada leve correlagdo entre a intensidade do
envolvimento cognitivo em pacientes com DM de inicio apés a infancia e o tamanho da
expanséo CTG por PERINI et al., 1998. Entretanto, o estudo de MARTINELLO et al.,
1999, compreendendo cinco pacientes com a forma congénita da DM1, nd&o mostrou
correlacio entre as anormalidades clinicas ou de neurcimagem com © tamanho da

expansdo CTG. Investigagdo neuropsicolégica, correlacionada com achados na
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tomografia por emiss&o de positrons (SPECT) e RMC mostrou correla¢io entre alteragéo
da funcio visuo-espacial e redugdo do fluxo sangiliineo para as regides fronto-temporal
anterior (MEOLA et al., 1999). Nao houve, porém, correlagdo entre as anormalidades da
fungdo cerebral e os achados na RMC, nem com o tamanho da expanséo de CTG
(MEOLA et al., 1999). Foi observada atrofia cerebral no SPECT por AKIGUSHI et al.,
1999,

Entre as disfuncbes pelo acometimento do SNC, destaca-se a hipersbnia. As
possiveis explicagdes aventadas para o problema incluem reguiagdo anormal do sono
(VAN HILTEN et al., 1993, VAN DER MECHE et al, 1924; PHILIPS et al., 1999),
insuficiéncia respiratoéria (ONQ et al., 1995; BEGIN et al., 1997) e apnéia do tipo central
(HANSOTIA & FRENS, 1981; CIRIGNOTTA et al., 1987). Evidéncias recentes consideram
que a hipersonia pode, em parte, déver—se a perda de neurdnios catecolaminérgicos da
formacéo reticular mesencefalica (ONO et al., 1998) e a perda de volume na regido
anterior do corpo caloso (GIUBILE! et al., 1999).

Insuficiéncia respiratéria ocorre, freqientemente, na DM1, em especial nas
formas congénitas e nos estagios terminais da doenca e pode ser causa de Obito nesta
populacdo. Pode dever-se a disfungdo central (ZIFKO et al., 1996) ou a fraqueza dos
musculos respiratérios (BEGIN et al., 1897).

Entre as anormalidades endécrinas, o diabete melito e, mais freqUentemente,
diminuicdo da tolerdncia & sobrecarga glucidica e hiperinsulinemia podem ser
encontrados. E sugerido que o defeito seja na fungdo do receptor de insulina. H& menor
capacidade de ligacdo da insulina aos mondcitos, por redugao no numero dos receptores
ou por menor afinidade do receptor de insulina (MOXLEY iif et al., 1978, TEVAANWERK
et al., 1979; MOXLEY Il et al., 1981; HUDSON et al., 1987, MOXLEY Il et al., 1987;

GOMEZ et al., 1994; CARVALHO, 1994; LIVINGSTON & MOXLEY 1li, 1994).
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Associacdo entre a atividade do sistema FNT (‘Fator de Necrose Tumoral’), a
resisténcia a insulina e dislipidemia foi observada, embora o seu papel na patogénese
destas duas observacdes seja indeterminado (FERNANDEZ REAL et al., 1999). O grau
de hiperinsulinemia néo depende da duracéo nem da gravidade da doenca (MOXLEY lll
et al, 1981). Comelacdo positiva com o tamanho da expansdo CTG, entretanto foi
ralatado por SOHMIYA et al., 2000.

JOHANSSON et al., 2000, descreveram, em portadores de DM1, aumento da
resposta ac ACTH e aumento do cortisol circulante, que contribuiriam para a resisténcia &
insulina e a hipertrigliceridemia.

Nos homens, pode haver infertilidade e atrofia testicuiar, esta aparentemente
por degeneracdo primaria dos tibulos e redugdo leve da testosterona sérica (GRIGGS et
al., 1989). Alguns pacientes se queixam de diminuicdo da libido e de disfungéo erétil. Nas
mulheres ha relatos de risco elevado para abortamentos, complicagdes na gestagéo e
parto, como reducdo dos movimentos fetais, hidramnio, placenta retida, trabatho de parto
prolongado e hemorragia pds-parto, fatores que aumentam © risco de mortalidade
neonatal. Sao descritas alteracdes dos hormdnios hipofisarios, como aumento dos niveis
do horménio foliculo-estimulante e do hormonio luteinizante (HARPER, 1979
MENDONCA, 1983).

Nos olhos, destaca-se a ocorréncia de catarata, diagnosticada ao exame de
lampada de fenda, inicialmente pela presenca de opacidades coloridas subcapsulares.
Outras anormalidades oculares incluem: degeneragéo retiniana, baixa presséo ocular e
enoftaimia, blefarite, lesbes de comea e defeitos do movimento ocular sacadico
(MENDONCA, 1983).

O estudo eletrofisiolégico do sitema visual na DM realizado por PINTO et al.,

1987, sugeriu haver acometimento retiniano e também retroquiasmatico. Nao foi
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verificada correlacéo entre as anormaiidades eletrofisiologicas na via dptica, a idade dos
pacientes e a duragdo e gravidade da doenga.

Calvicie precoce, sobretudo no homem, é freqiiente na DM. Nao & raro um
fipo de tumor benigno de pele, o pilomatricoma (JULIAN & BOWERS, 1998; GEH &
MOSS, 1999). Estudos recentes mostraram maior expanséo da repetigdo CTG em
tumores que nos tecidos normais de pacientes com DM1. Ha também evidéncias de que a
expansio de tripletos nos tumores pode ser mais instavel que nos demais tecidos, fato
sugestivo de que a expansdo CTG possa ter um papel na génese de tumores e que
enfatiza a importéncia de novas pesquisas neste sentido (JINNAI et al., 1999).

Anormalidades Osseas na DM, com expressdo radiogréfica, incluem
espessamento difuso ou frontal da colota craniana, as vezes com hiperostose frontal
interna. Pode ocorrer também hiperpneumatizagéo dos seios frontais, hipognatismo e
hipoplasia da sela tdrcica. Outras alteracbes incluem cifoescoliose, torax em funil, dedos

curtos e largos (MENDONCA, 1983).

O envolvimento do SNP na DM vem sendo estudado, mas 0s resuitados
foram, as vezes, divergentes e a verdadeira incidéncia da neuropatia periférica (NP) nesta
doenga néo foi, ainda, determinada (LOGULLO et al., 1992; MONDELLI et al., 1993).

Indicios de possivel NP na DM foram inicialmente fornecidos através de
achados histologicos nas terminagdes nervosas, na jungdo neuromuscular ou nos
muscuios (ALLEN et al., 1969; CACCIA et al., 1972; PARAMESH et al., 1975). Ha relatos
ocasionais da associacio entre DM e neuropatia hereditéria sensitiva-motora (SPAANS et
al., 1986). Alguns autores questionaram a relagio da NP na DM com o metabolismo da
glicose e a insulina (OLSON et al, 1978). PARAMESH et al., 1975, aventaram a

possibilidade de associacdo da NP com medicagdes utilizadas para minimizar a miotonia.
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POLLOCK & DICK 1976, realizaram avaliagdo histolégica de ramos
musculares e cutaneos do nervo fibular em quatro pacientes com DM, utilizando técnicas
morfométricas. Concluiram que a densidade de fibras mielinicas, disténcia intemodal e
frequéncia de fibras anormais ndo eram diferentes dos cdntroles e que nao havia
gvidéncia de anormalidade morfologica no nervo periférico na DM.

CROS et al., 1988, anaiisando biopsias do nervo sural de pacientes com DM
que ndo apresentavam alteragdes sensitivas no exame clinico, observaram redugdo da
densidade de fibras mielinicas, com perda preferencial de fibras mielinicas grossas.
Notaram areas focais de remielinizagio e enrugamento anormal da bainha de mielina,
assim como evidéncias de regeneragio axonal ¢ desmielinizacéo-remielinizagéo focais.
Para os autores, os achados foram consistentes com axonopatia cronica de intensidade
moderada.

Velocidade de condugdo nervosa motora (VCM) reduzida e/ou laténcias
distais prolongadas vém sendo relatadas, somente em alguns nervos (CACCIA et al.,
1972; ROOH! et al., 1981; CRUZ MARTINEZ et al., 1984).

Na investigagéo de JAMAL et al., 1986, foram utilizadas diversas modalidades
de avaliagdo elefrofisiologica do SNP em 24 pacientes com DM: EMG e exame da
velocidade de condugac nervosa (VCN) convengcionais, estimativa computadorizada do
numerc de unidades motoras (UM) e andlise do potencial de unidade motora (PUM);
avaliagdo do limiar vibratério e térmico. Os resultados forneceram evidéncias de disfun¢ao
sobretudo de fibras motoras e sensitivas de grande diametro mas também de fibras
sensitivas de pequeno didmetro.

O estudo de MONDELLI et al., 1993, compreendeu avaliacio de 24 pacientes
com DM. Os dados de EMG e estudo da VCN convencionais foram compativeis com

neuropatia leve axonal difusa em 46% dos casos. As anormalidades histologicas nos
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nervos surais em dois deles confirmaram a axonopatia sensitiva. A neuropatia, entretanto,
néo se correlacionou com a idade do paciente, duragdo da doencga ou idade de inicio,
nem com o estado dos reflexos profundos. Estes autores sugeriram que a NP pode ser
uma das manifestacoes multisistémicas da doenca.

WANG & SCHRODER, 2000, realizaram estudo morfométrico comparativo
entre os nervos periféricos e as fibras musculares na DM1. Os nervos surais mostraram
anormalidades significativas mas n&o especificas, com graus variados de redugéo da area
de bainha de mielina. O nimero de fibras mielinicas nao estava significantemente
reduzido quando comparado a controles, devido a presenca de fibras em regeneraco.
Houve uma correlagéo frequiente, mas nao invaridvel, da gravidade das alteragdes nos
nervos e nos musculos. Concluiram gue a gravidade da NP depende, em parte, da idade

do paciente, estagio da doenca e seu tempo de progresséo.

1.2.2. ASPECTOS LABORATORIAIS

1.2.2.1. EXAMES SOROLOGICOS

Os valores séricos das enzimas musculares tais como creatinoquinase (CK),
transaminases, desidrogenase latica (DL) e aldolase foram relatados como normais ou
pouco elevados, em adultos e criangas portadores de DM. A correlag@o entre os valores
enzimaticos & a gravidade do comprometimento muscular ndo & sempre observada
(MENDONCA, 1983; HARPER & RUDEL, 1994).

Na DM os pacientes podem apresentar hiperinsulinismo e diminuicae da
resposta & sobrecarga glucidica (MOXLEY [l et al., 1987). Esta, junto com as

observacoes de que a estrutura e meia vida plasmatica da insulina sao normais e de que
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ha redugdo da ligagdo da insulina aos fibroblastos e &s hemacias, indicam resisténcia
tissular 2 insulina (HUDSON et al., 1987). O grau de hiperinsulinemia nao se correlaciona
com fatores como idade do paciente, obesidade, duragéo da DM e nem com 0 grau de
atrofia muscular (MOXLEY il et al., 1981).

Diabete melito esta associado 2 DM em freqiéncias variaveis nas diferentes
casuisticas, chegando a niveis de 18% (MENDONGA, 1989). Foi descoberto que os
genes da DM e do receptor de insulina se situam no cromossomo 19, sugerindo a
possibilidade de que um Unico defeito genetico fosse responsavel por ambos o0s
problemas. Entretanto, o estudo de SHAW et al., 1988, mostrou que o gene do receptor
de insulina ndo é muito préximo do gene da DM. O mecanismo mais provavel & que o
gene da DM alteraria a estrutura ou a fungdo da membrana celular, levando a uma
alteracdo da fungdo do receptor da insulina. E possivel que mecanismos intracelulares,
ainda ndo bem conhecidos, possam estar envolvidos (MOXLEY Hi et al, 1987,
VLACHOPAPADOPQULOU et al., 1995)

Alguns pacientes apresentam niveis elevados de triglicérides e de
lipoproteinas de muito baixa densidade, que segundo HUDSON et al., 1987, estariam em
relacéo direta com o grau de hiperinsulinemia.

No homem, hipogonadismo é muito freqiiente e o nivel do horménio foliculo-
estimulante (FSH) pode estar aumentado no plasma, de maneira significativa; o horménio
juteinizante (LH) & normat ou pouco aumentado e a festosterona normal ou pouco
reduzida. Estes dados indicam que o hipogonadismo & do tipo primario, com disfuncéo
dos receptores de gonadotrofinas. Outro mecanismo possivel seria disfun¢éo da proteina
G3, que & associada ao hipogonadismo primario de pacientes com pseudo-

hiperparatireoidismo tipo |A (SUGINO et al., 1998). Na mulher, 0s niveis basais de FSH e
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LH s&o normais e ndo tém sido descritas anormalidades histolégicas ovarianas (HARPER
& RUDEL, 1994).

Para a maioria dos autores a associagéo da DM com doengas tireoidianas néo
€ maior que na populacdo geral, embora sejam descritos hipertireoidismo, hipotireoidismo
e adenocarcinoma de tireoide. Os valores do hormonio fireotrofico (TSH) sao

habitualmente normais (MENDONCA, 1889).

A reducdo dos niveis séricos de 1gG (SUZUMURA et al., 1986) ¢, por vezes,
encontrada na DM. Seria consequéncia do aumento da pemeabilidade capilar e seu
extravazamento para © compartimento extravascular, mas ndo s&o descritas

repercussées clinicas significativas destas anormalidades imunologicas séricas (HARPER

& RUDEL, 1994).

1.2.2.2. EXAME HISTOPATOLOGICO E HISTOQUIMICO

O MUSCULO NA DISTROFIA MIOTONICA

Na DM1 o mdsculo mostra um amplo espectro de alteragbes morfoldgicas que
variam em funcdo da idade (SCHOCHET Jr., 1986; TOHGI et al., 1994). Nao ha
anormalidade patognoménica da doenca, porém o padrdo geral de anormalidades &
distinto nesta doenga (HARPER & RUDEL, 1994). Ha evidéncias de que as alteragdes
morfolégicas se correlacionam principalmente com o grau da fraqueza muscular e nao
com a severidade da miotonia (GRIMBY et al., 1988).

Entre os aspectos histopatolégicos no mulsculo da DM, destacados na
literatura e resumidos por SCHOCHET Jr., 1986 e HARPER & RUDEL, 1994, esta a

variaggo do tamanho das fibras, devido & atrofia, moderada & intensa das miofibras do
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tipo 1, que é um dos achados mais caracteristicos da doenga. Pode haver fibras
hipertréficas, mas estas néo séo freqlientes. Quando presentes séo particularmente fibras
do tipo |I. Algumas fibras séo t&o atréficas que se resumem a grumos de nucleos. Nucleos
centrais s&0 em numero aumentado e nos cortes longitudinais aparecem alinhados em
cadeias nucleares.

Uma outra observacgio é a presenca de massas sarcoplasmaticas € fibras em
anel. As massas sarcoplasmaéticas correspondem a areas que coram-se de forma azul-
violacea com Hematoxilina ¢ Eosina (H&E), em vermelho no Tricrémio de Gomori
modificado (TRI) e azul escuro na reagdo Nicotinamida Adenina Dinucleotideo-
Tetrazolium Redutase (NADH-TR). Na microscopia eletrénica correspondem a areas em
que ha granulos de glicogénio, mitocdndrias, ribossomos e Corpos densos. Algumas
mitocéndrias mostram anormalidades estruturais como inclusdes paracristalinas.
Ocasionalmente, sao vistas regides de filamentos e material granular semelhante a finhas
Z desorganizadas. Raramente, as massas sarcoplasmaticas contém corpos
citoplasmaticos.

Na DM, vém sendo observadas anormalidades mitocondriais em alguns
pacientes, destacando-se dois relatos desta associagao: 1. ARNAUDO, MITA, KOGA,
1990, dois pacientes com oftalmoplegia € DM em quem foram detectadas delegdes no
DNA mitocondrial; 2. BRAIS et al, 1990, trés pacientes com DM e ‘“ragged-red
fibers”(RRF), um deles apresentando delegao do DNA mitocondrial.

Na literatura médica, fibras do tipo RRF foram encontradas em biopsias
musculares na DM com freqiiéncia de 0,5 a 20% (ONO et al., 1986). Algumas andlises,
porém, nao tém demonstrado alteragbes ultraestruturais nas mitocondrias (GRIMBY et al,,
1988). No estudo de VITA et al., 1993, realizado com objetivo de avaliar as mitocdndrias

na biopsia de musculo de 32 pacientes com DM1, através de morfologia, bioquimica e
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genética, somente um paciente apresentou uma RRF, sem alteragdo da citocromo ¢
oxidase e das atividades das enzimas mitocondriais. A analise genética também nao
revelou heteroplasmia mitocondrial em nenhum dos pacientes. Os autores sugerem que
talvez as anormalidades mitocondriais se devam 3§ idade e ndo a DM ou gue entre os
pacientes que tém fendtipo de DM, possa existir um subgrupo com doenga mitocondrial,
THYAGARAJAN et al., 1993, também ndo encontraram delecdes no DNA mitocondrial em
20 pacientes com DM submetidos a analise por Southern-blot, @ em dois deles, também
através de PCR.

Um mecanismo aventado para o padrao preferencial de heranga matema na
DM1 congénita foi 0 da existéncia de mutagées no DNA mitocondrial que, através da
interagdo com o produfo do gene da DM, provocaria um inicio mais precoce da doenca.
Nesta linha de investigagdo, POULTON et al,, 1995, analisaram o DNA (Southern-blot)
mitocondrial de pacientes com a forma congénita da DM, no musc;uio {cinco pacientes) e
no sangue (35 pacientes), mas néo encontraram evidéncias neste sentido.

As fibras em anel podem ser numerosas na DM e estarem presentes em pelo
menos 70% das biépsias (DUBOWITZ & BROOKE, 1973). Aparecem como uma banda
de miofibrilas em torno da fibra muscular, algumas em associagdo com as massas

sarcoplasmaiicas. Sao bem demonstradas no acido periddico de Schif.

Nao sao freqlientes fibras necroticas ou em fagocitose e infiltrado inflamatério,
guando presente, € minimo. Fibrose endomisial pode ser mais pronunciada em pacientes
mais idosos e com amiotrofia intensa. Fibras com aspecto de “comido de traga”™ podem

ser eventualmente identificadas.

Na microscopia eletrénica podem ser vistas vesiculas e corpos eletrodensos
em posic&o subsarcolemal, provavelmente lisossomos, que, quando numerosos, resultam

em aumento da fosfatase acida na histoquimica.
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Na forma congénita da DM, o aspecto do musculc é igualmente variavel.
Alguns podem ser normais, outros mostram preferencialmente atrofia de fibras do tipo | ou
Il e aumento dos ndcleos intemos. Chama a atengdo sobretudo a hipoplasia do muscuio,
com fibras em numero diminuido e contendo didmetro reduzido, ocasionatmente com
nicleo centralizado. Na histoquimica o mais caracteristico € a falta de atividade da
enzima oxidativa na periferia das fibras e a dificuldade na diferenciagéo dos tipos de fibras
(HARPER & RUDEL, 1994).

TOGHI et al., 1994, estudaram alteragoes histopatqlégicas no midsculo biceps
braquial em relagdo a idade e grau de fraqueza muscular, em 64 pacientes com DM. Nos
adolescentes que apresentavam manifestagbes leves da doenca foi observada proporgao
normal de fibras, mas as fibras do tipo | e Il tinham didmetro menor que o0s controles,
observacio semelhante aos achados na DM1 congénita. Os autores chamaram a atengéo
para o fato relatado anteriormente por TANABE & NONAKA, 1987, de que este aspecto
corresponderia a imaturidade do muscuio e seria substituido posteriormente pelas
anormalidades histolégicas encontradas habitualmente nos pacientes adultos. A
proporgéo de fibras do tipo | aumentou com a idade, possivelmente pela transformacao de
algumas fibras do tipo Il em fibras do tipo | ou por perda seletiva de fibras do tipo I
decorrente de infiliracdio gordurosa e fibrose. Fibras angulares com didmetro reduzido
eram, na sua maioria, fibras do tipo | (em contraste com a atrofia neurogénica em que a
atrofia predomina nas fibras do tipo Il) e diminuiam com a idade. Os autores concluiram
que a progressio da atrofia e fraqueza, no decorrer da doenca, provaveimente se deve ao
predominio de fibras do tipo |, & diminuicdo de fibras hipertréficas do tipo Il @ ao acumulo
de células adiposas e n@o ocorre pela presenca de fibras angulares ou a pequenos

grupos de atrofia.
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Os fusos musculares podem apresentar anormalidades na DM (ENGEL &
BANKER, 1994), tais como aumento do nimero das fibras intrafusais, que podem
apresentar alteragées degenerativas, como divisdo, necrose e regeneragéo. Algumas
capsulas de fusos mostram fibrose. Estas anormalidades foram inicialmente identificadas
por DENIEL & STRICH, 1964, que observaram, principalmente nos musculos das maos,
aumento do numero de fibras intrafusais e redugdo de seus di@metros em cinco
pacientes. Foi sugerido por SWASH & FOX, 1875, que o numero anormal de fibras devia-
se a divisio destas e como esta alteragao era mais proeminente nas regides polares do
fuso, poderia decorrer de injdria mecanica pela miotonia. Para outros autores (MAYNARD,
COOPER, IONESCU, 1977), a atrofia de fibras intrafusais resultaria de interrupcao do
desenvolvimento do fuso.

Pesquisadores tém localizado a DMPK exclusivamente nas fibras musculares
do tipo I, na jungdo neuromuscular e nos fusos muscutares (VAN DER VEN et al., 1893,
TACHI et al., 1995; UEDA et al., 1999).

Com o objetivo de compreender a base fisiopatolégica da degeneragio
muscular na DM, UEDA et al, 1999, estudaram a quantidade de DMPK em fibras
esqueléticas de portadores desta doenca. Usaram a técnica de Westem-blot e
compararam a localizagdo da DMPK com técnicas histolégicas (histoquimica,
imunohistoquimica e imunoeletromicroscopia). Analise pelo Western-blot mostrou reducao
severa da DMPK nas fibras musculares. As fibras DMPK-positivas mostraram tipicas
anormalidades patologicas, como atrofia do tipo 1, nlcleos centrais, cadegias de nacleos e
massas sarcoplasmaticas. Nas fibras musculares degeneradas, as estnagbes
desapareciam; materiais irregulares, granulares DMPK-positivas apareciam no
sarcoplasma. A imunoeletromicroscopia, a DMPK se localizou nas cisternas terminais do

reticulo sarcoplasmatico (RS) das fibras musculares. Foram observados RS inchados,
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DMPK-positivos, entre as miofibrilas normais em fase inicial de degeneragdo muscular.
Estruturas intramembranosas com DMPK e aclimulo de mitocondrias, de permeio as
miofibrilas desorganizadas, foram encontradas nas fibras musculares que apresentavam
degeneracio mais acentuada. Para os autores, estas evidéncias indicam que o RS é o
local primério de degeneragdo do musculo esquelético na DM e que desencadeante da
degeneracdo poderia ser alteragio do metabolismo intracelular do célcio, devido a
reducdo da DMPK. Alteragdes do céicio intracelular vém sendo demonstradas em estudos
experimentais na DM (BENDERS et al., 1993; DAMIANI et al., 1995).

A biopsia muscular na DM esta indicada principalmente em: 1) Pacientes com
acometimento miopético clinico compativel com DM mas em quem a presenca de
miotonia & duvidosa ao exame; 2) Pacientes com miotonia clinica mas com minima
fraqueza ou atrofia muscular, para distinggo com miotonia congénita, sobretudo na
auséncia de histéria familiar: 3) Criancas com a forma congéntia, em quem a hipotonia e
ndo a miotonia & o aspecto predominante, para diagndstico diferencial com outras

miopatias congénitas e com doengas do neurdnio motor (HARPER & RUDEL, 1994).

HISTOPATOLOGIA DO NERVO PERIFERICO NA DISTROFIA MIOTONICA

Nos estudos histopatoldgicos que foram realizados para verificar ©
envolvimento do sistema nervoso periférico nesta doenga, nem sempre o0s resultados
foram convergentes. Os primeiros indicios de possivel NP na DM foram achados
histolégicos nas terminagdes nervosas, na jungéo neuromuscular e nos muscuios (ALLEN
et al., 1969: CACCIA et al., 1972; COERS et al., 1973; PARAMESH et al., 1975). Estes
dados, associados as evidéncias clinicas, eletrofisiolégicas e histolégicas que vém sendo

acrescentadas a literatura médica, ndo deixam dlvidas de que a NP pode ocorrer na DM,
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mas o significado e a natureza desta permanecem ainda ndo totalmente esclarecidos
(CROS et al., 1988; MONDELLI et al., 1993).

POLLOCK & DICK, 1976, avaliaram a histologia do fasciculo lateral do nervo
peroneal profundo e do nervo fibular superficial, em quatro pacientes com DM que
apresentavam VCN normais. Utilizaram a técnica de desfiamento, graduando as
anormalidades de forma descritiva e através de técnicas morfométricas, comparadas a
controles. Na DM, pardmetros como densidade de fibras mielinicas, disténcia internodal e
freqiéncia de fibras anormais ndo foram diferentes dos controles. A aiteragdo mais
freqiiente na DM foi remielinizagdo segmentar, com incidéncia maxima de 12% e ovoides
de mielina afetaram 1% das fibras nervosas. Uma possibilidade aventada para explicar a
auséncia de anormalidades significativas na DM foi o nervo escolhido para exame e a
selecio dos pacientes. |

O estudo de CROS et al., 1988, comparou biopsias do nervo sural de
controles e de 13 pacientes com DM, selecionados aleatoriamente, utilizando morfometria
e téenica de desfiamento. Na microscopia optica houve reducéo da densidade de fibras
mielinicas nos afetados, com perda preferencial de fibras mielinicas grossas na analise
dos histogramas. Embora leve, esta anormalidade foi verificada em 85% dos pacientes.
Na microscopia eletrdnica os autores notaram dreas de desmielinizagdo e, mais
freqlientemente, areas de remielinizagdo. Anormalidades axonais foram encontradas na
maicria dos pacientes, mas em raras fibras. Os pacientes apresentaram densidade de
fibras nervosas mielinicas significantemente reduzidas em relagéo aos controles. As fibras
amielinicas ndo apresentaram alteracdes quanto a densidade e distribuig&o. Nos estudos
por desfiamento, foram comuns espagamento e enrugamento anormais da bainha de
mielina. Alteragdes de remiefinizagdo foram também freqiientes, caracterizadas por

internodos com fina bainha de mielina, intercalados com intermodos de didmetro normal.
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Poucas fibras mostraram aspectos de desmielinizacéio e remiglinizacao e de regeneracao
axonal. Foi concluide que a reducdo da densidade de fibras mielinicas com perda
preferencial de fibras grossas seriam achados consistentes de axonopatia com
desmielinizac@o e remieliniza¢do secundarias.

Alguns dados permitiram também supor que a axonopatia se desenvolve
lentamente na DM: grande nimero de fibras s6 exibiram enrugamento anormal da
mielina; a desmielinizagdo em curso foi bem mais rara que a remielinizacéo, a
degeneracio axonal em curso foi raramente encontrada e a perda de fibras mielinicas
permaneceu moderada (CROS et al., 1988). Estes autores tambem chamaram a atengao
para anormalidades sensitivas & motoras no estudo de VCN, leves e consistentes com
axonopatia primaria. Nao houve paralelo entre a gravidade da NP e o grau de miopatia e
nenhum destes pacientes apresentou alteracdo sensitiva ao exame clinico.

MONDELLI et al., 1993, relataram os dados eletrofisiologicos em 24 pacientes
com DM e, em dois, os aspectos histopatoldgicos de seus nervos surais. A densidade de
fiboras mielinicas foi normal, assim como a distribuicio do diametro das fibras. Na
microscopia 6ptica, foram indentificadas anormalidades compativeis com atrofia axonal. A
técnica de desfiamento mostrou raras fibras com sinais de desmielinizacao e
remielinizagio segmentar e algumas fibras com bainhas de mielina excessivamente
irregulares e enrugadas. Histogramas da distancia intemodal em fungio do diametro da
fibra mostrou distancias nomais e reduzidas. O exame ultraestrutural confimou a
presenca de atrofia axonal e o espessamento da bainha de mielina. Neste estudo n&o foi
observada relagcdo entre a gravidade da NP e a gravidade do acometimento muscular, em
concordancia com CROS et al., 1988. Ndo houve também correlagdo entre presenca de

NP com a duragdo da doenga, idade de inicio, ou estado dos reflexos osteotendinosos.
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FREITAS et al., 1996, descreveram também redugdo do nimero de fibras
mielinicas nos nervos surais de 12 pacientes com DM. A neurocondugao sensitivo-motora
foi realizada em nove destes e cinco apresentaram anormalidades compativeis com
comprometimento axonal.

No estudo morfométrico de WANG & SCHRODER, 2000, comparando os
surais e os musculos de 17 pacientes com DM1, 82% dos casos mostraram vérios graus
de reducdo da area da bainha de mielina; em 47%, de leve intensidade. Na biopsia
muscular, seis pacientes apresentaram didmetro medio das fibras muito reduzido e cinco
destes apresentaram também, nos surais, redugdo da area da bainha de mielina em
graus variados. A conclusdo dos autores é de que haveria freqlientemente, mas nao
sempre, correlacéo entre a gravidade das alteragbes nos nervos periféricos e musculos. A
gravidade da NP parece depender, em parte, da idade do paciente, gravidade e tempo de
progressao da doenga. A dificuldade para estimar o inicio e, portanto, a duracdo dos
sintomas na DM1 seria a explicaco provavel para a discrepancia dos dados da literatura,

neste aspecto.

1.2.2.3. ELETRONEUROMIOGRAFIA

ELETROMIOGRAFIA NA DISTROFIA MIOTONICA

As miopatias e doengas do sistema nervoso periférico podem afetar tanto as
caracteristicas dos potenciais de unidade motora (P.U.Ms) quanto o padrdo de
recrutamento (DAUBE, 1994). Quando ha atrofia de fibras musculares ou um namero
menor de fibras musculares na area de registro por inativagéo ou destruigdo de fibras

individuais, o P.U.M ficara menor tanto na amplitude como na duragdo. A amplitude do
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P.U.M reflete sobretudo os potenciais das fibras proximas & area de registro e a duragao
depende das fibras proximas e de algumas mais afastadas. Em geral, a amplitude e a
duragdo diminuem paralelamente. Pelo fato das fibras musculares nao dispararem
sincronicamente, os potenciais tornam-se polifasicos. O nimere de picos se correlaciona
habitualmente com o nimero de fases e portanto também aumenta nas miopatias.

Os P.U.Ms na DM sdo, na sua maioria, polifasicos breves e o padrdo de
recrutamento é chamado de paradoxal, caracteristico das miopatias. Na DM estas
anormalidades sio encontradas sobretudo nos musculos extensores dos antebracos e
tibial anterior (STREIB, 1987). Entretanto, potenciais com amplitude e duracéo
aumentadas, habitualmente encontrados nos processos neurogénicos, também podem
ocorrer (NAKASHIMA, TABUCHI, TAKAHASHI, 1983; UNCINE et al, 1990), se a
densidade de fibras aumentar pela diviséo de fibras ou regeneragdo e se a sincronia de
disparo for mantida. Pode haver também variacao da configuracédo do P.U.M, porque nem
todas as fibras musculares individuais sdo ativadas sempre que a unidade motora €
ativada. Se a miopatia & grave e destréi fibras musculares de unidades motoras inteiras o
recrutamento pode diminuir, assim como nos processos Neuragénicos.

Na DM, pode ser observada atividade de insergdo da agutha-eletrodo
(atividade produzida pela introdugdo ou movimento da agulha no musculo) aumentada. A
obtencdo de siléncio elétricc no repouso muscular & importante para excluir
anormalidades pré-sinapticas que resultam em atividade continua da fibra muscuiar
(HARPER, 1979).

No repousoc muscular, pode ser registrada atividade espontanea anormal. As
fibrilagbes e ondas positivas séo descargas regulares, espontaneas, a partir de fibras
musculares individuais desnervadas (DAUBE, 1994). Ocorrem em fibras que nao foram

ainda reinervadas ou que perderam a sua inervagdo por mais de dez dias. Sdo
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encontradas em processos neurogénicos, nas doengas da jun¢édio neuromuscular € nas
miopatias.

As descargas miotbnicas sdo também uma forma de atividade espontanea do
musculo. S&o geradas por fibras muscutares individuais e tém dois tipos de morfologia,
podendo ser positiva ou trifasica. Tém freqiéncia rapida e variavel, de 2 a 100 Hz e
duragdo de 0.1 a 30 segundos, em torno da metade sendo mais longas que 2 segundos
(STREIB & SUN, 1983). Mais comumente, elas desaceleram, mas podem também
aumentar a sua freqiéncia. Produzem som caracteristico, descritc como “mergulho de
bombardeiro”. Podem ser registradas em diversas sindromes miotdnicas, que incluem:
DM:; miotonias congénitas; paramiotonia congénita; paralisia periddica hipercalémica;
deficiéncia de maitase acida; miopatia secundaria ao hipotireoidismo (NIELSEN, FRISS,
JOHNSON, 1982; KIMURA, 1988).

Embora estudos detalhados sobre a distribuicdo da miotonia elétrica (ME) na
DM sejam escassos na literatura médica, presume-se que ela seja mais freqiente nos
musculos distais (MONGIA & LUNDERVOLD, 1975), sobretudo nos musculos das méos e
nos musculos faciais (STREIB & SUN, 1983). Ndo raramente, os mlsculos proximais dos
membros nio apresentam estas descargas, que, em alguns pacientes, podem ser
restritas a um ou poucos muscuios (SUN & STREIB, 1983) ou estarem ausentes em
portadores obrigatérios do gene da DM (PRYSE-PHILLIPS, JOHNSON, LARSEN, 1982,
STREIB, 1987). Embora possa ser vista em récem-nascidos afetados pela forma
congénita da DM, a miotonia é freqiientemente ausente antes dos 10 anos de idade

(ROSSELLE et al., 1979; STREIB, 1987).

Quando difusa, a ME é faciimente reconhecida, mas quando e sutil ou limitada

a poucos misculos, pode ser dificil de distinguir da atividade de insergdo. Na EMG a
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miotonia deve ser pesquisada em musculos proximais e distais dos quatro membros e
musculos faciais (STREIB & SUN, 1983).

A ME esteve presente em todos os pacientes que apresentavam miotonia
clinica nos estudos de PRYSE-PHILLIPS et al., 1982 ¢ STREIB, 1987. Nos casos de DM
tipicos, o diagnéstico da doenga pode ser sugerido com base nos dados clinicos.
Entretanto, nas familias acometidas pela DM, alguns autores encontraram ME em
individuos assintomaticos e que apresentavam exame neurolégico normal, sendo a EMG
especialmente importante na avaliagdo diagnostica destes individuos (BUNDEY,
CARTER, SOOTHILL, 1870; POLGAR et al., 1972; SUN & STREIB, 1983).

Na DM a EMG pode ser de grande interesse também em outras situagdes: a)
Para distincdo da DM com miotonias congénitas, uma vez que a presenca de potenciais
de unidade motora miopaticos sugere o primeiro diagnéstico. Esta diferenca, entretanto,
pode ndo ser evidente nas fases iniciais da doenga ou quando hé acometimento leve; b)
Para diferenciar DM de outras doengas neuromusculares que produzem rigidez muscular,
como neuromiotonia. Nesta ultima, a EMG revela descargas espontaneas de alta
freqiéncia, até 300 HZ, com configuragdo varidvel e decremento, porém com som
diferente daquele produzido pela descarga miotonica; ¢) Para auxiliar o diagnoéstico na DM
congénita, dado que a miotonia clinica em geral no & detectada no bebé. Realizando-se
exame detalhado, é possivel registrar descargas mioténicas ja no periodo neonatal.
(HARPER, 1979; KIMURA, 1989).

No estudo de STREIB & SUN, 1983, houve correlagdo positiva entre o grau de
miotonia e o grau de fraqueza muscular, embora HARPER, 1978, chame a atengdo para o
fato de que a miotonia clinica possa ser dificilmente obtida em pacientes com amiotrofia

infensa.
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ASPECTOS ELETROFISIOLOGICOS DA NEUROPATIA PERIFERICA NA

DISTROFIA MIOTONICA

As anommalidades da condugdo nervosa relacionam-se estreitamente as
alteractes estruturais dos nervos (KIMURA, 1988). A VCN ¢ influenciada por mdiltiplas
variaveis eletrofisiologicas, como idade, temperatura, aitura e sexo (LANG et al.,, 1877;
LUDIN & BEYLER, 1977; RIVNER et al., 1990; CAMPBELL & ROBINSON, 1993; LITCHY,
1997) e por fatores nao fisiologicos que dependem das‘_ técnicas e equipamentos
utilizados no exame (OH, 1883).

E bem conhecida a reducio da VCN com o aumento da idade (CASEY & LE
QUESNE, 1972; LANG et al. 1977) e com a diminuigdo da temperatura (DE JESUS,
HAUSMANOWA-PETRUSEWICZ, BARCHI, 1973; BOLTON, SAWA, CARTER, 1981,
DENYS, 1991; TROJABORG et al., 1992).

Vérias observacbes de anormalidades eletrofisioldgicas apoiam a existéncia
de neuropatia periférica na DM (JAMAL et al., 1986; CROS et al., 1688, MONDELL! et al,,
1993). H& muitos relatos de reducdo leve da VCN (CACCIA et al, 1972
PANAYIOTOPQULOS & SCARPALEZOS, 1976; OLSON et al,, 1978; JAMAL et al., 1986;
LOGULLO et al., 1992; VON GIESEN et al., 1994). Raramente tem sido descrita redugéo
grave da VCN (BORENSTEIN et al., 1977; SPAANS et al., 1986).

Foi sugerido por SPAANS et al., 1986, que o0s pacientes de uma familia que
estudaram, que apresentavam reducdo intensa da VCN e, ocasionaimente, hipertrofia do
nervo, fizessem parte de familias com neuropatia hipertréfica (doenga de Charcot-Marie-
Tooth) associada. Entretanto, estudos genéticos posteriores nesta familia (SPAANS,
JENEKENS & BRUNNER, 1995) mostraram ligagdo no cromossomo 18 e a expansao

CTG da DM e néo confirmaram mutagéo no cromossomo 17,
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Quando a miopatia € grave, a amplitude do potencial de agdo muscular
composto (PAMC) diminui, eventuaimente dificultando a diferenciacéo entre 0 processo
miopético e sua associagdo com NP. Laténcia distal (LD) motora prolongada e reducéo da
VCM foram relatadas (McCOMAS et al., 1971; CACCIA et al., 1972; BALLANTYNE &
HANSEN, 1975: PARAMESH et al., 1975; PANAYIOTOPOQULOS & SCARPALEZOS,
1976; OLSON et al., 1978; MECHLER et al., 1982; JAMAL et al., 1986). Aumento da
duracdo do PAMC também foi descrito (CACCIA et al., 1972, BALLANTYNE & HANSEN,
1975; PARAMESH et al., 1975, PANAYIOTOPOULOS & SCARPALEZOS, 1976).

A estimulagéo repetitiva revela decremento e reduz a amplitude do PAMC em
grau ieve a moderado com recuperacgio rapida (STREIB & SUN, 1982).

Anormalidades sensitivas leves vém sendo descritas na DM (BORENSTEIN et
al, 1977: OLSON et al., 1978; JAMAL et al., 1986; MONDELLI et al., 1993}, sobretudo
nos nervos surais: redugdo da amplitude dos potenciais, laténcias prolongadas e VCNs
reduzidas. JAMAL et al., 1986, observaram anormalidades dos potenciais sensitivos
surais em 17% dos pacientes e alteragbes no limiar sensitivo vibratério em 37%. Estas
anormalidades indicam disfungdo das fibras aferentes de grosso calibre (BUCHTHALet
al., 1984). Também no trabatho de JAMAL et al., 1986, o limiar sensitivo para frio e calor
(no tornozelo efou punho) foi anormal em 83% dos pacientes, indicando que hé
envolvimento das vias aferentes sensitivas mediadas por fibras finas.

A investigacdio de CROS et al., 1988, em 13 pacientes com DM, submetidos a
biopsia do nervo sural e eletroneuromiografia, evidenciou anormalidades sensitivas e
motoras. Houve reducio das VCNs, em grau leve, e LDs levemente prolongadas. O
conjunto dos achados foram consistentes com axonopatia cronica de severidade

moderada.

62 Introdugdo



MONDELLI et al, 1993, investigou 24 pacientes com DM encontrando
neuropatia axonal difusa, de leve intensidade em 46% deles. As anormalidades
consistiram sobretudo em redugdo da amplitude do PAS e do PAMC. Para os autores, a
reducéo da amplitude do PAMC pode ser, em parte, devido a atrofia muscular, mas esta
ndo deve ser a Unica explicagdo, uma vez que a correlacéo atrofia muscular e redugdo da
amplitude do PAMC ndoc é estreita. E provével, portanto, presenca associada de
neuropatia axonal. Anormalidades histolégicas nos nervos surais, em dois pacientes neste
estudo, reforcaram esta hipdtese. N&o encontraram cormrelagéo das anormalidades de
VCN com a idade do paciente, nem com a duragéo ou idade no inicio da DM, assim como
JAMAL et al., 1986.

Ja LOGULLO et al., 1992, examinaram 31 pacientes com DM e 16 de seus
familiares e detectaram neuropatia sensitiva-motora em 45% dos pacientes. A presenca
de polineuropatia foi correlacionada com a idade do paciente, a gl.'avidade e duragéo das

manifestagdes clinicas da DM neste grupo.

N30 houve paralelc entre o grau das anormalidades neuropaticas
eletrofisiologicas e a gravidade do acometimento muscular no estudo de LOGULLQ et al,,
1992, reforcando observagdes anteriores (PANAYIOTOPOULOS & SCARPALEZOS,
1976; OLSON et al., 1978) de que a histéria natural da miopatia e da NP sejam
independentes. No estudo morfométrico recente de WANG & SCHRODER, 2000, houve
correlacio freqlente, mas ndo invariavel, entre a severidade das alteracbes nos nervos €

nos masculos.

O tempo de condugcdo motora central na DM foi avaliado através de

estimulacdo magnética do cérebro em 15 pacientes (CRUZ MARTINEZ, 1992) e foi

sempre normal.
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1.2.3. ASPECTOS GENETICOS NA DISTROFIA MIOTONICA

Em 1992, o gene responsavel pela DM1 foi identificado. Localizado no
cromossomo 19913, codifica a miotonina-proteinoquinase (DMPK) (MAHADEVAN et al.,
1992: FU et al, 1992: BROOK et al, 1992). O gene da DMPK normal contém uma
seqiiéncia de repeticdes CTG que varia de 5 a 37 (BRUNNER et al., 1992; MEINER et
al., 1995) e a mutagédo responsével pela DM1 € a expanséo da seqliéncia de repetices
CTG, que varia de 50 a milhares de cbpias (LAVEDAN et al., 1993).

Embora seja possivel observar todas as variagdes de tamanho das expansdes
entre 9 a 18 repeticdes nos alelos, é observada distribuicdo trimodal nas populagbes
européias, com aielo mais fregiente (em tomo de 35%) sendo de 5 repetigdes. O
segundo modo (aproximadamente 50%) consiste de tres alelos com numeros de
repeticdes sobretudo de 11, 12 e 13 e, menos freqiientemente, de 14. O ultimo modo néo
tem um pico definido e compreende alelos com 19 repeticbes ou mais. Individuos
assintomaticos ou minimamente afetados que tenham pequenas expansdes, chamadas
protomutacdes, com tamanho de aproximadamente 50 a 80 copias, podem transmitir a
mutacdo da DM1. Alelos com expansbes entre 38 e 50 repeticbes, chamados de
premutagdes, sdo raros, representando menos que 2%, mas novas protomutacoes ou
mutagdes plenas da DM1 provavelmente surgem a partir destes (BARCELO et al., 1993).
Estas protomutagdes podem ser herdadas de maneira relativamente estavel se a
transmissdo & materna. Entretanto, 2 passagem através da heranca paterna quase
sempre resulta num aumento significativo do tamanho da expans@o, ate niveis
observados na doenca (BARCELO et al., 1993; YAMAGATA et al., 1998; MARTORELL et
al., 2001). Para LAVEDAN et al, 1993, o padrio de instabilidade do tamanho da

expans3o entre as geragbes independe do sexo e do tamanho da repeticdo CTG do
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familiar afetado. Estes autores consideram que a expansdo da repeticdo € a regra
habitual quando esta é trasmitida por ambos os sexos, mas os majores incrementos entre
as geracbes, resultando em grandes expansdes, sdo em geral mais freqlentes na
transmissao matema que paterna.

E sugerido que a expansdo da repeticido CTG a partir de premutagbes na
populagdo normal seja a responsavel pela manutengdo da incidéncia da DM1 na
populagdo, uma vez que nesta doenga ha diminuigio da fertilidade, que se acentua nas
geragBes sucessivas, pelo fenémeno de antecipagéo. Consequentemente, seria esperado
que os alelos mutantes fossem sendo eliminados na populagéo se nac houvesse Outro
mecanismo para manté-los (MARTORELL et al., 2001).

A DM1 parece ser causada por este mecanismo singular de mutagao, a
expansdo de bases CTG no cromossomo 19q13, no gene que codifica a miotonina-
proteinoquinase. MAHADEVAN et al., 1992, mostraram que 98% de 258 individuos com
diagnéstico de DM apresentavam expanséo CTG nesta regigo.

O fenémeno de antecipacio, definido como a manifestagéo mais severa da
doenca nas geragdes que se sucedem, se acompanha em geral de aumento da repeti¢cao
de tripletos CTG (MAHADEVAN et al., 1992 TSILFIDIS et al., 1992; REDMAN et ai,,
1993: HARLEY et al., 1993; BRUNNER et al., 1993a; PASSOS-BUENO et al,, 1995).
Alteragdes como mutagbes de ponto, delegdes ou insergdes nunca foram descritas na
DM. Isto implicaria que o paciente que ndo tem a expans@o CTG nao tem DM. No
entanto, mais recentemente, uma familia que apresentava sintomas indistinguiveis de DM
apresentou ligagdo no cromossomo 3q e esta condigdo foi chamada de DM2 (THORTON
et al., 1994 b; RICKER et al., 1994a; ROWLAND, 1994; ABBRUZZESE et al., 1996;
RANUM et al., 1998; DAY et al., 1999). Posteriormente, foi descoberto que a PROMM tem

ligagdo com a mesma regido, no cromossome 3 (MEOLA et al., 1986; RICKER, 19989;
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THORTON & ASHIZAWA, 1999).

Apesar da mutacdo especifica e do produto do gene que contém a mutagao
serem conhecidos, a patogénese maolecular € ainda indeterminada.

A andlise da expansdo CTG apresenta sensibilidade e especificidade tal que a
combinacdo dos métodos através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e de
Southern Blot pode detectar todas as mutagSes na DM1 sem falsos positivos (IDMC,
2000).

Para determinar o nimero de repeticdes CTG (ADAMS, 1999, THOMPSON et
al., 1993) o DNA € iniciaimente isolado do sangue. Segue-se andlise através da reacdo
em cadeia da polimerase (‘polymerase chain reaction”, PCR). A PCR baseia-se na
ampiificagdo enzimatica de um fragmento de DNA, ufilizando-se desencadeadores,
oligonucleotideos curtos proximos da seqliéncia de repeticdes CTG que se hibridizam
com os filamentos opostos da seqliéncia alvo e desencadeiam a sintese da seqgléncia
alvo complementar pela enzima DNA-polimerase. Ciclos repetidos de desnaturagio pelo
calor, hibridizacdo dos desencadeadores e sintese enzimatica de DNA resultam na
amplificagdo exponencial do DNA-alvo. O DNA é entdo separado através de eletroforese
em gel deagarose e as sequéncia menores migram adiante através do gel. O DNA &
transferido para uma membrana de nylon e incubado com uma sonda radioativa, de forma
que as distancias percorridas pelas diferentes bandas comrespondem ao numero de
repeticdes CTG nas seqliéncias originais.

A eletroforese em gel de agarose das segléncias amplificadas pela técnica de
PCR é muito precisa para determinar as repeticbes normais ou moderadamente
aumentadas. Se apenas uma bhanda aparece, indica que um dos cromossomos do
paciente contém repeticido CTG que € além da faixa detectavel pelo metodo de PCR.

Para confirmar a presenca de repeticbes muito longas de tripletos, € empregado, entao, o
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método de Southem Blot. Neste, o DNA é digerido com uma enzima de restricéo,
separado através de eletroforese em gel agarose, transferido a uma membrana de nylon e
exposto a uma sonda de oligonucleotideos marcada radioativamente para detecgéo
autoradiografica. Como no teste de PCR, a posicdo de migragdo da banda refiete o
tamanho da repeticéo.

A indicacdo da andlise de DNA é para a confirmagéo do diagnéstico clinico de
DM1, sendo especialmente Gtil na DM1 congénita, frente a um bebe hipotonico, quando a
miotonia pode estar ausente clinicamente e na EMG. Tem grande valor também em
familiares assintomaticos de pacientes com DM1 e que desejam conhecer 0 seu genotipo
em relacdo & doenca. Outra indicagio é o teste pré-natal, quando um dos pais tem
diagnostico estabelecido de DM1, podendo ser feito no liquido amnidtico, ap6s quinze
semanas de gestagio ou na vilosidaﬁe coriénica, por volta da nona semana de gestagéo
(ADAMS, 1999). Entretanto, como a correlagéo entre o tamanho da expansdo e a
gravidade dos sintomas ndo é absoluta, ndo é apropriado predizer o prognéstico baseado
no tamanho da expansao (IDMC, 2000).

Varios aspeﬁtos genéticos vém sendo investigados na DM1, mas
principaimente, a correlagéo entre o tamanho da repeticdo CTG e a gravidade da doenga
(HUNTER et al., 1992; TSILFIDIS et al., 1992; HARLEY et al., 1993; JASPERT et al,,
1995: GIORDANO et al., 1995; PASSOS-BUENQ et al., 1995, GENARELLI et al., 1996;
CHANG et al., 1998; GHAREHBAGHI-SCHNELL, 1998; KINOSHITA & HIROSE, 1999,
MARCHINI et al., 2000). Entre outros aspectos pesquisados, incluem-se: a influéncia do
sexo e tamanho da expansdo CTG do familiar afetado para a prole (HARLEY et al., 1993;
BRUNNER et al., 1993a); a proporgao de ascendentes masculinos e femininos nas
familias com multiplas geragdes (BRUNNER et al., 1993a); o mecanismo e freqiiéncia da

contracdo da expansdo CTG entre as geragbes (O'HOY et al., 1993; ASHIZAWA et al,
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1094; LOPEZ DE MUNAIN et al., 1996).

TSIFILDIS et al., 1992, determinaram o grau da expansdo CTG em 272
portadores de DM1. As criangas que apresentaram a forma congénita da doenga e suas
maes tiveram em média, amplificagées maiores de expansdes CTG que a populagdo com
outras formas da DM1. Para os autores este dado, associado a tendéncia de haver
aumento da repeticho CTG nas geragdes sucessivas de familias estudadas, seria
evidéncia de antecipacéo genética na transmiss&o da DM1.

Na DM o diagndstico pode ser um desafio, eventualmente, nagueles casos
afetados minimamente e nos familiares assintomaticos, sob risco de terem herdado a
doenga. REARDON et al, 1992, conduziram avaliagdo clinica e molecular em 83
pacientes com acometimento minimo, divididos em 4 grupos: |, 42 individuos e ll, 18
individuos que foram identificados clinicamente com e sem acometimento neuromuscular
respectivamente; grupo i, 9 individuos com alta probabilidade de serem portadores do
gene da DM1, porém com fenétipo normal; grupo iV, 14 pais assintomaticos de pacientes
com diagnostico de DM1 definido. As menores expansGes foram detectadas no grupo IV,
com variaragdo de 53 a 60 repeticbes. O tamanho da expanséo foi similar nos grupos com
& sem miopatia (I e Il), com variagdo entre 53 e 160. Nos pacientes do grupo ill, as
expansbes detectadas pela técnica de PCR variaram de 70 a 230. No total, em 11
pacientes (grupo | = 2, grupo Il = 2, grupo lll = 2, grupo [V = 35) néo foi detectada a
expansdo de tripletos. A DM com minimos sintomas representa, portanto, um desafio
diagnostico. A andlise molecular, associada com investigagao clinica adequada, é valiosa
na confirmac&o ou exclusdo da DM com esta apresentagdo. Os autores alertam para o
fato de que & preciso cautela na interpretagdo de sinais clinicos nao especificos no
paciente sob risco de ser portador do gene da DM, para néo realizar um diagnostico falso

positivo. Neste estudo a EMG foi analisada em 20 pacientes e a sensibilidade deste
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exame para o diagnostico foi de 39%. Os pesquisadores enfatizam que estes dados se
aplicam & populagéo de estudo, com minimo acometimento. A sensibilidade dos exames
clinico, oftalmico e EMG, nos pacientes com 50% de risco de apresentarem a doenca,
tem sido estimada em torno de 90 a 92% na literatura médica (BRUNNER et al., 1981).

NOVELLI et al., 1993, realizaram a comparagdo enfre genétipo e fendtipo de
116 portadores de DM1, pertencentes a 62 familias italianas. Observaram correlagio
significativa entre a gravidade clinica e o nimero de repeticbes na regido do gene da
DMPK. Concluiram que a amplificacdo da repeticio CTG é diretamente relacionada ao
fendtipo na DM1 e que a andlise de DNA permitiria informagdes quanto ao prognastico da
doenga.

O estudo de PASSQS-BUENO et al., 1995, foi o primeiro a detaihar aspectos
genéticos clinicos e a andlise moltecular na DM, em familias brasileiras. Foram incluidos
235 pacientes, pertencentes a 41 familias e as seguintes observacdes destacadas: a) A
propor¢io de doentes de raca negra foi aparentemente menor que entre brancos e
orientais. b) Houve mais homens afetados nas familias estudadas, dado em acordo com
BRUNNER et al., 1993a: ¢) N&o houve diferenca na taxa de infertilidade entre mulheres e
homens, mas as mulheres tiveram 25% menos filhos. d) Houve aumento significativo no
tamanho da expansao CTG nas geragdes que se sucederam e este se correlacionou com
a gravidade da doenga. Embora tenha havido uma sobreposicdo no famanho da
expansdo entre os quatro grupos clinicos estudados (acometimento leve, com minimos
sinais/sintomas; forma classica, com inicio na adolescéncia ou no inicio da idade adulta;
forma congénita e forma de inicio na infancia), as maiores expansbes foram observados
nos pacientes que pertenciam aos dois Ultimos grupos. N&o houve diferenca no tamanho
médio da expansdo CTG, nos filhos de méaes afetadas comparados com 0s filhos de pais

afetados, como ja havia sido observado por HARLEY et al, 1993. Entretanto, com
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excecao de trés casos que apresentaram a forma congénita, as maiores expansoes foram
transmitidas via paterna.

Na literatura ha evidéncias de que a transmisséo de grandes expansdes via
paterna raramente acarreta a forma congénita da DM (HARLEY et al., 1993; NEVILLE et
al., 1994). Sdo descritos casos, embora ndo numerosos, de redugdo no tamanho da
expansao entre as geracdes, mais freqlientemente na transmissdo via paterna (O’HOY et
al., 1993; REDMAN et al., 1993; HARLEY et al, 1993; BRUNNER et al., 1993
ASHIZAWA et al., 1994; LOPEZ DE MUNAIN et al., 1996). No estudo de PASSOS-
BUENO et al., 1995, um sd caso de contracdo da expansdo CTG foi notado e neste a
transmissao foi via patema. Foi descrita mutacdo reversa para um alelo de tamanho
normal na DM1 (SHELBOURNE et al., 1992; BRUNNER et al., 1993a; BRUNNER et al.,
1993b; O'HQY et al., 1993). |

Na literatura pemanece em debate se existe distorcdo de segregagdo da
transmissao de tripietos CTG na DM1 e se esta se produziria através de algum dos sexos.
CAREY et al., 1994 e GENARELL| et ai., 1994, relataram que os alelos maiores seriam
transmitidos mais frequentemente, com distor¢io significativa através da transmisséao
paterna. Ja SHAW et al., 1995 e CHAKRABORTY et al., 1996, evidenciaram distor¢éo de
segregacéo especifica de transmissées matema para os grandes alelos. MONCKTON et
al., 1995 mostraram que na DM1 ndo existe produgéo preferencial de alelos longos no
esperma, porém existe variagdo do tamanho da expansdc CTG no esperma nestes
pacientes.

MEINER et al., 1995, realizaram avaliagdo clinica e genética de 121 individuos
pertencentes a 24 familias com DM1. Além disto, foi feita analise do DNA leucocitano de
outros 69 individuos (destes, 35 com diagndstico definido, os demais, possiveis

portadores) e de 100 individuos saudaveis. Na maior parte dos casos a analise molecular,
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por PCR e Southern blot, confirmou o diagnéstico clinico. Em quatro casos com quadro
clinico compativel com DM1 ndo foram demonstradas expansoes CTG. As explicagdes
aventadas & que estes pacientes seriam poriadores da sindrome de PROMM ou
apresentariam mosaicismo somatico. Na maioria das familias o fragmento se tornou maior
nas geracbes sucessivas, mas em quatro familias foi notada contragéo e duas familias
mostraram estabilidade do tamanho da expansao de repetigoes CTG.

Analisando o tamanho da expansdo CTG nos leucdcitos em relagfo as formas
clinicas, MEINER et al., 1995, verificaram que todos os pacientes com sintomas minimos
tinham expansdes menores que 500. A DM classica se associou com uma ampla variagao
do tamanho da expanséo, de 600 a 5700. Dos sete pacientes que apresentavam a DM
congénita, tres tinham grandes expanses (maiores que 5000), enquanto que quatro
apresentaram expansées menores, encontradas na forma classica. A correlagéo entre
tamanho da expansdoc e a gravidade dos sintomas ndo foi, portanto, absoluta. Este fato
deve ser considerado sobretudo no diagnéstico pré-natal e ao tentar-se estabelecer a
gravidade da doenga baseada no tamanho da expansdo. No caso mais extremo, a
transmissdo de um alelo contraido foi associado com a forma congénita da DM,
observagdo semelhante a de COBO et al., 1993. Outra observacgéo interessante verificada
neste estudo foi a presenca de heterogeneidade somatica nos leucocitos com a técnica
de Southern blot nos pacientes adultos que apresentavam a forma classica ou que tinham
a forma congénita, mas n&c nos neonatos que apresentavam esta ultima forma da DMA1.
Isto sugere que a heterogeneidade é estabelecida apés o nascimento.

MARTORELL et al., 1995, ndo confirmaram correlacdo direta entre o tamanho
da repeticdo CTG em 23 pacientes com DM1 e os sintomas clinicos. A observacdo
principal neste estudo foi a de que o tamanho da repeticdo CTG nos leucocitos aumenta

quando analisado novamente apés um periodo de cinco anos, indicando instabilidade

Introdugéo 71



mitética da repeticdo ao longo do tempo. O aumento da repetigéo, entretanto, néo parece
ser um indicativo da progressao dos sintomas, mas a idade sim.

Com o objetivo de avaliar possivel correlagéo entre os sintomas e o tamanho
da expansdo CTG nos leucdcitos na DM1, JASPERT et al, 1995, submeteram 14
pacientes a exame ciinico, psicoldgico, eletrofisiologico (quantificacdo de miotonia e
eletrocardiograma), biopsia muscular (4 pacientes) e pesquisa de catarata em lampada de
fenda. Para avaliagio do grau de acometimento muscular, os pacientes foram
classificados de acordo com a escala proposta por MATHIEU et al., 1992. Dos 14
pacientes, 10 apresentavam a forma classica; um paciente apresentava alteragbes
minimas; um paciente a forma congénita e dois pacientes, a forma de inicio na infancia. A
avaliagio do DNA foi realizada através das técnicas de PCR e Southern blot. A EMG foi
realizada nos misclos tenares e a miotonia foi quantificada através de um procedimento
padronizado utilizando um goniémetro no dedo médio e EMG de superficie do musculo
flexor profundo dos dedos. Foi observada correlagio significativa do tamanho da
expansio com o grau de acometimento muscular e correlacdo inversa com a idade de
inicio dos sintomas. Retardo mental e disfungéo gonadal foi também mais frequente em
pacientes com repeticdes CTG maiores. Oufros sintomas porém, como miotonia, catarata,
disfungdo cardiaca ndo se correlacionaram com o grau da expans&o. As possibilidades
consideradas para explicar este fato foi a de mosaicismo somatico, com expansoes
diferentes nos tecidos e expressao variavel do gene da DM1. A falta de correlagéo com a
riotonia foi interpretada por esta ser mascarada nos masculos da mao pela paresia dos
musculos distais.

GENARELL! et al., 1996, realizaram estudo comparando o fenétipo e gendtipo
de 465 pacientes com DM1. Observaram trés classes de subtipos ciinicos, com uma

distribuicdo que permitiu predizer a probabilidade de um fenétipo baseado no namero de
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repeticdes CTG. A conclusdo foi que a estimativa da expansao no DNA leucocitario é
muito valiosa e precisa para determinagéo do prognédstico.

Foi demonstrado que o tamanho da expansao € maior no musculo que nos
feucocitos (ANVRET et al., 1893; THORTON et al., 1994a). Nao ha evidéncias, entretanto,
de que o tamanho da expansio no musculo seja um melhor indicador quanto ao
prognaéstico da doenga que o tamanho da expansdo nos leucdcitos.

ZATZ et al., 1995, compararam o grau da expansdo CTG no musculo a dos
linfécitos em pacientes com idades e gravidade de acometimento diferentes, indo desde a
forma congénita & forma com minimos sinais. Observaram que o tamanho da expanséo é
muito maior no musculo esquelético em todos os pacientes analisados. Nao houve,
porém, correlago entre o tamanho da expanséo CTG no musculo e a idade no inicio da
doenca, comelacdo que j4 haviam verificado quando analisaram a expansdc nos
leucécitos (PASSOS-BUENQO et al, 1995). Foram cbservadas igualmente grandes
expansdes no musculo de todos os pacientes, independente da presenca de fraqueza
muscular. Estas observagdes fazem questionar o valor da analise das expansdes CTG no
musculo para predizer a gravidade do fenétipo.

Uma outra observacdo interessante de ZATZ et al, 1995 foi a de que a
diferenga entre o tamanho da expanséo no mlsculo comparada com a dos leucdcitos era
menor nas criangas. Esta e as observagdes de MEINER et ai,, 1995, sugerem que a
heterogeneidade somatica tende a aumentar com a idade e atingir a estabilidade na idade
adulta. No estudo de ANVRET et al., 1993, ndo houve aumento no tamanho da expanséo
CTG em biopsias musculares realizadas com intervalo superior a 15 anos, dado que
reforga a possibilidade de que a heterogeneidade somatica possa se estabilizar ¢
questiona o valor preditivo do tamanho da expansao no musculo para o fendtipo.

A descoberta de que a expanséo de tripletos CTG na DM € maior no masculo
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que nos leucdcitos levou ANSVED et al., 1997, a investigarem a variagéo do tamanho
expansdo, no musculo, de individuos nio portadores desta doenca. O numero de
repetiches observadas, obtido através de biopsias percutadneas de 86 individuos, variou
entre 5 e 28, ou seja, dentro da faixa de nomalidade observada nos leucdcitos, na
populagio normal.

KINOSHITA et al., 1998, usaram analise por Southem blot para investigar as
expansdes em 22 tecidos obtidos em autopsia de um paciente com DM1. Entre o grupo
de tecidos que apresentou expansdes maiores que as observadas nos leucdcitos estavam
os do cérebro, pele, testiculo, musculos (esquelético, liso, cardiaco), pancreas e hipéfise.
Tecidos que apresentaram expansdes pequenas, como cerebelo e orgéos hemato-
linféides, ndo costumam ser afetados na DM1. Qutros tecidos, entretanto, cuja difungio
ndo se expressa usuaimente na DM1, como pulm&o, rim, figado, glanduias tiredide,
paratiredide e adrenal, tiveram também expansdo maior que a dos leucécitos. Além disto,
em musculos proximais e distais, que apresentam graus de acometimento clinico
diferentes, as expansdes foram similares. Concluiram que uma expansao grande pode ser
necessaria, mas ndo é suficiente para induzir a disfuncdo num determinado tecido.

LOPEZ DE MUNAIN et al., 1996, analisaram a presenga de variagbes no
tamanho da expans&o CTG na DM1 entre as geragdes, nos pares genitores-filnos. Para
isto incluiram 80% de todos os descendentes (sintomaticos ou ndo), de um paciente com
DM1. Contragdo da repeticdo CTG foi verificada em 14,1% dos pares e a repeticdo
permaneceu inalterada em 7% dos pares. Nesta familia foram encontrados individuos
assintomaticos que apresentavam a expansdo CTG e em alguns destes foi observada
contracdo da repeticdio CTG. Em todos que apresentaram contrag@o da repeticdo CTG, a
transmissao havia sido via paterna.

KOCH et al., estimam entre 3 e 9% o risco de uma mulher heterozigota para
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DM1 ter um beb& com a forma congénita da doenca. Este risco passa a ser entre 20 e
37% se a mulher ja teve um bebe com este problema. Além disto, o risco parece ser
maior quando a doenca na mae é mais grave e a expansdo CTG maior. Esta ditima
comrelacdo, entretanto, ndo é absoluta, como demonstrado por ASHIZAWA et al., 1994,

O'HOY et al., 1993, destacaram igualmente o fato de que o numero de
repeticdes CTG pode diminuir durante a transmiss&o do alelo anormal na DM1. Em um
dos casos apresentados, a reduc@o chegou a faixa de normalidade e se correlacionou
com inicio mais tardio dos sinais clinicos da DM1 no pacienie em causa.

A dificuldade em correlacionar os dados ciinicos e moleculares na DM1 foi
enfatisada também por GIORDANO et al., 1995, através da descri¢ao de dois sujeitos. O
primeiro apresentava um quadro clinico atipico, com acometimento predominante, grave,
gastrointestinal e expansdo pequena nos leucocitos (60 repeticdes CTG); o segundo, que
apresentava expansdo semelhante (60 repeticdes CTG nos leucocitos) e era

assintomatico.

No estudo de GHAREHBAGHI-SCHNELL et al., 1998, foram avaliados 57
individuos pertencentes a 8 familias com DM1. A avaliag&o clinica fol baseada em escala
de acometimento muscular e escore da somatoria dos sintomas. Houve correlagio
positiva entre a analise molecular e estas duas graduacoes clinicas.Nestas familias foi
observada expansido, mas também contragdo do fragmento expandido, durante a
transmisséo de uma geragao a outra.

Alguns trabalhos tém analisado a correlag@o entre o tamanho da repeti¢do
CTG e a gravidade de manifestacbes clinicas individuais nos pacientes com DM1.

KINOSHITA & HIROSE, 1999, realizaram, em 40 pacientes, avaliagéo
muscular, enddcrinolégica, imunolégica, intelectual, eletrofisiologica para a condug&o no

feixe de His e index de apnéia. O grau de acometimento muscular foi avaliado através de
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escala de acomentimento  muscular, velocidade sacadica horizontal no
eletronistagmograma, indice de miopatia estimado através de EMG quantitativa e fung&o
putmonar. Houve correlagio positiva entre o tamanho da expansdc e cada um destes
itens.

MARCHINI et al., 2000, investigaram 24 pacientes. N&o houve correlagdo
entre o nimero da expanséo CTG nos leucdeitos com a presenca ou auséncia de atrofia
muscular, insuficiéncia respiratdéria, anormalidades cardiacas, diabete, catarata,
anormalidades do sono, esterilidade ou hipogonadismo. Correlagdo significativa,
enfretanto, foi encontrada com a idade de inicio da doenga, grau de acometimento
muscular, coeficiente intelectual e meméria para fatos recentes. Concluiram que na DM1
0 nimero de repeticbes CTG tem valor prognéstico somente para algumas das

manifestacbes clinicas.

1.2.4. FISIOPATOLOGIA DA DISTROFIA MIOTONICA

O defeito genético da DM1 foi localizado no cromossomo 18913, em 1992
(MAHADEVAN et al., 1992; FU et al; 1992; BROOK et al, 1992), na regido 3-nidoc
transcrita do gene gque codifica a DMPK. Trata-se de uma expansao instavel de repetigbes
de trinucleotideos CTG, cujo tamanho pode variar de uma geragéo a outra e, no mesmo
individuo, de uma célula a outra e nos diferentes tecidos (TSIFILDIS et al., 1992; ZATZ et
al., 1995; KINOSHITA et al., 1996; LOPEZ DE MUNAIN et al., 1996).

Os mecanismos moleculares que levam & instabilidade dos tripletos
permanecem desconhecidos, porém dois fatores que certamente a influenciam s&o o
tamanho da repeticdo (quanto maior, mais instavel) e a sua pureza (quando os fripletos

sdo todos idénticos, a repeticdo serd mais instavel). Ha indicios também de que a
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expansibilidade das repeticdes de tripletos CTG/CAG é ligada ao ambiente genético
destas, particulamente a riqueza GC da regido em questio (BROCK, ANDERSON &
MONCKTON, 19989). Outros mecanismos participam, como o eéfeito cis e frans da
mutacéo, assim como mecanismos dependentes da transcricao.

in vitro, as repeticbes de tripletos formam estruturas secundarias do tipo
“grampo de cabelos” que poderia, in vivo, perturbar a replicagdo do DNA e provocar
mudancas no tamanho da repeticdo. Poderia, sobretudo, perturbar a progressdo da
polimerase blogueando-a ou provocando a sua derrapagem dentro da repeticdo. Haveria,
entdo, uma decalagem no momento da reassociagéo do filamento matriz e do filamento
neo-sintetizado (SAMADASHWILY, RACA & MIRKIN, 1997).

Um outro modelo propde que as expansGes poderiam acontecer apés
deslocamento de um fragmento pelo fragmento em curso de sintese. Esta sintese
deslocaria a extremidade 5 do Ifragmento precedente, que poderia dobrar sobre ele
formar uma estrutura como “grampo de cabelo”. Na medida em que a sintese prossegue,
se a ligagdo acontecesse sem reparagio, o resultado seria um aumento do tamanho da
repeticdo (BAMBARA, MURANTE & HENRICKSEN, 1997).

A instabilidade da expansdao CTG foi reproduzida recentemente no
camundongo transgénico, portador de sequéncias gendmicas humanas, clonados a partir
de pacientes de uma familia com DM1 (SEZNEC et al,, 2000). Neste estudo foi notada
instabilidade do tamanho da repeticio entre as geragdes, com forte tendéncia a expansao
e, nos tecidos e esperma, aumento da instabilidade com a idade. Ficou demonstrado que
a presenca de sequéncia CTG de pelo menos 300 repeticdes influencia a expressao de
genes proximos (efeito “cis’), como o DMPK e DMAHP/SIX, assim como acontece no
homem. Foi mostrado, igualmente, que a diminuigdo da express&o do gene DMPK resulta

da sequestracdo, no nicleo celular, do RNA mensageiro mutante, induzindo o efeito
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“trans”, responsavel por sintomas como a miotonia, como nos pacientes (SEZNEC et al,
2000).

A localizagdo da expansdo na regido 3'UTR € um ponto importante a ser
considerado na patogénese da DM1. Esta regido, 3UTR, tem papel essencial na
regulacdo de eventos que se seguem a trancricdo. Ela intervém nos processos de
maturacdo, compactacéo, transporte e localizagéio celular do RNA e tem papel na
diferenciacdo celular, sobretudo no musculo. Estas fungdes se desenvolvem a partir de
interacdes do RNA com algumas proteinas especificas, as quais seriam perturbadas pela
presenca das amplificagbes das repetigdes (RASTINEJAD & BLAU, 1993; AMACK et al.,
18989).

Varias pesquisas mostraram haver correlagéo entre o grau da expanséo da
repeticio de tripletos com o inicio mais precoce da doenca e a sua gravidade (HUNTER
et al., 1992; TSILFIDIS et al., 1992; HARLEY et al, 1993; JASPERT et al, 1995
PASSOS-BUENO et al. 1995; GENARELLI et al., 1996; GHAREHBAGHI-SCHNELL et al.,
1998: KINOSHITA & HIROSE, 1999; MARCHINI et al., 2000). Entretanto, 0 mecanismo
pelo qual a expansdo CTG no gene provoca as manifestagdes da doenca ainda €
incompletamente conhecido e a natureza multisistémica e a expressividade variavel da
doenca é dificilmente explicada pelo defeito isolado no gene DMPK.

Em primeiro lugar, a mutacdo na DM1 é notavel pela sua posicgo néo
habitual, uma vez que se localiza numa parte do gene da DMPK que néo codifica proteina
(MAHADEVAN et al., 1992; FU et al,, 1992; BROOK et al., 1992). Para tentar explicar
como uma mutagdo que ndo interrompe a seqiéncia de codificagio da DMPK pode ter
um efeito tio marcante e grave, sdo postulados possiveis mecanismos moleculares

complexos, ao nivel da proteina, do DNA e do RNA.
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A proteina codificada pelo gene da DM1 recebeu o nome de miotonina-
proteinoquinase, uma vez que apresenta sequéncia homologa com outras proteinas da
familia das proteinoquinases. Ja foi também demonstrado, in vitro, que a proteina
produzida pelo gene tem atividade tipo quinase (TIMCHENKO, PIZZUTTI, CASKEY,
1993). A proteina DMPK foi localizada no reticulo endoplasmatico de células epitefiais do
cristalino humano. No miisculo o reticulo sarcoplasmatico também apresentou resposta
imunoreativa 2 DMPK (GOURDON, JUNIEN, ASHIZAWA, 1998).

Uma primeira questéo é se a expanséo de repeticbes aumentaria ou diminuiria
a atividade da proteinoquinase. Varias doengas hereditarias causadas por repeticées
expandidas de trinucleotideos envolvem perda da funcéo das proteinas codificadas pelo
gene, como a sindrome do X frégil. Ja na doenca de Kennedy e na doen¢a de Huntington,
ha evidéncias de ganho de fungéo das proteinas codificadas, que passariam & ser
neurotéxicas.

O ganho de fungdo na DM1 é improvavel, uma vez que a repeticdo ndo é
transcrita e portanto n&o é incorporada em uma proteina funcional. Camundongos que
expressaram a DMPK em excesso desenvolveram cardiomiopatia, mas ndo os outros
sintomas sistémicos da DM1, incluindo miotonia nos misculos esqueléticos (JANSEN et
al., 1996).

Por outro lado, por ser a DM1 doenga autossdmica dominante, os pacientes
tém um alelo normal além do alelo doente. O méximo que poderia se esperar se o
mecanismo fisiopatolégico fosse simplesmente perda de fung¢do seria reducéo de 50% da
atividade do produto do gene, que dificimente explicaria a enorme variagao da expressao
clinica nesta doenca (FISCHBECK, 1994).

Outros fatos contribuem para a compreenséo de que a deficiéncia de DMPK,

isoladamente, néo deve ser o mecanismo fisiopatologico na DM1.
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Estudos experimentais em camundongos deficientes em DMPK nao
reproduziram anormalidades fenotipicas da DM1 (JANSEN et al.,, 1996; REDDY et al.,
1996). Os camundongos homozigotos para deficiéncia de DMPK apresentaram fraqueza
leve e tardia, porem sem miotonia (JANSEN et al., 1996). Foi relatado por BERUL et al.,
1998, entretanto, que camundongos deficientes em DMPK desenvolvern distGrbios da
conducdo cardiaca similar aos encontrados nos pacientes com DM1, indicando que a
redugdo nos niveis de DMPK pode ser responsavel pelo fenétipo cardiaco na DM1.

Os estudos que compararam a expresséo da DMPK, em pacientes portadores
da DM1 e em ndo afetados, mostraram niveis aumentados (SABOURIN et al., 1993;
LAURENT et al., 1997), reduzidos (HOFFMANN-RADVANYI et al.,, 1993; CARANGO et
al., 1993; FU et al., 1993; KOGA et al., 1994; ERIKSSON et al., 1999) e inalterados
(BHAGWATI, GHATPANDE, LEUNG, 1998).

Para ERIKSSON et al., 1999, os niveis significantemente reduzidos de DMPK
nos musculos esqueléticos de portadores de DM1 comparados com controles portadores
de outras miopatias na verdade expressariam niveis aumentados de DMPK nestes
uitimos, possivelmente associados a regeneracéo muscular.

Uma outra possibilidade é a de que ocorram diferentes padroes de expresséo
no locus genético da DM1 dependendo do momento do desenvolvimento, conforme
sugerido pelo estudo de LAURENT et al., 1997. Estes relataram niveis aumentados de
DMPK em amostras de musculos de criangas com a forma congénita da DM1 e
postularam que iste poderia ser resuitado de um atraso no desenvolvimento dos musculos

destes pacientes.

Grande parte da controvérsia encontrada na literatura sobre a quantidade e
localizag&o tissular da proteina DMPK reside na dificuldade de serem obtidos anticorpos

especificos para esta proteina, uma vez que existe forte homologia entre ela, suas

80 introducéo



diferentes isoformas e as outras proteinas quinases. (SABOURIN et al., 1983; FU et al.,
1993; KOGA et al., 1994).

Ha evidéncias que a expansdo CTG interfira na atividade da proteino-quinase
e cause fosforilagdo anormal de proteinas-alvo, as quais acarretariam as manifestagoes
da DM1 (ROBERTS et al., 1997). Foram identificadas proteinas que se ligam
especificamente com repeticbes de tripletos no DNA (TIMCHENKO et al., 1996a) e outras
que se ligam com repetigdes de tripletos no RNA (TIMCHENKO et al, 1996a;
TIMCHENKO et al., 1996b; TIMCHENKO et al., 1999).

Uma das proteinas que se liga ao CUG-RNA, CUG-BP/hNab50, se liga
especificamente aos tripletos CUG encontrados no RNAmM da DMPK, responsavel pela
DM1. Ha estudos que sugerem que estas proteinas séo envolvidas no processamento
efou transporte nucleoplasmatico do RNAm (T IMCHENKO et al., 1996b). Regibes
expandidas de repeticdes CUG na DM1 poderiam alterar a funcao normal desta proteina
(CUG-BP/hNab50).

Esta existe em duas formas, CUG-BP1 e CUG-BP2 (T IMCHENKO et al.,
1996b), respectivamente formas hiper e hipofosforilada. A sua fungéo & provavelmente
controlada pela fosforilagdo, na qual a DMPK de alguma forma participaria. ROBERTS et
al.. 1997, mostraram, no paciente homozigoto para DM1 e no camundongo deficiente em
DMPK, que a distribuicio intracelular destas isoformas de proteinas € alterada na
auséncia de DMPK. Os dados destes autores mostraram que a DMPK fosforila as
proteinas CUG-BP in vitro, sugerindo que © controle da localizagdo nuclear destas
proteinas & via fosforilagdo. No camundongo deficiente em DMPK foi demonstrado
acumulo da forma hipofosforilada da CUG-BP/nNab30 no ndcleo.

Os pacientes com DM1 tém processamento anormal dos DMPK RNAs-m

(WANG et al., 1995) e acimulo dos DMPK mRNAs no nucleo (TANEJA et al., 1995
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DAVIS et al, 1997). ROBERTS et al, 1997, sugerem que que o aumento da
concentrag@o nuclear da forma hipofosforilada da CUG-BP na DM1 é uma mudanga que
afetaria a expresséo de outros RNAs-m que poderiam estar sob controle de CUG-BPs.

Recentemente TIMCHENKQO et al, 2001, verificaram, em cultura de
mioblastos, que as células normais acumulam a CUB- BP1 no citoplasma, que regula a
proteina p 21 durante a diferenciagdo celular. Na DM, ha incapacidade das células de
acumularem CUBP1 no citoplasma, com conseqiiente reducdo da p21 e aiteracdes de
outras proteinas responséveis pela interrupgéo do ciclo celular durante a diferenciacéo.

No nivel do DNA, a repeticdo CTG poderia alterar a estrutura da cromatina
(GOURDON, JUNIEN, ASHIZAWA, 1998; WANG et al., 1994), alterar a transcricio da
DMPK e SIXS e interferir com genes vizinhos. Isto poderia afetar a quantidade ou a
distribuicio dos niveis da proteina. |

Os nucleosomas, que formam o elemento estrutural basico dos cromossomos,
interferem na repressao da trancricdo. WANG et al., 1994, usaram microscopia eletrénica
para examinar in vitro nucleosomas com DNA contendo tripletos CTG expandidos. Foi
evidenciada maior eficiéncia na formagao dos nucleosomas, indicando que, na presenca
de ftripletos expandidos, a transcricdo pode ser reprimida através da criagdo de
nucleosomas estaveis.

Em tomo do gene da DMPK existem seis diferentes genes, num intervalo de
200 kb. Destes, 0 DMWD (anteriormente chamado de N58), 0 DMPK e o SIX5/DMAHP
("DM locus-associated homeodomain protein®) estariam mapeados num intervalo muito
préximo, de 40 kb (SHAW et al., 1993; ALWAZZAN et al., 1998; ERIKSSON et al., 1999).

Os dados sobre a expresséo do SIX 5 (denominado previamente DMAHP) sdo
controversos. Trés estudos relataram uma reducdo na expressdo a partir do alelo

contendo a expansdo CTG (THORNTON et al., 1997, KLESERT et al., 1997; GENARELLI
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et al., 1999). Um quarto estudo ndo mostrou diferenca significativa na expressao de
DMAHP e 59 na DM1 e nos controles (HAMSHERE et al., 1997).

THORNTON et al.. 1997, examinaram os niveis dos transcritos SIX5/DMAHP
alelos- especificos em culturas de mioblastos de individuos normais e de pacientes com
DM1. Nos controles, os niveis de RNAm sintetizados por cada alelo SIX5/DMAHP era
similar e nos pacientes com DM1 o nivel era de aproximadamente 20% no alelo adjacente
a expansdo CTG em relagéo ao alelo normal.

KLESERT et al., 1997, quantificaram os niveis de RNA transcritos a partir do
SIX5/DMAHP em cultura de fibroblasto a partir de biopsias de pele de quatro pacientes
com DM1. Evidenciaram reducgo de até 30% em relagéo ao aleio normal.

Em oposicdo a estes estudos, HAMSHERE et ai., 1997 relataram que ndo
havia diferenga significativa na expresséo do RNA dos genes SIX5/DMAHP e DMWD em
culturas de fibroblastos de controles e pacientes com DM1. Este grupo de pesquisadores,
entretanto, utilizando posteriormente ensaio alelo-especifico, que consideraram mais
sensivel, observaram redugio do DMWD ao nivel do RNA no alelo adjacente a repeticao
expandida (ALWAZZAN et al., 1999).

Tem sido demonstrado que o gene SIXS/DMAHP se expressa nos musculos
esquelético e cardiaco, cérebro, células linfoblasticas e fibroblastos (BOUCHER et al.,
1995), cerebelo, pulméo, aorta, tecido de conducdo cardiaca, figado, pancreas, tiredide
(KORADE-MIRNICS et al, 1999). No camundongo, o padrdo de expressdo do
SIX5/DMAHP (HEATH et al., 1997) foi consistente com os dados em humanoes.

Dois estudos mais recentes sobre a expressdo do SIX5/DMAHP $a0
igualmente controversos (KORADE-MIRNICS et al., 1999, ERIKSSON et al., 1999):

KORADE-MIRNICS et al., 1999 avaliaram a atividade de transcricc alelo-

especifica do gene SIXS/DMAHP em biopsias de musculo esquelético e em tecidos de
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autopsia de pacientes com DM1. Os resultados indicaram que a transcricio deste gene
no musculo estava afetada pela presenca do namero de repeticées CTG no gene DMPK.
As maiores repeticdes reduziram a transcricéo do SIX5/DMAHP em niveis de até 20% do
nomal. Em um paciente que apresentava expansao leve (90 repeticdes) a transcricéo
nao foi alterada. Estes dados mostram, portanto, que as grandes expansdes CTG rio
gene DMPK reprime a franscricdo do gene SIXS5/DMAHP no musculo. Alem disto, foi
observado que o efeito da presencga da expansao CTG na transcricio do SIX5/DMAHP
era tecido-especifico, sendo a reducdo maior no muasculo e figado. Assim, a
haploinsuficiéncia do SIX5/DMAHP poderia ter um papel na miopatia e no aumento da
resisténcia & insulina na DM1,

No estudo de ERIKSSON et al., 1898, quando analisada a expressdo dos
genes N59, DMPK e o SIX5/DMAHP em amostras de misculo na DM foi observada que a
expansdo CTG em leucdcitos se correlaciona inversamente com a expressao de DMPK e
do N59, mas ndo com os niveis de SIX5/DMAHP. Esta auséncia de correlacio, associada
ao fato de que o SIX5/DMAHP se expressa ndo sé em pequena quantidade no musculo
esquelético adulto, mas também de forma semelhante na DM1 e controles, tomaria
improvavel o modelo genético de interferénéia da expansdo CTG com a expressao do
SIX5/DMAHP como umt mecanismo para a patologia molecular neste tecido (ERIKSSON
etal., 1999).

Para explicar estas diferengas nos resultados foram considerados os métodos
utifizados, as linhagens de células usadas efou as moléculas (RNAm ou proteina)
detectadas.

O gene SIX 5 é homodlogo ao gene responsavel pelo desenvolvimento do olho,

o sine oculis, da Drosophila. E importante no sistema visual e poderia contribuir para o
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desenvolvimento de catarata ou outras altera¢des oculares da DM1 (WINCHESTER et al,,
1989; KLESERT et al., 2000).

KLESERT et al., 2000, mostraram, no camundongo homozigoto mutante para
o SIX5, opacificacdes do cristalino mais freqiientes que nos controles. Estes
camundongos, entretanto, ndo apresentaram anormalidades da fungdo do musculo
esquelético, sugerindo que a deficiéncia do SIX5 contribui para o desenvolvimento da
catarata na DM1 e que a esta & uma doenga multigénica.

O padrido de expressdo do SIX 5 no olho normal do adulto relatado por
WINCHESTER et al., 1999 se correlaciona com os locais de patologia ocular na DM1. No
adulto foram detectados transcritos SIX5 na cémea, cristalino, corpo ciliar, nas camadas
celulares da retina e na esclera. Nao foi detectada expressao de SIX 5 em olhos fetais. Os
transcritos DMPK foram detectados em olhos fetais e de adultos na cémea, Uvea,
camadas celulares da retina, nervo optico e esclera. A proteina DMPK foi detectado no
adulto, na retina, conjuntiva, corpo ciliar, esfincter pupilar @ nos vasos da Uvea
(WINCHESTER et al., 1998). Para estes autores, 0s padrées de expressao destes dois
genes indicam a sua relativa contribuigdo na disfungdo oftalmica na DM1. Além disto, a
expressao do SiX5 e n&o da DMPK no cristalino do aduito aponta para paricipacdo da
disfungdo do SIX5 no desenvolvimento da catarata na DM1. A retinopatia pigmentar, por
vezes encontrada na DM1, esta possivelmente relacionada a disfuncdo da DMPK, uma
vez que foi observado fendtipo similar a este tipo de retinopatia no camundongo
transgénico com expressdo aumentada da DMPK humana (DANESHVAR et al., 1997).

O produto do gene DMWD /N59 & uma proteina cuja funcdo nao é bem
conhecida, porém ela se expressa principaimente no cérebro e testiculos. A estrutura
gendmica e padrio de expresséo do gene dmwd, anteriormente denominado DMR-N2, no

camundongo (correspondente ao gene 59 em humanos) foi avaliada por JANSEN et al,,
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1995. DMR-N9 RNAs-m foram detectados em tecidos neurais e testiculos. O gene dnwd
(DMR-N@) poderia, portanto, ter um papel sobre as manifestagcbes mentais e infertilidade,
observadas na DM (JANSEN et al., 1995).

ALWAZZAN et al, 1999, quantificaram o DMWD-RNA usando um ensaio
alelo-especifico, que foi aplicado para as fracdes nuclear e citoplasmatica do RNA de
fibroblastos de portadores de DM1. Encontraram, na fragéo citoplasmatica (mas néo na
fragdo nuclear) destas células, redugdo de 20-50% no DMWD-RNA do alelo contendo a
repeticio expandida. Neste estudo ndo houve correlacdo dbvia entre o0 tamanho da
expansao e o grau da reducao dos niveis de DMWD-RNA, baseada na andlise de apenas
quatro amostras com grandes expansodes.

O efeito cis e frans da mutagae da DM foi demonstrado experimertalmente em
cultura de mioblastos de camundongo (AMACK, PAGUIO & MAHADEVAN, 1999). Esse
estudo evidenciou que a mutagdo da DM1 atua nos transcritos RNAm contendo a
expanséo, em ¢is para reduzir a producéo de proteina e em frans como um inibidor da
miogénese.

A expansdo {CTG)n mediaria a redugdo da expressdo da proteina DMPK
através de retencdo nuclear do RNAmM (AMACK, PAGUIO & MAHADEVAN, 1889). No
estudo de DAVIS et al, 1997, em fibrobastos de pacientes com DM1, encontraram que
transcritos DMPK contendo (CUG>400) eram completamente retidos no nucleo, mas a
retencéo era incompleta com (CUG=150). HAMSHERE et al., 1997 n&o detectaram
retengdo nuclear dos transcritos contendo (CUG=80). Em cultura de mioblastos de
camundongo, entretanto, AMACK, PAGUIO & MAHADEVAN, 1999, verificaram que a
retencao nuclear dos transcritos comegaria a partir de um limiar critico, em torno de 57
repeticoes CTG. Acima de 400 repeticbes, todos os transcritos mutantes permaneceriam

dentro do nticleo, assim como alguns transcritos normais, resultando em peio menos 50%

86 Introducéo



de reducdo do RNAm da DMPK no citoplasma. Uma redugédo paralela da proteina é
esperada. A diferenca destas observagbes em fibroblastos e mioblastos se explica
provavelmente pela maior expressdo de DMPK nos Ultimos.

Tem sido relatado que a expressac aumentada do RNAm DMPK humano ou
de camundongos inibe a diferenciacao final dos mioblastos de camungongo em culturas
de tecidos, efeito que se correlacionaria com um aspecto fenotipico relevante na forma
congénita da DM1, o defeito na maturagdo do musculo (SABOURIN et al, 1997,
BHAGWATI, SHAFIQ, XU 1999). J& AMACK et al., 1989, em cultura de mioblastos de
camundongo, associaram o defeito na diferenciacdo de mioblastos com a presenga da
mutagdo da DM1 e n3o como aumento da expressdo do RNAm DMPK. O RNAm
contendo a mutacdo da DM poderia exercer o efeito em #rans através da interagdo com
outras proteinas que se ligam ao RNA, como a CUG-BP. Esta hipétese foi reforgada pelo
estudo de SASAGAWA et al., 1999.

Um outro mecanismo suspeitado para explicar o efeito da mutacéo DM1 sobre
o gene da DMPK concemne o efeito em cis sobre as diferentes isoformas do transcrito
DMPK. VAN DER VEN et al., 1993 ¢ DUNNE et al., 1996, observaram alterag@o na
proteina de 64 kDa nos misculos de pacientes com acometimento muscular mais grave.
Nos controles, a DMPK situa-se sobretudo ao nivel das estruturas subsarcolemais,
principalmente nas massas sarcoplasmaticas das fibras do tipo | dos musculos distais dos
pacientes com DM1, O mais interessante desta observagdo é que atrofia de fibras do tipo
| & observada com frequéncia no exame histolégico nestes individuos. A atrofia
preferencial nos musculos distais parece se correlecionar, portanto, com o nivel elevado
da isoforma 64 kDa que se acumula nos misculos distais afetados (DUNNE et al,, 1996).

Em conclusdo, a descoberta da mutagdo da DM1, em 1992, claramente

redefiniu 0 entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos na doenga. Ha evidéncias
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crescentes que a DM1 é uma doenga multigénica, com interferéncia nos genes DMPK,
SIX5 e DMWD como consequéncia da expanséo CTG no cromossomo 19. Entretanto, a
fisiopatologia permanece incompletamente elucidada e novos estudos s&o necessarios

para estabelecer o papel bioldgico preciso destes genes e sua participacao na DM1.
FISIOPATOLOGIA DA MIOTONIA NA DISTROFIA MIOTONICA

O mecanismo que gera miotonia da DM ainda ndo é totaimente esclarecido,
mas ha indicios de alteragdes na funcéio dos canais lentos de potassio sensiveis a
apamina (BEHRENS et al, 1994). Os canais de potassio sensiveis a apamina sao
responsaveis pela hiperpolarizacdo tardia que acompanha os potenciais de agao em
células excitaveis, como os miotubos e musculos desnervados. Estas células apresentam
disparos repetitivos que sdo modulados por esta hiperpolarizagio. Em cultura de celulas
musculares esqueléticas, esta hiperpolarizacdo permite a ocorréncia de descargas
repetitivas ap6s a despolarizagdo porque aumentam a probabilidade dos canais de sodio
se recuperarem da inativacao. O mecanismo aventado por BEHRENS et al., 1994 para a
participacdo dos canais lentos de potéssio na produgdo de miotonia na DM & que a
hiperpolarizagdo induzida por estes canais, associado a um potencial de membrana de
repouso mais despolarizado, poderia induzir a recuperagdo dos canais de sddio da
inativagéo e permitir o desencadeamento do préximo potencial.

KIMURA et al., 2001, avaliaram a expressio de canais ionicos no musculo
esquelético na DM, com énfase na expressio do SK3 (canal de potassio de condutancia
lenta sensivel & apamina e ativado pelo célcio). Usaram a reagdo de PCR para
transcriptase reversa e imunohistoquimica do musculo. O estudo compreendeu nove

pacientes com DM1, quatro com esclerose lateral amiotrofica, cinco com pelimiosite e
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cinco controles normais. Mostraram que ¢ anticorpo anti-SK3 marcou a membrana de
fibras musculares de didmetro normal na DM1 e néo o fez nos controles. Nos individuos
com DM1 ndo foi observada alteracdo na expresséo de canais de sodio e cloro, cujas
mutagbes genéticas podem causar miotonia. Concluiram que a elevacdo do mRNA do
SK3 na DM1 ndo pode ser explicada por desnervagao das fibras musculares e sugeriram
que o aumento de SK3 nas fibras musculares de diametro normal poderia estar
relacionada com o fenémeno miotonico.

SKUK et al, 1999, transplantaram mioblastos de pacientes com DM no
musculo tibial anterior do camundongo SCID (imunodeficiéncia severa combinada). Apds
um a quatro meses, um nuamero variavel de fibras musculares humanas foram
reconhecidas, através de anticorpos especificos para a distrofina humana, no musculo
transplantado. A expansio CTG permanecia nestas fibras. Os musculos transplantados
ndo apresentaram as caracteristicas histolégicas da DM, porém foram registradas
descargas miotonicas tipicas nestes musculos ¢ estas eram inibidas pela apamina.

Outros estudos (FU et al., 1993, MONSEY et al., 2000) sugeriram alteragbes
da atividade dos canais de sédio em musculos de pacientes com DM.

MONSEY et al., 2000, utilizando um modelo de camundongo com deficiéncia
parcial ou completa de DMPK, conseguiram reproduzir a anormalidade no canal de sédio
observada no homem, provendo uma evidéncia direta que a deficiéncia de DMPK
participa na anormalidade do canal de sodio na DM1. HAYWARD et al., 2001, mostraram,
em camundongos nos quais introduziram mutacio do canal de sodio que corresponde a
mutagéio da paralisia periédica hipercalémica familial, miotonia elétrica, fraqueza induzida
pelo potassio e miopatia.

O mais provavel € que uma combinagéo de alteragbes em varios canais

ionicos esteja presente para explicar as alteragdes das propriedades elétricas da
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membrana nesta doenga. Foi observado, em culturas de fibras musculares de pacientes
com DM1, que estas apresentam reducdo do potencial de membrana de repouso, com
aumento das concentragdes de sodio e calcio e reducio da condugio do cloro (FRANKE,
et al., 1920). Estas caracteristicas poderiam ser atribuidas a varios fatores:1) anomalias
do funcionamento dos canais sddio-dependentes (RUDEL; RUPPERSBERG &
SPITTELMEISTER et al., 1989; FRANKE et al., 1990); 2) anomalias no funcionamento
dos canais de calcio (JACOBS et al., 1991; BENDERS, WEVERS & VEERKAMP, 1996});
3) Redugio do numero de ATPase sodio/potéssio, que contribuiria para forte aumento da
concentracdo plasmatica do potassio apos esforco muscular que poderia ser responsavel
pela miotonia e redugdo da capacidade de trabalho reduzida nestes pacientes (WEVERS,
et al., 1990); 4) redugio do numero das caicio-ATPases do reticulo sarcoplasmatico, que
contribuiria para relaxamento muscular anormal na DM1 (BENDERS, 1993; BENDERS,
WEVERS & VEERKAMP, 1996).

A DMPK n&o € um canal idnico, mas tem papel na modulagdo de certos
canais, atraves da sua funcio quinase. Entre eles estariam os canais de sodio do
muasculo esquelético (MONSEY et al., 1995, MONSEY et al., 2000) e canais caicio-

dependente (TIMCHENKO et al., 1995).
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2. OBJETIVOS






GERAIS:

1) Descrever as observagbes na ENMG em uma populacdo de sujeitos com

diagnéstico clinico de DM1 (propdsitos).

2) Descrever as observacdes na ENMG em uma populagio formada de familiares

dos propositos.

3) Descrever o tamanho da expanséo de tripletos CTG, através da andlise do DNA

leucocitario, nas duas populagdes do estudo.

ESPECIFICOS:

1) Avaliar a eficacia da EMG no diagnéstico de DM1.

2) Avaliar os musculos mais significativos para detecgdo de miotonia (primeiro

3)

interosseo dorsal, abdutor curto do polegar, abdutor do dedo minimo, extensor
comum dos dedos, biceps braquial, deltdide, vasto lateral, tibial anterior,
gastrocnémio, extensor curto dos dedos, paraespinhais lombo-sacros,
genioglosso, orbicular dos |abios), através da aplicacdo sistematica de protocolo

na EMG.

Correlacionar as anormalidades na EMG (grau de miotonia) com a expanséo de

tripletos CTG nos leucbcitos.
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4)

6)

8)

Correlacionar as anormalidades na EMG (grau de miotonia) com o grau de

miopatia clinica, estimado através de escala de acometimento muscular.

Correlacionar o grau de miopatia clinica, estimade através de escala de

acometimento muscular, com a expanséo de tripletos CTG nos leucdcitos.

Comparar o grau da expansido do DNA e o grau de miopatia com o tipo de

heranga (materna ou paterna).

Avaliar as VCNs sensitivas e motoras e o refiexo H na populacéo de estudo, em

relacéo a dados de normatizagio definidos na literatura.

Avaliar a freqiiéncia e as caracteristicas de neuropatia periférica na DM1.

D4
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3. CASUISTICA






3.1. Populacao de estudo:

Sujeitos com diagnéstico clinico de DM1 matriculados ou referidos ao
Ambulatério de Doengas Neuromusculares da UNICAMP e seus familiares sob risco de

serem portadores da doenca.
A adesdo & pesquisa foi voluntaria e o propdsito e seus familiares informados

sobre a mesma, anteriormente a assinatura de termo de consentimento (ANEXO 1).

3.2, Critérios de inclusdo:

Presenca de miopatia clinica associada a miotonia e outros aspectos
sistémicos de DM1; individuos assintomaticos ou com minimos sinais ou sintomas de

DM1 pertencentes a familias de afetados por DM1.

3.3. Critérios de exclusao:

Indisponibilidade para submeter-se & EMG e/ou a analise molecular para DM1

e neonatos com a forma congénita da DM1.
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4. METODOLOGIA






4.1. AVALIACAO CLINICA

Quarenta e sete individuos submeteram-se & anamnese, exame clinico e
neuroldgico de acordo com protocolo elaborado para o estudo {ANEXO 2). Esta avaliagdo
e a EMG foram sempre realizadas pelo mesmo examinador, a autora, sem O
conhecimento dos resultados do exame genético.

Os aspectos relativos ao acometimento sistémico basearam-se nas respostas
da anamnese e nos sinais observados ao exame clinico.

Os sujeitos do estudo foram classificados de acordo com a escala de
acometimento muscular proposta por MATHIEU et al., 1992:

Grau 1 - sem acometimento muscular clinico (diagnostico realizado apds pela
EMG, no exame de lampada de fenda para pesquisa de catarata ou pela anélise de DNA)

Grau 2 - minimes sinais {miotonia, amiotrofia de mdsculos mandibulares ou
temporais, fragueza facial, amiofrofia ou fraqueza de musculos faciais, ptose, voz
anasalada, auséncia de fraqueza em musculos distais, exceto fraqueza isolada do flexor
dos dedos nes membros superiores)

Grau 3 - fraqueza em musculos distais (sem fraqueza de musculos proximais,
exceto fraqueza isolada no triceps braquial)

Grau 4 - fraqueza em musculos proximais de grau leve @ moderado

Grau 5 - fraqueza proximal grave (confinado a cadeira de rodas para

distancias curtas e longas).

Foi utilizada graduagio O (zero) no caso do individuo ser assintomatico e ter

todos os exames, no final da avaliagéo, normais.

De acordo com a forma clinica da DM, os sujeitos foram agrupados segundo

BRUNNER et al,, 1997, em:
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1. Forma congénita
2. Forma de inicio na infancia
3. Forma classica, com idade de inicio da doenga entre 10- 50 anos

4. DM com minimo acometimento

4.2. AVALIAGAO LABORATORIAL

Os exames de sangue, realizados pelo laboratorio de Patologia Clinica do HC-
UNICAMP, incluiram hemograma, creatinoguinase, lactato desidrogenase, alanina e
aspartato aminotransferase, céicio total, potassio, sédio, colesterol total, HDL e LDL,
triglicérides, creatinina, uréia, glicose, T4-livre e TSH-US, dosagem de B12 e acido folico.
Os eletrocardiogramas (ECG) e ecocardiogramas foram realizados pela

disciplina de Cardiologia do Departamento de Clinica Médica.

4.3. BIOPSIA MUSCULAR

As biopsias foram retiradas sob anestesia local do muisculo biceps braquial e
congeladas, através da imersdo do material em n-hexano (isopentano) previamente
resfriado com nitrogénio liquido. Posteriormente foram submetidas as coloracdes/reacdes
histoquimicas: a) Hematoxilina e Eosina (H&E), b) Tricrémio de Gomori modificado (T RD);
¢) “Oil Red O” (ORO), d) Adenosina Myofibritar Trifosfatase (ATPase) em pH 9.4 e 4.6, e}
Nicotinamida Adenina Dinucleofideo-Tetrazolium Redutase (NADH-TR), f} Succinato

desidrogenase (SDH).
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4.4. AVALIAGAO ELETRONEUROMIOGRAFICA

4.4.1. Equipamento utilizado
Os exames foram realizados em aparelho NEUROPACK 2, da NIHON

KOHDEN, com os sequintes parametros:

TABELA

Al: Afividade de insercho da agulhaz-eletrode; RE: repousc musecutar; CL: contragde muscular leve; CM:
contragdc muscutar maxima

4.4.2. Controle da temperatura
A temperatura foi controlada através de termdmetro digital (Digi-Sense
Thermistor da Cole-Palmer Instrument Company) & mantida acima de 32° C nos membros

superiores e inferiores, durante a realizago dos exames.

4.4.3. Redugdo da Impedancia Pele-Eletrodo

a) Limpeza da pele
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b} Aplicacdo de gel nos eletrodos de registro e impedéancia mantida entre 5.000-

10.000 Ohm

4.4.4. Eletrodos de registro
Para a EMG foi utilizada agulha monopolar descartavel (Technomed Europe,
Medical Diagnostic Accesories, tamanho 40 X 0,40 mm). Eletrodo de referéncia de
superficie, da NIHON KOHDEN, NE 121J
No estudo da VCN foram usados eletrodos de registro de superficie da NIHON

KOHDEN, modelos NM-450S e NM312S

4.4.5. Eletrodo terra

Utilizado modelo MEB 7102K, da NIHON KOHDEN

4.4.6. Eletrodo de estimulagio

Utilizado modelo NM-420S, da NIHON KOHDEN

4.4.7. Fixagdo dos eletrodos de registro, realizada através de fita adesiva.

4.4.8. Posicionamento dos eletrodos e valores de referéncia utilizados
As técnicas para a determinag@o das VCNs e do reflexo H encontram-se no
ANEXO 3. Os valores de referéncia foram considerados de acordo com KIMURA, 1989 e

GARIBALDI, 19986 e estdo no ANEXO 4.

4.4.9, Nervos avaliados no estudo da VC sensitiva

Nervos surais (direito e esquerdo), medianos e ulnar e radial direitos
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4.4.10. Parametros avaliados no estudo da VC sensitiva

Laténcia sensitiva - medida em milisegundos do arefato de estimulo ao

inicio da deflexdo negativa do PAS

Amplitude do PAS - medida em microvolts da linha de base ao pico negativo

Duragdo do PAS- medida em mifisegundos da deflex&o inicial negativa a
interseccéo da fase descendente com a linha de base

Distincia intereletrodo- medida em milimetros do centro do céatodo
estimulador ao centro do eletrodo de registro ativo

Calculo da VC sensitiva - obtida pela divis@o da distancia intereletrodo pela

laténcia sensitiva, medida em metros por segundo.

4.4.11. Nervos avaliados no estudo da condugdo nervosa motora
Nervos fibulares, nervo tibial posterior esquerdo, nervos mediano e uinar

direitos. Em alguns pacientes foi avaliado também o nervo mediano esquerdo.

4.4.12. Parametros avaliados no estudo da condugao nervesa motora
Laténcia distal -medida em milisegundos do artefato do estimulo ao inicio da
defiexdo negativa do PAMC
Duragio do PAMC - medida em milisegundos da deflexéo inicial negativa a

intersecgéo da fase descendente com a linha de base

Amplitude do PAMC - medida em milivolts da linha de base ao pico negativo
Distancia interleletrodo - medida em milimetros do centro do cétodo
estimulador no ponto proximal de estimulo ao centro do catodo estimulador no ponto

distal de estimulo
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Caleulo da VC motora - obtida pela diviséo da distancia intereletrodo pela
diferenca das laténcias motoras obtidas nas estimulagoes distal e proximal, medida em

metros por segundo.

Laténcias das ondas F- foi considerada a menor laténcia, medida em

milisegundos, observada entre cinco a dez ondas, com estimulo no purtho ou tomozelo.

4.4.13. Reflexo de Hoffmann (H):

Estimulagio dos nervos tibiais posteriores na fossa poplitea, 20 cm proximal
ao centro da fossa poplitea; registro com eletrodos ativo e de referéncia colocados sobre
o musculo séleo.

Medida a laténcia, em milisegundos, do artefato de estimulo ao inicio da
deflexdo do reflexo H.

Medida a amplitude méaxima da resposta H, em milivolts, da linha de base ao

pico negativo.

4.4.14. EMG - masculos estudados

O protocolo de EMG estudou a distribuicdo da ME em 13 musculos: primeiro
interosseo dorsal, abdutor curto do polegar, abdutor do dedo minimo, extensor comum
dos dedos, biceps braquial, deitdide, vasto lateral, tibial anterior, gastrocnémio, extensor
curto dos dedos, paraespinhais lombo-sacros, geniogiosso, orbicular dos labios.

Foram exploradas vérias dreas de cada musculo apés inser¢ao uUnica da
agulha-eletrodo, realizando-se movimentos bruscos, com © objetivo de aumentar a
irritagdo da fibra muscular. Foi solicitado também ao paciente contrair de forma maxima
cada musculo (exceto os paraespinhais lombo-sacros) quatro vezes.

A ME foi graduada de acorde com STREIB & SUN, 1983:
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Grau 1 - breves grupos de ondas positivas seguindo-se ac movimento da
agulha (interpretadas como inespecificas)

Grau 2 - descargas mioténicas de mais de 0,5 segundo de duragéo em uma
ou mais areas do musculo

Grau 3 - descargas miotdnicas na maioria dos pontos musculares onde foram
colocadas as agulhas

Grau 4 - descargas miotdnicas em cada movimento da agulha em todos os
pontos muscuiares examinados

Baseado nesta escala, foram eleborados:

1) Grau de ME para um musculo individual. somatéria dos graus divididos

pelo nimero de vezes que o musculo foi examinado

2) Grau total de miotonia para um individuo: somatéria dos graus de ME,

dividido pelo numero de musculos examinados.

Foi também analisado em que porcentagem de individuos a ME foi deteciada

em cada um dos 13 musculos avaliados.
Os P.U.M.s foram avaliados da maneira convencional, na contragéo muscular

voluntdria leve e méxima, com o objetivo de detectar potenciais miopaticos e/ou

neuropaticos.

No repouso muscular, foi pesquisada também a presenca de potenciais

espontaneos anormais, como fibrilacdes e ondas positivas isoladas.

4.5. ANALISE DO DNA LEUCOCITARIO

Realizado, em todos os 47 individuos, no Departamento de Genética Médica

da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas, sob
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responsabilidade da Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo.

Foram colhidos 20 m! de sangue venoso em tubos com EDTA. O DNA foi
preparado a partir de leucécitos. O tamanho da expanséo no tripleto CTG foi analisado
através de PCR-Elongase ®, de acordo com WOODHEAD et al., 1986. As analises por
PCR foram feitas em um voiume de 30 pl, contendo 100 ng de DNA, 60 mM Tris-SO4 (pH
9,1), 18 mM (NH4)2S04, 1,1 mM Mg SO4, 10 mM dNTP mix, 10% dimetilsulfonamida
(DMSQ), 1 ! Elongase® (mistura de Taq e espécies de Pyrococcus GB-D DNA
polimerases da Life Technologies, 10480-010), 0,2 uM de desencadeadores (primers) 101
and 102 (101: 5 - CTTCCCAGGCCTGCAGTTTGCCCATC - 3, 102: 5-
GAACGGGGCTCGAAGGGTCTTG-TAGC 3). PCR prosseguiu com agquecimento a 84°C
por seis minutos, 65°C por um minute, 72°C por um minuto e ai 30 ciclos de 94°C por um
minuto, 65°C por um minuto, 72°C por um minuto. O produto amplificado (2 i} foi
misturadc com 2 pl tamp&o de formamida, aquecido por 5 minuto a 100°C, submetida a
eletroforese em 2% agarose gel, transferida 2 uma membrana de nylon e hibridizada com

primer 101 marcado com a terminacéo 3'.

4.6. ANALISE ESTATISTICA

1) Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para verificar a homogeneidade da
varidvel idade entre os diferentes niveis de acometimento muscular.

2) Andlise descritiva através de medidas de posigio e dispersdo. Baseada no
coeficiente de correlagdo linear de Spearman (n&o-parameétrico), para

determinacio das seguintes correlagbes na EMG:
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3)

4)

5)

6)

a) grau de ME com o grau de miopatia (avaiiado clinicamente pela escala de
MATHIEU et al., 1992) e grau de ME com a expanséo de tripletos CTG nos
leucécitos;

b) grau de miopatia (avaliado clinicamente pela escala de MATHIEU et al,
1992) e grau de ME com a idade dos pacientes no momento da avaliag&o.
Andlise descritiva para comparar o famanho da expansdo do DNA e o grau de

miopatia com o tipe de heranca (materna ou paterna).

Realizada através de tabela de freqUéncia e medidas de posi¢&o e dispersao.

Para comparagéo de medidas continuas ou ordenaveis entre os dois grupos foi

utilizado o teste de Mann-Whitney.

Andlise descritiva para comparar o grau de ME com o uso ou néo de medicagao

para a miotonia, controlando para a idade e o grau de miopatia. Foi utilizada

analise de covariancia (ANCOVA).

Foram realizadas medidas de posi¢do e dispersdo para cada um dos parametros

avaliados nos estudos da VCNs sensitivas e motoras e no estudo do refiexo H.

Foi usado o teste de Mann-Whitney para comparar os parametros da VC

sensitiva dos nervos surais entre 0s sexos.
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5. RESULTADOS






5.1. RESULTADOS CLINICOS

Este estudo incluiu quarenta e sete sujeitos, pertencentes a 26 diferentes
familias, com idade média de 33, 9 anos (+ 13, 8 anos). Vinte e quatro eram do sexo
feminino, com idade média de 36.9 anos e 23 do sexo masculino, com idade média de
30.8 anos. Quarenta e cinco eram da raga branca e dois (casos 16 e 35) da raga negra.

Os dados clinicos e os graus estimados de miopatia @ miotonia estdo
apresentados no ANEXO 5. A identificagéo dos individuos em relacio a se;to e altura esta
no ANEXO 6.

Em relacio & forma clinica da doenga, dois sujeitos _(casos 11 e 46) eram
assintomaticos: um (caso 2) era portador da forma congénita; quatro (casos 28, 29, 30,
34) da forma de inicio na infancia; 27 da forma classica (casos 1, 3, 6,7, 8, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 22, 24, 25, 27, 31, 32, 35, 37, 38, 39, 41, 42, 45, 47) e 13 da forma com
minimo acometimento {casos 4, 5, 9, 10, 20, 21, 23, 26, 33, 36, 40, 43, 44).

Em 34 individuos, o diagnéstico de DM foi estabelecido clinicamente e em 13
(casos 4, 5, 9, 10, 11, 20, 21, 23, 36, 40, 43, 44, 46) era duvidoso, uma vez dois sujeitos
eram assintomaticos e onze apresentavam leves sinais ou sintomas inespecificos, como
mialgia, leve dificuldade de aprendizagem, minima atrofia dos musculos temporais. Além
disto, os 13 ndo apresentavam miotonia de agéo ou percussado. Em dois pacientes (casos
26 e 33) que apresentaram forma com minime acometimento foi possivel diagnosticar

clinicamente DM pela presenga de miotonia clinica.

O grau comprometimento miopatico, baseado na escala de MATHIEU et al,,

1992, foi de 2,57 na média estatistica, excluindo-se dois individuos que eram
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assintomaticos e que tiveram andlise do DNA normal (casos 11 e 46). Nenhum dos
pacientes avaliados apresenfou grau 5 de acometimento muscular de acordo com a
escala utilizada.

O grau e a distribuicdo da fraqueza e atrofia muscular nos membros
superiores e inferiores foi muito varidvel em todas as faixas etarias. Embora a escala de
MATHIEU et al., 1992, ndo se baseie na presenca de atrofia muscuiar apendicular e sim
no déficit de forga muscular, com excecao de um caso (24), todos em quem foi observada
atrofia muscular nos membros superiores e/ou inferiores, Eiveram grau de miopatia
estimado em 3 ou 4 por esta escala (casos 1, 2, 3, 17, 18, 19, 27, 31, 35, 37, 38, 38, 41,
42, 47). A média de idade entre os pacientes que apresentaram atrofia muscular nos
membros inferiores e/ou superiores foi de 40,4 anos.

Fraqueza dos musculos dos membros superiores e inferiores foi encontrada
em 22 (46,8%) dos sujeitos; fraqueza do musculo estemocleidomastoideo em 22 (46,8%),
5 deles com grau de miopatia estimado em 2 e nos demais, em 3 ou 4. Outros sinais de
miopatia foram encontrados: semiptose bilateral, em 425% dos casos; atrofia dos
musculos temporais, em 55,3% dos casos; disartria, em 44,6% dos casos.

Anormalidade dos reflexos osteotendinosos foi muito freqlente nesta série.
Estes estavam diminuidos nos membros superiores em 21 casos (44,6%). Nos membros
inferiores, o reflexo aquileu estava diminuido em 7 casos (14,8%), bilateralmente em 6 e
unilateralmente em 1 e abolido em 21 casos (44,6%), bilateralmente. Neste Ultimo grupo a
arreflexia do aquileu coexistiu com arreflexia patelar em 5 pacientes.

Quanto aos sintomas sensitivos, como parestesias, disestesias e hipoestesia,
somente quatro pacientes (casos 15, 22, 38 e 43) os relataram. No exame neurolégico,

hipopalestesia foi constatada nos mesmos.
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Acometimento sistémico foi observado nos pacientes que apresentaram as
formas congénita, de inicio na infancia e classica da doenc¢a e raramente naqueles com
minimo acometimento. Com excecao do caso 29, todos os individuos dos dois primeiros
grupos apresentaram atraso do desenvolvimento neuromotor, com dificuidade de
aprendizado significativa, impossibilidade de alfabetizacéo ou escolaridade maxima até o
primeiro grau. Em relagéo ao trabalho, encontravam-se desempregados ou trabalhavam
de maneira informal com familiares. Entre os 25 paCientes que apresentavam a forma
classica, retardo mental foi observado em 8, com repercussdo social semelhante. No
grupo com minimo acometimento foram anotados: calvicie (caso 33); abortos de repeticéo
{casoc 9); catarata e bloqueio de ramo esquerdo (caso 43).

Hipersonia foi referida por 10 pacientes (2, 8, 15, 17, 19, 22, 24, 37, 41, 45).
Um deles (caso 2), de 16 anos, apresentava a forma congénita da doenga. Os demais
apresentavam a forma classica e idade variavel entre 26 e 49 anos.

Qito sujeitos (17%) ja haviam sido submetidos & cirurgia de catarata, sendo
que no caso 4, esta foi unilateral e de origem traumatica.

Anormalidades cardiacas foram detectadas no exame clinico, no ECG e/ou
ecocardiograma em nove pacientes {(casos 6, 17, 18, 19, 22, 27, 35, 39, 43) com idade
variavel entre 36 e 72 anos. Em quatro havia bloqueio atrio-ventricular de primeiro grau
{casos 18, 27, 35 e 39) e em dois pacientes além deste tipo de blogueio havia hipertrofia
do ventriculo esquerdo (casos 27 e 35). Foram diagnosticados bloqueio do ramo
esquerdo e hipertrofia do ventriculo esquerdo no caso 43 e bloqueio do ramo direito no
caso 8. Bradicardia sinusal foi detectada no caso 19 e extrasistoles atriais no caso 22. Em
outro doente (caso 17) foi diagnosticado derrame pericérdico, que ndo vem sendo descrito
como parte do acometimento muitisistémico da doenga. Quatro eram sintomaticos, com

queixa de dispnéia nos esforcos leves a moderados (casos 17, 19, 27, 33).
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Cinco pacientes (casos 19, 22, 27, 35, 38) apresentaram diabete melito;
nestes, excetuando-se o 27, foi confimada NP na EMG.

Calvicie foi observada em 15 pacientes (31,9%), sendo que destes, trés eram
do sexo feminino e mostraram altera¢des leves.

Outros tipos de acometimento foram menos prevalentes: Disfagia (casos 15,
17, 19, 27), atonia de esfincter anal e colecistectomia por litiase biliar (caso 28); diarréia
cronica (caso 24); abortos de repeticdo (casos 7, 9); hemorragia ap6s parto (caso 45),
infertilidade (caso 22), disfun¢do erétil (casos 17 e 38), luxagéo da articulagdo témparo-
mandibular (caso 42). Dois pacientes (3 e 17) apresentaram policitemia. Um paciente
(caso 13) tinha antecedente de trombose venosa profunda no membro inferior direito e

outro (caso 18) antecedente de solugos incoerciveis durante trés semanas.

5.2. RESULTADOS LABORATORIALS

Os dados relativos as analises sorolégicas estdo apresentadas no ANEXO 7.

Os valores de CK estavam elevados em 27 do grupo de 47 pacientes (57,4%;
casos 1,2, 5,7, 8, 10, 11, 13, 14, 15, 17, 18, 189, 22, 24, 25, 28, 31, 32, 34, 35, 36, 37, 39,
41, 42 e 43), variando entre 167 e 896 UL, para normal até 145 UlL para o sexo
feminino e 170 UI/L para o sexo masculino. A desidrogenase latica foi realizada em 33
pacientes, tendo sido anormal somente em 7 (21,2%,; casos 2, 10, 11, 12, 14, 35, 37).

Valores elevados da glicemia de jejum foram detectados em 5 pacientes
(10,6%; casos 19, 22, 27, 35, 38).

Hiperlipidemia foi detectada em 20 individuos de um total de 41 (48,7%; casos

3,8, 14, 15, 16, 17, 19, 22, 24, 25, 27, 32, 33, 36, 38, 41, 43, 44, 46, 47).
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Deficiéncia de cido folico foi observada em 2 casos (15, 37), sendo que em
um deles (15) foi diagnosticada NP.

Em dois pacientes {3 e17) foi observada policitemia. Nenhum dos dois tinha
antecedente de tabagismo.

No caso 32, gestante de quatro meses no momento da avaliagéo inicial, foi

vista anemia ferropriva leve, transitéria.

Um paciente (19) apresentou valores aumentados de TSH-US e em trés (12,
14, 47), os valores deste hormdnio encontravam-se no limite superior da normalidade. Em

todos eles, a dosagem simuiténea de T4-L foi normal e nenhum manifestou

hipotirecidismo clinico.

5.3. ELETROCARDIOGRAMAS

Foram analisados os eletrocardiogramas de 29 pacientes (ANEXO 8).
Somente quatro eram sintomdticos, com queixa de dispnéia nos esforgos leves a
moderados (17, 19, 27, 35).

O exame foi anormal em 8 destes sujeitos (25,7%), tendo sido evidenciados:
bradicardia sinusal no caso 19, extrasistoles atriais no caso 22; bloqueio de ramo direito
no caso 6, hipertrofia do ventriculo esquerdo e bloqueio de ramo esquerdo no caso 43,

bloqueio A-V de primeiro grau em 2 casos (18 e 39), hipertrofia do ventriculo esquerdo e

blogueio A-V de primeiro grau em 2 casos (27 e 35).
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5.4. HISTOPATOLOGIA DO MUSCULO

Os resultados da biopsia muscular, realizada em 9 pacientes, com idades
entre 20 e 72 anos, estdo no ANEXQO 9.

As anommalidades mais prevalentes foram variagdo, em intensidade
moderada, do diametro das fibras, atrofia predominante de fibras do tipo |, predominio de
fibras do tipo I, distribuicio irregular das enzimas e presenga de nlcleos centrais. Estes,
porem, nao foram muito numerosos em qualquer das biopsias. Outras anormalidades
descritas no musculo no DM1 foram mais raras: hipertrofia de fibras do tipo I, grumos de
nicleos, cadeias nucleares e massas sarcoplasmaéticas.

Nao foram observadas fibras em anel, necrose, fagocitose, aumento do tecido
conjuntivo, fibras em regeneragdo e infiltrado inflamatoério nesta série. Nao foram também
encontradas anormalidades neurogénicas, como fibras angulares e agrupamento de tipos
de fibras.

No caso 25, fibras com aspecto “ragged-red” no tricrdmio, na NADH -TR e na
SDH estavam presentes Nesta paciente, a analise do DNA confirmou expans&o de
tripletos CTG que foi encontrada também na filha (caso 28). Segue-se ilustragio da

biopsia deste caso (Figura I).
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Fig.l. DM. A- Variaco de diametro, nicleos centrais, uma fibra com aspecto ragged-red. TRI, X
400. B- Varias fibras com orlas subsarcolemais SDH-positivas. 3DH, X 100. Inset, X 400.
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5.5. ELETROMIOGRAFIA

A EMG evidenciou miopatia associada a miotonia em 44 individuos. ME foi
registrada em todos os individuos (34) que apresentaram miotonia clinica. Nos outros 13
individuos do grupo (27,6%) em quem esta ndo foi observada, a EMG mostrou ME em 10
e foi normal nos casos 10, 11 e 46. Entre aqueles nos quais a EMG foi normal, nos casos
10 e 11, irmdos, o diagndstico havia sido suspeitado porque apresentaram valores
elevados da creatinoquinase e da desidrogenase latica séricas. No caso 10 o diagndstico
foi confirmado pela analise do DNA leucocitario, que revelou expansao de tripletos CTG
no cromossomo 19. No caso 11, a analise genética foi normal. DM né&o foi confirmada
também no caso 46, que era assintomatico e em quem os exames clinico-neurolégico,
dosagem das enzimas musculares, EMG e analise do DNA foram normais.

A eficacia da EMG para o diagnostico de miopatia mioténica neste grupo foi,
portanto, igual a 97,7%, uma vez que deixou de confirmar o diagnostico somente no caso
10. Nos casos 11 e 46, a normalidade da EMG foi coerente com a normalidade das
avaliagdes clinica e genética e estes foram considerados, frente a estes resultados, nao-

portadores da doenga no final da avaliagao.

Dos 47 individuos avaliados, 14 apresentaram a forma clinica da doenga com
minimo acometimento; destes, oito tinham grau 1 e seis tinham grau 2 de acometimento
muscular de acordo com a escala de MATHIEU et al., 1992. Neste subgrupo estava
incluido o caso 10, unico da nossa casuistica em quem a EMG foi normal mas que

recebeu o diagnostico de DM pelo exame genético.

O grau medio de ME, utilizando-se a escala de STREIB & SUN, 1983, foi 1,59

por individuo. ME foi encontrada mais freqlientemente em musculos nas maos (85 a 91%)
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e no tibial anterior (81%) e a menor freqiiéncia foi notada no musculo deltdide (49%).
Estes dados encontram-se detalhados na TABELA 2.

O grau de ME calculado para cada musculo individual, que expressa a
freqiéncia e intensidade da ME, também foi maior nos musculos da mao e no tibial
anterior. A ME pode, entretanto, ser muito limitada. No caso 5, foi discreta nos musculos
das maos, porém foi freqiente e exuberante nos misculos orbicular dos labios e

genioglosso. No caso 23 a ME foi registrada somente nos musculos da méao.

TABELA 2: PORCENTAGEM DE M

E E GRAU DE MIOTONIA PARA CADA MUSCULO
e

i T

No ANEXO 10, encontram-se registros das anormalidades observadas na

EMG neste grupo (Figuras 1 a 51). Séo ilustrados: atividade de insergéo da agulha-
eletrodo prolongada; descargas miotonicas (DCMs) espontaneas, no repouso; DCMs
desencadeadas pela insercio da agulha-eletrodo e pela contragdo muscular; declinio
progressivo das amplitudes e frequiéncias dos potenciais (aspecto “waxing and waning”);

DCM prolongada e de aita freqiiéncia;, DCMs muito breves; DCMs com morfologia de
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ondas positivas (simples ou com duplo pico); DCMs com morfologia de ondas negativas
precedidas de breve deflexdo inicial positiva; potenciais de unidade motora miopaticos e
padréo de recrutamento miopatico.

A apresentacdo da casuistica em relagdo ao grau de ME, medicagio em uso,

grau de miopatia e o resultado do DNA encontra-se na Tabela 3.

TABELA 3: PACIENTES, GRAU DE MIOTONIA ELETRICA, GRAU DE MIOPATIA, USO
MEDICAGAO

......... e
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{CBZ: carbamazepina)

Houve correlagdo estatistica significativa entre o grau de ME e o grau de
miopatia clinica. Ndo houve, porém, correlacdo significativa entre a expansdo CTG e o
grau de ME e nem entre a expanséo CTG e o grau de miopatia. O coeficiente de
correlagdo estabelecido entre o grau de ME e a idade foi limitrofe para a correlagao
positiva e foi menos significativo na comparacio entre o grau de miopatia e a idade do
paciente.

Foi utilizada analise de covariancia para compara¢do do grau de miotonia
entre o uso ou ndo da medicagdo, controlando para a idade e o grau de miopatia. Nao
foram analisadas as varidveis dose e tempo de uso da medicagao, porque estas
informacdes ndo eram precisas na maioria dos relatos. N&o houve significancia estatistica

para o efeito da medicacao apds o ajuste para as covariaveis.
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5.6. ELETRONEUROGRAFIA

Os resultados da eletroneurografia estdo apresentados no ANEXO 11. Os
resultados do estudo do reflexo H estdo no ANEXO 12.

As medidas de posicdo e dispersdo do estudo da VCM e VCS nos membros
superiores e inferiores estdo detathados no ANEXQ 13 e foram préximas dos valores
observados na literatura (KIMURA, 1988 & GARIBALDI, 1996; ANEXO 4), na populacédo
normal.

NoOs nervos surais a andlise das medidas de posicéo e disperséo foi realizada
separadamente no sexo feminino e masculino. Utilizando-se o teste de Mann-Whitney, foi
notada diferenca significativa entre os sexos nas médias dos parametros laténcias,
amplitudes e VCS a esquerda nestes nervos. Foram observadas laténcias mais
prolongadas, amplitudes menores e VCs mais lentas no sexo mascuiino (ANEXO 13).

O estudo do reflexo H (ANEXO 12.) foi anormal em 25 sujeitos (53,1%): Onze
(2, 5, 9, 15, 21, 31, 34, 41, 42, 43, 47) apresentaram respostas H com amplitudes
reduzidas; cinco destes, que apresentaram amplitudes reduzidas uni ou bilateralmente,
apresentaram também laténcias das respostas H prolongadas (15, 41, 42, 43, 47).
Resposta H abolida bilateralmente foi evidenciada em 8 pacientes (1, 17, 19, 22, 25, 27,
38, 39) e unilateraimente em 6 (3, 6, 14, 18, 24, 35). Nestes dltimos, sempre a resposta H
presente no outro membro tinha amplitude reduzida. As medidas de posicao e dispersao
do Refiexo H estdo detathados no ANEXO 13 e foram proximas dos valores observados

na literatura (KIMURA, 1989; ANEXQO 4).
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A ENG detectou NP com acometimento difuso em 12 pacientes (23,5%, casos
1,3, 8, 15, 18, 19, 22, 35, 38, 39, 42, 43) apresentados na Tabela 4, com idade entre 36 e
72 anos). Diabete melito foi diagnosticado em quatro dos pacientes com NP (19, 22, 35,
38). No caso 15 foi detectada deficiéncia de acido folico. Nos demais, nenhuma outra
etiologia para PN foi diagnosticada. Dez pacientes apresentaram axonopatia sensitivo-
motora de grau leve & moderado e um destes (caso 22) tinha também sindrome do canal
carpiano esquerdo. Um caso mostrou axonopatia motora leve (caso 39). Nestes pacientes
a média de idade foi igual a 46,0 anos e ¢ grau médio de miopatia, estimado pela escala
de MATHIEU et al., 1992, de 3,5.

Em 23,4% dos individuos (casos 2, 7, 13, 17, 24, 27, 31, 32, 37, 41, 47) foi
observada redugdo em graus variaveis das amplitudes do PAMC nos nervos fibulares
efou medianos. Nao & possivel, entretanto, atribuir esta anormalidade isolada a presencga
de NP nestes pacientes, uma vez que ela pode ser secundaria & miopatia. E importante
destacar em todos estes pacientes a EMG nos musculos distais dos membros inferiores e
superiores revelou padréo miopatico. No caso 39, o exame foi compativel com axonopatia
motora leve associada & miopatia, uma vez que foram registrados potenciais de unidade
motora neuropaticos nos eletromiogramas dos musculos distais dos membros inferiores,
além do padrdo miopatico. No estudo das VCMs, neste paciente, foi observada laténcia
do potencial distal levemente prolongada no fibular direitc e amplitudes dos PAMC

reduzidas nos nervos fibulares, tibial posterior esquerdo e medianos.
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TABELA 4: RESULTADOS ELETRONEUROGRAFICOS EM INDIVIDUOS COM
NEUROPATIA PERIFERICA
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TABELA 4: RESULTADOS ELETRONEUROGRﬂFICOS EM INDIVIDUOS COM
EUROPATIA PERIFERICA .
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5.7. ASPECTOS GENETICOS E ANALISE DAS FAMILIAS

A distribuicdo dos sujeitos nas 26 familias, em paralelo com a idade e forma
clinica da doenca, grau de ME, grau de miopatia, heranga e resultados do DNA nos
leucdcitos estdio na Tabela 5. Os heredogramas encontram-se no ANEXO 14 e a
identificag@o dos individuos nas respectivas familias esta representada entre parénteses

no texto que se segue.

TABELA 5: APRESENTAGAO DOS PACIENTES NAS FAMILIAS, COM REFERENCIA
AQOS HEREDOGRAMAS

2 x
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ASSINT: assintomaticos: CONGEN: forma congénita; FCLINICA: formas clinicas da DM1; GRALU MIO: grau
de miopatia; H: heranga - Materna (M), Paterna (P) ou Indeterminada (7). INICIO {NF: infcio na infancia;, ME:
miotonia elétrica; MINIMO: DM1 corm minime acometimento.

Em 18 pacientes a heranca foi via materna, em 14 via patema € nao foi
possivel determinar a via de heranga em 15. Em 2 sujeitos [caso 2 (IV.5) da familia 1 e

caso 36 (V.1) da familia 20] a heranga poderia ser paterna ou materna, uma vez que
havia consanguinidade entre os progenitores e estes eram comprovadamente portadores
da expansdo pelo exame do DNA. Estes dois casos, entretanto, néo foram homozigotos
para a mutacdo da DM1.

Para comparar 0 grau da expansdo do DNA e o grau de miopatia com a
heranca (materna ou patema) foi utilizado o teste de Mann-Whitney (ANEXO 15). Nao
houve correlagio positiva entre heranga matema ou patema e o tamanho da expansao.
Nao houve, igualmente, correlagio entre o grau de miopatia e o tipo de heranga.

Sete familias foram representadas neste estudo pelo progenitor afetado e um
ou mais de seus filhos doentes (familias 1, 2, 5, 6, 12, 18, 25) &, nas familias 20 e 22, foi
realizada avaliacdo clinica e genética dos filhos (Vi.2 e 1il.9), respectivamente, dos
pacientes 36 (V.1) e 38 (11.3), que apresentaram a forma congénita da doencga.

Nas familias 1 e 18 o fendmeno de antecipacdo observado clinicamente n&o

foi acompanhado de aumento da expansdo. Na familia 1, o filho [caso 2, (IV.9}],

130 Resultados



apresentou a forma congénita da DM1 e os pais (I11.8 e [11.9), primos de primeiro grau,
apresentavam a forma classica.

Na familia 5, uma terceira filha (lil.1), com idade de 17 anos, foi avaliada
clinicamente. O exame neuroldgico mostrou grau de acometimento muscular igual a 4 na
escala de MATHIEU ef al., 1982 e miotonia nas méos. QO valor da CK foi igual a 6000 UI/L.
A analise do DNA leucocitario evidenciou expansao de 15/250, como a de um dos
irmaos, caso 10 (il1.3), com minimo acometimento muscular.

Na familia 6, pai [caso 13, (11.1)] e filho {caso 12, (lil.1)] apresentavam a forma
clinica classica e foi observada contracdo da expanséao (7//100 no filho e 7//200 no pai).

Nas familias 2 e 12, foi observado aumento no tamanho da expansao CTG no
DNA dos filhos avaliados [na familia 2, casos 4, (11.3) e 5, (lll.4); na familia 12, caso 26,
{11.3)] que, entretanto, mostraram grau de acometimento menor em relagac as maes
[casos B, (I1.6) e caso 25, (1l.1}], respectivamente.

Foi possivel avaliar clinicamente e realizar o exame molecular de sujeitos da
familia 20, que apresentavam diferentes formas de acometimento da DM: minimo
sintomas [mae (IV.2) e o propdsito, a paciente 36, (V.1)], de inicio na inféncia [irm&o,
{V.3)] & congénita ffilho, (V].2)). Nao foi observado paralelo enfre a forma clinica da
doenca nesta familia e o tamanho da expanséo CTG para DM1 no DNA leucocitario (IV.2,
DNA= 10//150;V.1, DNA= 7//150; V.3, DNA= 10//150; V1.2, DNA= 10//150).

QO fitho cagula (IIl.5) de um dos pacientes [38, (11.3)], familia 22, apresentou
hipotonia congénita. Os outros quatro fithos (litt, 1.2, 1.3 e 111.4), cujas idades variavam
de 03 a 12 anos, eram assintomaticos. A andlise do DNA leucocitéario do bebé confirmou

expansao de 7//200, como a do pai.
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Na familia 11, trés iméos com idades muito proximas mostraram graus
variaveis de acometimento; minimo [caso 23, (i.3)], moderado [caso 24, (Il.1) ] e grave
[caso 22, (I1.5)]. A andlise do DNA leucocitario mostrou expanséo semelhante nos trés.
Fato semelhante foi observado na familia 10, embora nesta houvesse diferenga maior de
idade entre os irmaos mais acometidos [casos 18 (11.5) e 19 (il.4) | em relagio a irma com
minimos sintomas [caso 20 (11.6) ].

Na familia 25, dois primos com a forma classica da DM1 e acometimento
muscular grau 4 apresentaram expansdes bastante distintas [caso 41 (Il.6) = 5/110 e
caso 42, (I11.16) = 15//400). Estes eram sobrinhos da paciente 43 (I1.9), que apresentava
forma de acometimento com mirimos sintomas, miopatia mioténica na EMG, leves
alteracbes miopaticas na biopsia muscular e analise do DNA leucocitario,
surpreendentemente, normal. A avaliagdo confirmou o diagnostico de DM1 em seus
descendentes: filha [caso 44, (Ill.18)], neta [caso 45, (IV.9)] e bisneto (V.1).

Nas familias de pares pais-fithos foi observado, portanto, aumento do tamanho
da expansdo CTG (familias 2, 12 e 25), contrag@o do tamanho da expanséo {(familia 6) e
nas demais a expansao manteve-se inalterada (1, 18, 20 e 22). O aumento do tamanho
da expansdo CTG ndo se acompanhou de maior gravidade da doenga na geracao
seguinte, em duas familias em que foi observado, com a ressalva que por tratar-se de
maes e filhas, as idades no momento do exame foram muito diferentes. Em algumas
familias (1, 10, 11, 18), individuos que apresentaram expansoes semelhantes

expressavam fenotipo muito variavel.

Quando aplicada analise estatistica, utilizando-se o coeficiente linear de
Spearman, no nivel 0,05, ndo houve correlagéo significativa entre o tamanho da expanséo

CTG no cromossomo 19 e o grau de miopatia.
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A analise dos heredogramas, entretanto, revelou ter havido antecipagao na
maioria das 26 familias, além de grande variagdo na expresséo da doenga:

Na familia 1, o individuo (lll.4) foi avaliado clinicamente e, assim como os
casos 3 (liL.8} e 1 (11.9) apresentava a forma classica da DM, com grau 4 de miopatia
segundo a escala de MATHIEU et al., 1892. J& na geragdo seguinte, os sujeitos (IV.4),
(IV.5) e (IV.6) apresentavam formas congénita ou de inicio na infancia, com retardo
neuromotor e dificuldade de aprendizagem.

Na familia 4, de acordo com relato do propésito [caso 8, (I1.2) ], portador da
forma classica de DM, seus sobrinhos, os sujeitos (lIl.1), (lIL.2), (lli.4) e (li.5)
apresentaram forma congénita ou de inicio na infancia da DM, com retardo neuromotor e
dificuldade de aprendizagem.

Na familia 8, a mée dos casos 13 e 14, representada como (1.2), submeteu-se
a avaliacdo clinica e eletroneuromiografica e apresenta DM com minimo acometimento.
Seus filhos [caso 13 (li.1) e caso 14 (I1.3)] tém a forma classica da DM. Sua neta ([11.5),
filha do caso 14, submeteu-se a esta mesma avaliagdo e apresenta forma de inicio na
infancia e dificuldade de aprendizagem.

Na familia 9, de acordo com relato do propdsito (11.3), sua irma (It.10), passou
a ter sintomas da doenca somente na idade adulta, mas a fitha dela, o sujeito (lil.7),
apresentou sintomas da doenga ja na infancia, incluindo retardo neuromotor.

Na familia 13, foi referido pelo propésito (11.11), acometido pela forma classica
da DM, que seus pais eram, aparentemente, normais, mas varios de seus irmaos
faleceram logo apds o nascimento (1.1, 1.2, 1.3, 1], 4, 1.5, 1.8). Outro irmao (I1.8) teve
morte subita na idade aduita, atribuida a cardiopatia. A irma (I.13) apresentava forma

classica da doenca e sua filha (111.9) forma de inicio na infancia.
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Na familia 14, o pai (l1l.1) do caso 28 (IV.2) era portador da forma classica da
DM:; j& no filho esta doenga teve inicio na infancia e determinou retardo neuromotor. Da
mesma maneira, haviam sido examinados, na familia 15, o tio (l1l.4) e a mé&e (Ill.13) do
propésito (IV.4) e, na familia 16, o pai (Il.1) do propésito (l1l.1). Nestas duas familias os
individuos da gera¢do mais jovem apresentaram DM de inicio na infancia, enquanto seus
familiares apresentavam a forma classica.

Na familia 18, @ mae [caso 33, (lil.1)] apresentou DM, forma com minimo
acometimento, mas sua filha [caso 32, (IV.1)] apresentou a forma classica e o filho [caso
34, (IV.3))], forma de inicic na infancia, com retardo neuromotor. Na neta de 5 anos (V.1),
filha do caso 32, foi notado atraso leve do desenvolvimento neuromotor,

Na familia 19, a filha (111.5) do proposito [caso 35, (I1.3)], portador da forma
cléssica de DM, teve farma de inicio na infancia.

Na familia 20, descrita acima, o propdsito [paciente 36, (V.1)] e seus pais (V.1
e IV. 2), apresentavam DM com minimo sintomas; seu irméo (V.3) forma de inicio na
infancia e seu filho (V1.2), a forma congénita.

Na familia 22, comentada acima, foi feito diagnostico de DM, forma congénita,
no fitho (111.5) do propésito (11.3), que apresentava a forma classica da doenga.

Na familia 25, o fenémeno de antecipacgéo ficou claramente demonstrado nos
individuos 43, (11.9), em quem foi observada forma com minimo acometimento; sua fitha,
caso 44, (I11.18), também portadora da forma com minimo acometimento; sua neta, caso
45 (IV.9), que apresentou a forma classica e seu bisneto, (V.1), em quem foi

diagnosticada forma de inicio na infancia da doenca.
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5.8. ANALISE ESTATISTICA

1)

2)

3)

4)

Os resultados estdo detalhados no ANEXO 15,

No teste de Kruskal-Wallis foi verificada homogeneidade da variavel idade entre os

diferentes niveis de acometimento muscuiar (p valor= 0,982,

Utilizando-se o coeficiente linear de Spearman (ndo-paramétrico):

2.a) Houve correlagdo significativa (0,726), entre o grau de ME e o grau de miopatia
clinica. Nao houve, porém, correlagéo significativa entre a expanséo CTG e o
grau de ME (0,240) e nem entre a expansac CTG e o grau de miopatia (0,082).

2.b) O coeficiente de correiagao linear de Spearman estabelecido entre o grau de ME
e a idade do paciente foi 0,474, ou seja, limitrofe para a correlagéo positiva e foi
menor (0,337) na comparagéo entre ¢ grau de miopatia e a idade do paciente.

Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para comparar o grau da expanséo do DNA e o

grau de miopatia com a heranca (materna ou paterna).

3.a) Nao houve correlacao positiva entre heranga matema ou patemna e o tamanho da
expansdo (p-valor igual a 06540, considerando apenas um filho na mesma
familia por sorteio).

3.b) N&o houve correlacdo entre o grau de miopatia e o tipo de heranga (p-valor igual
a 0,0925 considerando apenas um filho na mesma familia por sorteio).

Foi utilizada analise de covariancia (ANCOVA) para comparac¢éo do grau de miotonia

entre 0 uso ou nN&o da medicacao, controlando para a idade e o grau de miopatia: Nao

houve significincia estatistica para o efeito da medicacdo apds o ajuste para as

covariaveis (p-valor=0,3147).
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§) As medidas de posicao e dispersdo para os parametros avaliados nos estudos da

6)

VCNs sensitivas e motoras e no estudo do reflexo H foram préximas dos valores
observados na literatura (KIMURA, 1989 e GARIBALDI, 1998), na populagio normal.

O teste de Mann-Whitney foi usado para comparar os paradmetros da VC sensitiva dos
nervos surais entre os sexos: Foi notada diferenca significativa entre os sexos nas
médias dos parametros laténcias (p-valor= 0,0233 para laténcia & direita; p-valor=
0,0314 para laténcia a esquerda), amplitudes (p-valor= 0,0042 para amplitude a direita
e p-valor= 0,0069 para amplitude a esquerda) e VCS "a esquerda {p-valor= 0,0240)
nestes nervos. Foram observadas laténcias mais prolongadas, amplitudes menores e

VCS mais lentas no sexo masculino.
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6. DISCUSSAO

137






6.1. ASPECTOS CLINICOS

A DM1 & uma doencga sistémica, com fendtipo varidvel em que predomina a
miopatia associada a miotonia (HARPER, 1989). O defeito genético basico relaciona-se a
nimero anormal de repeti¢ées de trinucleotideos CTG, no brago longo do cromossomo 19
(MAHADEVAN et al., 1992; FU et al, 1992; BROOK et al., 1992). Varios estudos
estabeleceram relaglo entre o tamanho da expanséo, a idade de inicio da doenca ¢ a
gravidade das manifestagcées morbidas (HARLEY et ai., 19__92; HARLEY et al., 1993;
NOVELLI et al., 1993; JASPER et al., 1995; PASSOS-BUENO et al., 1995; GENARELLI
et al., 1996, GHAREHBAGHI-SCHNELL et al., 1998; GARCIA-GOMEZ et al., 1999;
KINOSHITA & HIROSE, 1999; MARCHINI et al., 2000).

A ENMG é, ainda nos dias atuais, importante instrumento para o diagnéstico,
especialmente em individuos assintomaticos pertencentes a familias de portadores de
DM, nas criangas acometidas pela forma congénita da doenga e na diferenciagdo com
outras sindromes mioténicas (BUNDEY, CARTER, SOOTHILL, 1970; POLGAR et al,,
1972; HARPER, 1979; SUN & STREIB, 1983, BRUNNER et al, 1997). O estudo da
conducdo nervosa motora e sensitiva tem fornecido indicios da presencga de neuropatia
periférica na DM (CACCIA et al., 1972; PANAYIOTOPQULOS & SCARPALEZOS, 1976;
OLSON et al., 1978; JAMAL et al., 1986, CROS et al., 1988; MONDELL! et al.,, 1993;
LOGULLO et al,, 1992).

Objetivamos, neste trabalho, correlacionar os aspectos fenotipicos miopaticos
e genotipicos da DM1 com as observagoes na ENMG. Interessou-nos igualmente avaliar
a eficacia deste exame no diagnéstico de DM1 e verificar a frequéncia e caracteristicas de

neuropatia periférica, definida na ENMG, nesta doenca.

Discuss&o 139



Nosso grupo incluiu individuos com diagnéstico clinico de DM e sujeitos
assintomaticos ou com minimos sinais, pertencentes a familias de portadores de DM. Em
45 individuos foi diagnosticada DM1 ao final da avaliacdo clinica, laboratorial,
eletroneuromiografica e genéfica.

A expressdo da miopatia foi muito variavel em fodas as faixas etarias. Foi
observada fraqueza nos membros inferiores e superiores em 46,8% dos individuos,
fraqueza do musculo esternocleidomastoideo em 46,8%; semiptose bilateral; em 42 .5%;
atrofia dos masculos temporais, em 55,3% e disartria em 44,6%.

A fraqueza costuma ser proporcional a atrofia muscular (HARPER, 1989).
Neste grupo, todos os pacientes, exceto um, em quem foi observada amiotrofia nos
membros superiores e/ou inferiores, tiveram grau de miopatia estimado em 3 ou 4 pela
escala de MATHIEU et al., 1992, embora esta se baseie ndo na presenca de amiotrofia
apendicutar e sim no déficit de for¢a muscular.

Na DM a miotonia é geralmente detectada ao exame clinico, sobretudo nas
maos e lingua. Nos casos com minimo acometimento, entretanto, ela pode ser muito sufil,
limitada a poucos mdsculos ou ausente, mesmo em portadores obrigatorios do gene da
doencga (PRYSE-PHILLIPS, JOHNSON, LARSEN, 1982; STREIB, 1987).

No nosso estudo, a miotonia clinica néo estava presente em 13 pacientes e
em dois deles a EMG foi normal, nao tendo demonstrado ME. O resultado da andlise do
DNA leucocitario confirmou a doenca em um e foi normal no outro. Neste em quem DM1
foi diagnosticada, além da miopatia ser de grau muito leve, uma outra explicagdo possivel
para n3o ter sido encontrada miotonia clinica e ME foi a sua idade (9 anos). ROSSELLE
et al., 1979 e STREIB, 1987, destacaram o fato da miotonia ser freqUentemente ausente
antes dos 10 anos de idade, exceto em récem-nascidos afetados pela forma congénita da

DM, em quem ela pode ser encontrada.
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Segundo HARPER, 1979, quando ha amiotrofia intensa, pode ser dificil obter
miotonia clinica. Observamos miotonia clinica em todos os pacientes que apresentavam
amiotrofia e grau de fraqueza muscular estimado, segundo a escala de MATHIEU et al.,
1992, em 3 ou 4. E preciso observar, entretanto, que neste estudo, pacientes com grau 5
de acometimento muscular, segundo esta escala, néo estiveram representados.

A expressao clinica varidvel da doenca em todas as faixas etarias dificulta
estabelecer o seu inicio preciso (MATHIEU et al.,, 1992). Optamos por classificar os
pacientes pelo grau de miopatia e forma clinica da doenga.

Para avaliacdo do grau de acometimento muscular utilizamos a escala
proposta por MATHIEU et al.,, 1992, que considera o gradiente de acometimento muscular
distal-proximal encontrado na DM1 e baseia-se estritamente no envolvimento muscular
clinico, sem fazer referéncia ao impacto funcional da fraqueza. Este autor sugere a sua
utilizacéo, em detrimento de escalas funcionais, uma vez que nestas ultimas pode haver
interferéncias multiplas e complexas, como sonoléncia diuma, nivel educacional e
personalidade.

Recentemente a confiabilidade desta escala na avaliagdo de pacientes com
DM1 foi estabelecida por MATHIEU et al., 2001, que a comparou, em 55 pacientes, com
outras formas de abordagem (Index do Estado Funcional, para acessar ¢ estado funcional
nas atividades diarias e Testes Funcionais Cronometrados para membros superiores e
inferiores). Foi demonstrado que trata-se de uma escala simples, rapida e Gtil para
monitorar a progressdo da DM, estudar a histéria natural da doenca e identificar grupos
homogéneos de pacientes para ensaios clinicos.

Em publicacao prévia, MATHIEU et al., 1992, relataram que na DM a fraqueza
distal (grau 3) € identificada apds nove a dez anos de evolugdo da doencga; fraqueza

proximal {grau 4) apds 18 anos e fraqueza proximal intensa (grau 5) apos 27 anos. Por
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este motivo, 0s autores chamam a atencao para o fato de que a escala nao é apropriada
para medidas de eficacia em ensaios terapéuticos breves.

A utilidade desta escala foi evidenciada mais uma vez por MATHIEU et al,
1998, que relataram correlacdo significativa entre as taxas de mortalidade e os graus de
acometimento muscular definidos por ela e estes também foram Uteis para identificar
pacientes com DM sob risco de desenvolver insuficiéncia respiratéria crénica.

Em acordo com as observagdes destes autores, verificamos que a escala
permitiu identificar diferencas significantes no grau de acometimento muscular entre os
pacientes. Eles destacaram a dificuldade de se aplicar esta escala nos casos de DM1
congénita, pelo fato de que nestes a fraqueza e amiotrofia sdo habituaimente
generalizadas. Um paciente com esta forma foi, entretanto, incluido no nosso estudo, uma
vez gue ja se encontrava na adolescéncia e, para o examinador, o acometimento
muscular que apresentavam permitia claramente classificd-lo como os demais.

Acometimento sistémico foi mais prevalente nos pacientes gue apresentaram
as formas congénita, de inicio na infancia e cléssica da doenga. Raramente esteve
presente naqueles com acometimento minimo. Como descrito por HARPER, 1979,
catarata, hipersénia, retardo mental, diabete, calvicie e alteragbes cardiacas foram

manifestagdes sistémicas frequentes neste grupo.

6.2. ASPECTOS LABORATORIAIS

6.2.1. EXAMES SOROLOGICOS E BIOPSIA MUSCULAR

No nosso estudo a creatinoquinase foi a enzima muscular que mais auxiliou o

diagnostico da DM1, tendo sido anormal em 27 pacientes, incliuindo dois em gquem a EMG
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foi normal. Os aumentos dos valores séricos desta enzima foram leves a moderados, até
cinco vezes em relagdo aos valores normais, em acordo com as observagbes de
HARPER & RUDEL, 1994,

A glicemia de jejum foi anormal em 5 pacientes (10,6%) e em quatro destes foi
diagnosticada NP.

Hiperlipidemia foi frequente neste grupo (48,7%) e esteve presente em quatro
dos sujeitos diabéticos. Esta observagio € concordante com a literatura (FERNANDEZ
REAL et al, 1993, SOHMIYA et al., 2000). Na DM vem sendo descrita sindrome
metabdiica que inclui resisténcia & insulina e hipertrigliceridemia, com hipersinsulinismo,
aumento da massa gordurosa e diminuigio da utilizagdo periférica da glicose (MOXLEY [H
et al., 1981; SOHMIYA et al., 2000). Associagdo entre a atividade do sistema FNT (“Fator
de necrose tumoral®), a resisténcia .é insulina e a dislipidemia foi observada, embora né&o
tenha sido ainda demonstrada acao direta do FNT na patogénese (FERNANDEZ REAL et
al., 1999). O grau de hiperinsulinemia ndo depende da duragio nem da gravidade da
doenca (MOXLEY Il et al., 1981), mas correlaciona-se com o tamanho da expanséo CTG
(SOHMIYA et al., 2000). Recentemente SAVKUR, PHILIPS & COOPEER, 2001,
confirmaram as observagbes de MORRONE et al., 1997, de que a resisténcia a insulina
na DM1 ocorre por alteracéo na expressic do RNAm e da proteina do receptor a insulina,
pela presenca dos transcritos contendo a expanséo CTG.

JOHANSSON et al., 2000, descreveram, em portadores de DM1, aumento da
resposta ao ACTH e aumento do cortisol circulante. A reatividade das adrenais ao ACTH
estaria cormelacionada com o tamanho da expansio CTG no homem. O aumento da
concentragdo do cortisol circulante e em tecidos alvos contribuiria para a sindrome

metabdlica na DM1, especialmente a resisténcia a insulina e a hipertrigliceridemia.
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Nas biopsias musculares, o padrédo de anormalidades encontrado foi
semelhante ao destacado na literatura por SCHOCHET Jr., 1986 e HARPER & RUDEL,
1994. As anormalidades mais prevalentes foram variagdo moderada do digmetro das
fibras, atrofia predominante de fibras do tipo I, predominio de fibras do tipo |l, distribui¢éo
imegular das enzimas e presen¢a de nucleos centrais. Mais raramente, foram notados
hipertrofia de fibras do tipo Il, grumos de nicleos, cadeias nucleares e massas
sarcoplasmaticas. Nao foram observadas fibras em anei, descritas como numerosas e
frequentes na DM (segundo DUBOWITZ & BROOKE, 1973, em até 70% das biopsias).

Em uma paciente foram detectadas freqlentes fibras com aspecto “ragged
red”. Fibras do tipo “ragged red” vém sendo encontradas em biopsias musculares na DM
com freqUéncia de 0,5 a 20% (ONO et al, 1986). Embora varios estudos tenham
verificado anormalidades mitocondriais na DM (ARNAUDO et al., 1890; BRAIS et al,,
1990), nao foram demonstradas altera¢des ultraesfruturais e nem genéticas nas
mitocondrias (GRIMBY et al,, 1988 e VITA et al., 1993; THYAGARAJAN et al., 1993).
Mutacbées no DNA mitocondrial foram aventadas como um mecanismo para explicar o
padrdo preferencial de heranga matema na DM1 congénita, porém andlises do DNA
mitocondrial realizadas por POULTON et al.,, 1995 e THYAGARAJAN et al., 1991, em
pacientes com a forma congénita da DM1, n3o trouxe evidéncias neste sentido. Uma
explicacdo possivel para a presenca de alteragbes mitocondriais nos portadores de DM &
que se relacionem ao processo de envelhecimento. Qutra possibilidade seria que entre os
portadores de miopatia com fendtipo de DM um pequeno subgrupo apresentaria doenca

mitocondrial (VITA et al., 1893).
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6.2.2. CONTRIBUIGAO DA ELETROMIOGRAFIA NO DIAGNOSTICO DA DM1

Na EMG, a ME esteve presente em todos os pacientes que apresentavam
miotonia clinica, como reiatado por PRYSE-PHILLIPS et al., 1982 e STREIB, 1987. Nos
casos de DM tipicos, os dados clinicos permitem fazer o diagnostico. A sensibilidade dos
exames clinico, oftalmico e EMG, nos pacientes com 50% de risco de apresentarem DM,
tem sido estimada em torno de 90 a 92% (BRUNNER et al., 1981).

Dos 45 pacientes em que ¢ diagndstico de DM1 foi feito ao completarem toda
a avaliacdo, miopatia associada a miotonia foi evidenciada na EMG em 44. Em dez
pacientes (21,6%) o diagnostico foi estabelecido através da EMG, realizada de maneira
minuciosa de acordo com o protocolo, uma vez gue cs dados clinicos nac permitiam
afirmar em definitivo a presenca da doenca.

ME foi encontrada mais freqlientemente nos musculos das maos (85 a 31%) e
no tibial anterior (81%). Estes dados estdo de acordo com STREIB & SUN, 1983. Estes
autores observaram que a ME é também freqliente nos musculos faciais. Na presente
investigacdo, a frequéncia de ME foi de 63% no genioglosso e 65% no orbicular dos
l4bios. Nao raramente, os musculos proximais dos membros ndo apresentam ME; no
estudo, foi registrada ME em apenas 49% dos sujeitos no deltdide e em 49% no
quadriceps, musculos onde a ME foi também menos abundante.

No presente estudo foi utilizado protocolo de EMG idéntico para pacientes e
familiares sob risco de apresentarem a doenga, que incluiu amostragem de musculos
proximais e distais dos membros, de musculos faciais e dos paravertebrais lombo-sacros
e o0s exames foram realizados pelo mesmo examinador. Estes fatos certamente
contribuiram para a sensibilidade da EMG ser igual a 97,7% nos 45 pacientes do grupo

inicial de 47 que ao final da avaliagdo clinica, eletrofisiolégica, laboratorial e genetica
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tiveram o diagnostico de DM1 estabelecido. Nos dois pacientes restantes, que eram
assintomaticos, o diagnostico de DM1 ndo foi confirmado apds esta avaliagéo e eles
foram, portanto, considerados nao-portadores da doenga.

REARDON et al., 1992, avaliando 20 pacientes com DM que apresentavam
minimo acometimento, relataram sensibilidade de 39% da EMG para o diagnostico. Eles
enfatizaram, entretanto, que estes dados se aplicavam & populagao avaliada, com minimo
acometimento. Além disso, os exames de EMG considerados nac foram sistematizados
na instituicho onde o estudo foi realizado. Consequentemente, os pacientes ndo foram
submetidos a um protocolo estabelecido, igual para todos.

A metodologia utilizada na realizagdo da EMG deve ser a explicagdo também
para a diferenca da sensibilidade do exame para o diagnostico no nosso grupo de
pacientes com minimos sintomas, erﬁ relacdo a relatada por REARDON et al., 1992, Dos
47 individuos avaliados, treze apresenfaram a forma clinica da doenga com minimo
acometimento, incluindo o Unico individuo da nossa casuistica em quem a EMG foi normal
e que teve, posteriormente, o diagndstico de DM1 confirmado pelo exame genético.

Nesta investigagdo, houve correlagdo positiva entre o grau de miopatia e o
grau de ME, como verificado anteriormente por STREIB & SUN, 1983, embora a escala
de acometimento muscuiar clinica utilizada tenha sido diferente nos dois estudos.

A incidéncia de ME é muito variavel nos diferentes relatos, sabe-se que ela
aumenta com a idade (ROSSELLE et al,, 1970; BUNDEY, CARTER, SOOTHILL, 1970;
POLGAR et al, 1972). Neste estudo o coeficiente de correlacdo linear de Spearman
estabelecido entre o grau de ME e a idade foi limitrofe para a correlagéo positiva.

Tivemos por objetivo, ao anexarmos nesta tese ilustragbes dos registros
obtidos nos nossos pacientes na EMG, poder contribuir, de maneira didatica, com aqueles

que realizam este exame e se interessam pelo tema. Isto nos pareceu necessario,
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considerando que nos livros sobre eletrodiagndstico nas patologias neuromuscutares, o
capitulo das miotonias em geral € tratado de forma resumida.

Nao h& dados na literatura médica sobre o efeito, no grau da ME, da
medicacdo utilizada habitualmente na DM para reduzir a miotonia clinica. Utilizamos
analise de covariancia para comparacdo do grau de miotonia ¢com uso ou ndo da
medicagéo, controlando para a idade e o grau de miopatia. Ndo houve significancia
estatistica para o efeito da medicagdo apds o ajuste para as covaridveis. Nao foram,
entretanto, analisadas as varidveis dose e tempo de uso da medicag8o, porque estas
informacdes ndo eram precisas na maioria dos relatos. Para avaliar as implicacdes deste
dado no tratamento da DM1, novos estudos, que estabelegcam o tipo, dose e tempo do

medicamentos usados sdo desejaveis.

6.2.3. CONTRIBUICAO DA ELETRONEUROGRAFIA NA IDENTIFICAGAQO DE

NEUROPATIA PERIFERICA NA DM1

Na DM, varios fatores dificultam estabelecer o diagnostico clinico de
neuropatia periférica (HARPER & RUDEL, 1994): 1) Os reflexos osteotendinosos séo
frequentemente anormais, mesmo quando NP ndo é encontrada na avaliagéo
eletrofisioloégica. No grupo que estudamos, estavam diminuidos em 44,6% dos individuos
nos membros superiores; diminuidos em 14,8% e abolidos em 44,6% nos membros
inferiores; 2) A atrofia muscuiar pode dever-se a miopatia, que acomete preferenciaimente
musculos distais; 3) Sintomas sensitivos, subjetivos ou, no exame neuroidgico,
hipopalastesia, sao raras vezes referidos pelos pacientes. No nosso estudo apenas guatro

o fizeram; nestes, NP foi confirmada na ENMG.
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Para MESSINA et al., 1976, a auséncia dos refiexos profundos néo pode ser
atribuida a alteracdes patolégicas das fibras musculares intrafusais, mas sim a atrofia
seletiva de fibras do tipo |, que participam das respostas reflexas profundas.

A ENG é fundamental no diagndstico de NP na DM, que se expressa
sobretudo como polineuropatia (HARPER, 1994). Redugdo das VCN motora e sensitiva,
ondas F prolongadas, reflexo H abolido ou com laténcias prolongadas, redugao das
amplitudes dos potenciais sensitivos e motores t&m sido descritos (CACCIA et al., 1972;
PANAYIOTOPOULOS & SCARPALEZOS, 1976; OLSON et al., 1978; JAMAL et al., 1986;
CROS et al., 1988: MONDELLI et al., 1993; LOGULLO et al., 1992).

A ENG detectou NP com acometimento difuso em 12 sujeitos (23,5%). Dez
pacientes apresentaram axonopatia sensitivo-motora de grau leve a moderado e um tinha
também sindrome do canal carpiano esquerdo. Um caso mostrou axonopatia motora leve.
A prevaléncia de NP no nosso grupo foi inferior & observada na investigacdo de
MONDELLI et al., 1893, que encontrou neuropatia axonal difusa, de leve intensidade, em
48% dos seus pacientes e a verificada por LOGULLO et al., 1992, que detectaram
neuropatia sensitiva-motora em 45% dos sujeitos. Estas diferencas provavelmente séo
devidas a fatores relativos a populagdo estudada, como idade, duracéo e gravidade da
doenca e prevaléncia associada de diabete melito e a fatores relacionados a ENG, como
as técnicas utilizadas no estudo da condugdo nervosa e os valores de referéncia de
normalidade considerados.

Para WANG & SCHRODER, 2000, a gravidade da NP depende, em parte, da
idade do paciente, estagio da doenca e seu tempo de progress&o. Assim como estes
autores, observamos gque a média de idade do grupo de doentes com DM1 que

apresentou NP foi superior 32 média do grupo sem NP (46,0 anos e 33,6 anos,
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respectivamente). O grau médio de miopatia baseado na escala de MATHIEU et al., 1992
foi também diferente entre os dois grupos (3, 50 e 2, 57 respectivamente).

WANG & SCHRODER, 2000, entretanto, ressaltaram que o paralelo entre a
gravidade das alteragcdes nos nervos periféricos e musculos & frequente, porém néo é
absoluta, Nos estudos de CROS et al., 1988 e MONDELL! et al., 1993, nao foi observada
relacdo entre a gravidade da NP e a gravidade do acometimento muscular. De acordo
com WANG & SCHRODER, 2000, a dificuldade para estimar o inicio e,
conseqlientemente, a duragio dos sintomas na DM, a sele¢@o dos pacientes, a grande
variabilidade da expressdo clinica da doenga e as diferentes maneiras usadas para
graduacdo da miopatia sdo as explicagbes provaveis para a discrepancia de informagdes
da literatura, neste ponto.

No estudo da VCM, redugdo das amplitudes do PAMC nos nervos fibulares
e/ou medianos como alteragao isolada vem sem do descrita como frequente nos exames,
tendo sido verificada em 23,4% dos individuos no nosso estudo. Ela € atribuida & atrofia
preferencial dos musculos distais na DM. Quando a miopatia & mais grave a amplitude do
PAMC diminui, podendo dificultar a diferencia¢cdo entre o processo miopatico e sua
associagao com NP (KIMURA, 1988).

Nos nervos surais a andlise das medidas de posi¢éo e dispers@o foi realizada
separadamente no sexo feminino e masculino. Foi notada leve diferenga nas médias dos
parametros laténcias e amplitudes nos nervos surais entre os sexos. No que diz respeito a
VCS, a diferenca foi estatisticamente significativa somente a esquerda. O motivo provavel
desta observagio foi a maior prevaléncia de NP nos homens, no grupo estudado.

Para TROJABORG et al., 1992, ndo ha diferenca significativa da VCS entre os
sexos, enquanto LANG et al., 1985 e FALCO et al., 1992, observaram que a VCS é. mais

rapida nas mulheres. Alguns autores relataram diferengas significativas na amplitudes dos
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PAS entre os sexos, maior nas mulheres (FALCO et al., 1992; TROJABORG et al., 1892;
GARIBALDI, 1998), que entretanto, ndo foram confirmadas por outros (STETSON et al,,
1992). No que diz respeito as laténcias do PAS, FALCO et al., 1992, nao demonstraram
diferencas estatisticamente significativas entre homens e mulheres.

Estudos patoiégicos do nervo periférico também t&m mostrado acometimento
sensitivo (CROS et al., 1988; FREITAS et al., 1996), em oposi¢do as observagoes
anteriores de POLLOCK & DICK, 1976. As anormalidades sa&o provavelmente
primariamente axonais e nao ha paraielo absoluto com a gravidade do acometimento
muscular (MONDELLI et al., 1993; WANG & SCHRODER, 2000). Embora a causa da
polineuropatia permaneca incerta, ela é provavelmente parte do espectro multisistémico
da doenga. Em alguns pacientes, diabete melito pode estar associado (MONDELLI et al,,
1993: HARPER & RUDEL, 1994).

O tipo e a intensidade da NP observada nos nossos pacientes estdo de
acordo com os dados encontrados na literatura (CACCIA et al, 1972
PANAYIOTOPOQULOS & SCARPALEZOS, 1976; OLSON et al.,, 1978; JAMAL et al., 1986;
CROS et al., 1988; MONDELLI et al., 1993; LOGULLO et al, 1992). Em relagio as
possiveis etiologias da NP, diabete melito foi diagnosticado em quatro pacientes e

deficiéncia de acido félico em um. Nos demais, nenhuma outra causa foi identificada.

6.3. A EXPANSAO CTG NO CROMOSSO 19 E O FENOTIPO NA DM1

Embora tenha sido estabelecida correlagéo entre o tamanho da expansao com
a idade de inicio da doenga e a gravidade das manifestagbes mdrbidas em diversos
estudos (HARLEY et al., 1992; HARLEY et al., 1993; NOVELLI et ai.,, 1993; JASPER et

al., 1995, PASSOS-BUENQ et al., 1995; GENARELLI et al, 1896, GHAREHBAGHI-
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SCHNELL et al, 1998; GARCIA-GOMEZ et al., 1999; KINOSHITA & HIROSE, 1899;
MARCHINI et al, 2000), foi demonstrada marcante sobreposicdo dos tamanhos dos
tripletos em pacientes com fenétipos da doenga diferentes (HARLEY et al, 1992
HARLEY et al., 1993, JASPERT et al., 1995; PASSOS-BUENQ et al., 1985; HAMSHERE
et al., 1998).

Entre os fatores que contribuem para a complexidade desta correlagdo, estd a
~instabilidade somédtica da expanséo CTG, cujo tamanho varia nos diferentes tecidos e
num mesmo individuo em diferentes idades (ZATZ et al., 1995;___WONG et al., 1995).

Nao encontramoes correlacio positiva entre o tamanho da expanséo CTG no
cromossomo 19 nos leucdcitos com o grau de ME, nem com o grau de acomefimento
muscular definido pela escala de MATHIEU et al., 1992,

Encontramos resultados estatisticos semelhantes quando a casuistica contava
com trinta e um individuos deste grupo e a comrelacio dos graus de miotonia e miopatia
com a expansdo CTG foi estabelecida em 26 deles (PFEILSTICKER et al.,, 2001). O
nimero de individuos avaliados ndo pareceu, portanto, influenciar nossas observagbes
neste sentido.

Da mesma forma, acreditamos que a utilizagdo da escala de MATHIEU et al,,
1992, para estabelecer ¢ grau de miopatia clinica ndo pode justificar a auséncia de
paralelo, observado no nosso estudo, entre o fendtipo miopatico e a expansao CTG no
cromossamo 19. Correlagdo positiva entre o grau de acometimento muscular,
estabelecido de acordo com a escala de MATHIEU et al., 1992 e o tamanho da expanséo
CTG nos leucocitos foi verificada por JASPERT et al., 1995, num grupo de 14 pacientes,
incluindo um que apresentava DM congénita. Estes autores ndo enconfraram, porém,
correlacdo entre o tamanho da expansdc e a miotonia, esta quantficada

eletrofisiologicamente através de um gonidmetro. A escala proposta por MATHIEU et al,,

Discussdo 151



1992, para acessar a gravidade da doenga foi também utilizada em dois outros estudos
de correlagio entre o gendtipo e fendtipo na DM1 (GENNARELL et al, 1996;
GHAREHBAGHI-SCHNELL et al., 1998). Assim como JASPERT et al, 1995, estes
pesquisadores observaram paralelo entre estas duas variaveis.

A ufilizagdo do tamanho da expansdo CTG no DNA leucocitario para
estabelecer correlacio com os diversos aspectos do comprometimento sistemico na DM1
vem sendo validada em varios estudos (HARLEY et al., 1992; HARLEY et al., 1983
NOVELLI et al., 1993; JASPER et al., 1995; PASSOS-BUENO et al., 1995; GENARELLI
et al., 1996; GHAREHBAGHI-SCHNELL et al., 1998; GARCIA-GOMEZ et al, 1999,
MARCHINI et al., 2000).

Alguns estudos compararam as expansbes CTG nos leucocitos e nos
masculos (ANVRET et al., 1993; THORTON et al, 1994a; ASHIZAWA, DUBEL &
HARATI 1993; ZATZ et al, 1995). As expansdes CTG sdo maiores no musculo
esquelético que nos leucocitos (THORTON et al., 1994a), porém a fraqueza e a atrofia
nao estdo relacionadas com o grau da expansdo nos diferentes muscuios (HEDBERG,
ANVRET & ANSVED, 1999; ZATZ et al., 1995). Foi demonstrado que 0 tamanho da
expansdo & maior no muscuio que nos leucocitos (ANVRET et al,, 1993; THORTON et al.,
1994a; ASHIZAWA, DUBEL & HARATI, 1993, ZATZ et al, 19985). O tamanho da
expans&o no musculo ndo parece ser, entretanto, um melhor indicador quanto ao
prognéstico da doenca que o tamanho da expansao nos leucocitos. ZATZ et al., 1995,
nao verificaram paralelo entre o tamanho da expansio CTG no muscuio e a idade no
inicio da doenca, correlagio que ja haviam verificado quando analisada a expansao ros
leucocitos (PASSOS-BUENO et al, 1995). Além disto, musculos com expansoes
semelhantes apresentavam graus de fraqueza distintos. KINOSHITA et al., 1996,

observaram, com andlise por Southern blot do DNA na autopsia de um paciente com
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DM1, expansdes similares em musculos proximais e distais, cujos graus de acometimento
clinico sdo diferentes.

Acreditamos, entretanto, que em situactes especiais, a analise do DNA no
musculo pode ser importante, em fungio da instabilidade somatica da expans&o de
tripletos. Um exemplo foi, neste estudo, a normalidade do DNA leucocitério em uma
portadora obrigatéria de DM1, considerando que tinha irméos, sobrinhos e descendentes
(filha, neta e bisneto) com diagndstico molecular confirmado de DM1. Alem disto,
apresentava miopatia mioténica na EMG, minimo acometimento clinico e leves alteragbes
miopaticas na biopsia muscular. Nessa paciente, nossa investigacdo prosseguira com
anélise da expanséo no musculo para comparagao.

Recentemente, os autores t&ém buscado correlagdes com aspectos especificos
da doenca, em especial no que se refere & miopatia (KINOSHITA & HIROSE, 1999,
MARCHINI et al., 2000). Entre as observagbes destacadas por MARCHINI et al., 2000, na
investigacdo de 24 pacientes, estfio a falta de correlagéo entre o numero da expansao
CTG nos leucécitos com a presenca ou auséncia de atrofia muscular e a coirelagéo
positiva entre a idade de inicio da doenga e o grau de acometimento muscular. Para estes
autores, o numero de repeticdes CTG tem valor prognéstico somente para algumas das
manifestacdes clinicas na DM1.

Ja KINOSHITA & HIROSE, 1999, encontraram, em 40 pacientes, correlagéo
positiva entre o tamanho da expansdo com o grau de miopatia e com alteracbes
endécrinas, déficits cognitivos, anormalidades da condugdo no feixe de His e index de
apneia.

As primeiras identificagbes da antecipagao na DM foram descritas em 1911,
por Greenfield e Fleischer. S6 apos longo debate na literatura, que considerava, de um

jado, a existéncia de fato da antecipagéo; do outro, que esta seria um artefato na selegdo
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dos pacientes, HOWELER et al., 1989, a confimaram de maneira indiscutivel. A
identificacdo da mutagéo responsavel pela DM trouxe evidéncias da origem molecular do
fendmeno de antecipacao na DM1 (ASLANIDIS et al., 1992, BROOK et al., 1992; FU et
al., 1992; HARLEY et al., 1992; MAHADEVAN et al., 1992). Analisando os heredogramas
das familias deste estudo, verificamos antecipagdo na maioria delas.

Entretanto, nas sete familias representadas por pares pais-filhos foi observado
aumento do tamanho da expansdo CTG em duas, contrag@o do tamanho da expansac em
uma e nas outras quatro a expanséo manteve-se inalterada. O aumento do tamanho da
expansdo CTG nao se acompanhou doenga mais grave na geragao seguinte, nas duas
familias em que foi observado, ressaivando-se, porém, a diferenca de idade entre as
pacientes no momento do exame por fratar-se de maes e filhas. Em oufras quatro
familias, individuos que apresentaram expansbes semelhantes expressaram fenétipo
muito distintos.

A intrigante relac&o entre o tamanho da expanséo e o grau de acometimento
da doenga é exemplificada no estudo de MEINER et al., 1995: Na maioria das familias
estudadas por estes autores, a expansdo CTG aumentou nas geracbes sucessivas, mas
em quatro delas diminuiu e manteve-se inalterada em duas familias. Analisando o
tamanho da expans@o CTG nos leucocitos em relagdo as formas clinicas, estes mesmos
pesquisadores n&o encontraram correlacdo absoluta entre o tamanho da expanséo e a
gravidade dos sintomas. Em um caso, a transmissdo de um alelo contraido foi associado
com a forma congénita da DM, como ja havia sido observado pof COBO et al., 1993.

S&o descritos casos de redugio no tamanho da expanséo entre as geracdes,
mais freqlentemente na transmissdo via patema (O'HOY et al,, 1993; REDMAN et al.,
1993; HARLEY et al., 1993; BRUNNER et al., 1993b; ASHIZAWA et al., 1984, LOPEZ DE

MUNAIN et al., 1996). J4 foi inclusive descrita mutacio reversa para um alelo de tamanho
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normal na DM1 (SHELBOURNE et al., 1992; BRUNNER et al., 1993a; BRUNNER et al.,
1893b;O'HOY et al., 1993).

LOPEZ DE MUNAIN et al., 1996, encontraram contragcdo da repeticdo CTG
em 14,1% dos pares genitores-filhos e a repeticdo manteve-se inalterada em 7% dos
pares, em uma grande familia com DM1. Em todos que apresentaram contracdo da
repeticao CTG, a transmissdo havia sido via paterna, como observamos na familia do
nosso grupo em que esta ocorreu.

Na literatura ha evidéncias de que a fransmiss@o de grandes expansdes via
paterna raramente acarreta a forma congénita da DM (NEVILLE et al., 1994). No presente
estudo um filho de um dos pacientes apresentou quadro clinico compativel com forma
congénita da doenc¢a, embora o tamanho da expansac de tripletos CTG tenha sido
semelhante nos dois.

Ndo houve, na nossa casuistica, correlagdo entre o grau de miopatia e a
heranga (materna ou paterna). N&o encontramos diferenga estatistica no tamanho da
expansao CTG, nos filhos de maes afetadas comparados com os filhos de pais afetados,
observagdo que foi de acordo com HARLEY et al., 1993 e de PASSOS-BUENO et al.,
1995. Correlagido positiva entre o tamanho da expansdo e heranga matermna foi relatada

por LAVEDAN et al., 1993.

PASSOS-BUENO et al., 1995, relataram, entretanto, que apesar da auséncia
de significancia estatistica, excetuando-se os casos com a forma congénita, as maiores
expansdes observadas foram transmitidas via paterna.

Tem sido descrito que as chamadas protomutacbes, expansoes CTG com
tamanho de aproximadamente 50 a 80 cbpias, podem ser herdadas de maneira
relativamente estavel se a transmissao € matemna. Nestes casos,quando a passagem &

através de heranga paterna, o tamanho da expanséo guase sempre aumenta, até niveis
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observados na doenca (BARCELO et at., 1993; YAMAGATA et al., 1998, MARTORELL et
al., 2001).

Para alelos com menos de 100 repeticdes CTG, as amplificagbes sao mais
importantes com transmissdo via patema; nas expansdes maiores que 500 repeticdes
CTG, observa-se o inverso: existe tendéncia a contragdo com transmissdo via paterna,
enquanto as amplificagbes continuariam ocomrer com transmissdo via matemna
(BRUNNER et al., 1993; HARLEY et al., 1993; LAVEDAN et al., 1993, REDMAN et al.,
1993; ASHIZAWA et al., 1994).

Estas observacfes resumiriam as duas caracteristicas principais da heranga
na DM1, no que diz respeito ao sexo do progenitor afetado, que sdo: herangas paternas
desencadeariam DM1 nas familias: herangas maternas seriam responsaveis pela forma
congénita da doenga.

Em sintese, a literatura vem mostrando que: 1) O feﬁémeno de antecipag¢éo
se acompanha do aumento do tamanho da expansdo CTG nas geragbes que se
sucedem, porém nao sempre; 2) A correlagao entre expansdes maiores de tripletos no
cromossomo 18 com acometimento muscular e sistémico mais grave € frequente mas néo
invariavel. 3) A complexidade na relagdo entre estas variaveis é tal que, em casos
individuais, o tamanho da repeticdo no teste genético ndo permite predizer o fenotipo
(JASPERT et al, 1995; MEINER et al., 1985 IDMC, 2000). Os resultados do nosso

estudo corroboram essas observagbes.
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7. CONCLUSOES
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1)

2)

3)

4)

A EMG constitui um bom instrumento diagnéstico na DM1 e é especialmente Util na
avaliagdo de individuos assintomaticos ou com minimo acometimento, pertencentes a
familias de portadores da doenga. Realizada de maneira detalhada, também auxilia na
quantificagdo do grau do acometimento muscular. A eficiéncia diagnostica deste

exame para defini¢do de miopatia miotdnica foi de 97,7% no grupo estudado.

A sele¢do e o nimero de musculos examinados na EMG é fundamental para o
diagnéstico inequivoco de DM1 e deve incluir mUsculos proximais e distais dos quatro
membros e musculos faciais, antes de ser conclufdo que nao ha ME. Encontramos ME

mais freqUentemente nos musculos das méos e no tibial anterior.

Individuos com acometimento minimo ou assintomaticos pertencentes a familias de
portadores de DM1 devem ser submetidos a EMG, dosagem de enzimas musculares
e exame genético (pesquisa de expansdo CTG no cromossomo 19) antes de ser

afastado este diagnéstico.

Néo foi observada correlacdo entre o tamanho da expansdo de tripletos CTG nos
leucdcitos com o grau de ME na EMG, nem com o grau de miopatia expresso por
escala de acometimento muscular. Nio houve correlacéo positiva entre heranga
matema ou patema e o tamanho da expansao no DNA leucocitario e ndo foi
encontrada correlagdo entre o grau de miopatia e o tipo de heranga. Acreditamos que
estas observacbes devam ter implicagbes para o aconselhamento genético, ndo
sendo possivel, em casos individuais, predizer o grau de miopatia baseado na analise

do DNA.
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5)

6)

Houve correlagdo positiva entre o grau de miopatia € o grau de ME e nao foi
encontrada significancia estatistica do uso da medicagéo sobre o grau de ME, apos

ajuste para as covariaveis (idade e grau de miopatia).

As medidas de posicdo e dispersdo observadas no estudo das VCNs sensitivas e
motoras e o reflexo H na nossa populacdo de estudo foram semelhantes as definidas

na literatura para individuos normais.

7) A eletroneurografia detectou NP com acometimento difuso em 23,5% dos individuos

do grupo. Na maioria, esta se expressou como axonopatia sensitivo-motora de grau
leve a moderado. O tipo e a intensidade da NP observada nestes pacientes estao de

acordo com a literatura.

8) Dadas as limitagbes clinicas para estabelecer o diagnéstico de NP na DM1, o estudo
das VCNs motora e sensitiva associado 3 pesquisa do reflexo H € um método
diagnéstico fundamental para definigdo de neuropatia nestes doentes.
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In Myotonic Dystrophy (DM1), a relationship between the CTG repeat
expansion in chromosome 19 and the disease severity, in its multisystemic aspects, has
been reported in several studies. However, the disease is heterogeneous, with clinical
variability for a given age and triplet size. The aims of this study were: to evaluate the
efficacy of electromyography (EMG) in the diagnosis of DM1 and verify in which muscles
electrical myotonia (ME) is more frequent; to verify whether ME correlated with the CTG
repeats in leukocytes and with the degree of clinical myopathy; to correlate the CTG
repeats with the degree clinical myopathy; to compare the triglet size and the degree of
myopathy with parental inheritance; to access the conduction nerve studies parameters in
this group and to verify the frequency and the characteristics of peripheral neuropathy in
this disease. Fourty seven patients were examined, including those who had clinical
diagnosis of DM and asymptomatic individuals or with minimal signs, belonging to DM1
families. We used a specific muscular disability rating scale, based on the clinical muscular
involvement and concordant with the usual distal to proximal progression of the muscular
involvement in DM1. ME was also scored. Sensory and motor conduction velocity (CV)
were studied in five nerves. Leukocyte DNA analysis by PCR technigue was done in all
subjects. DM1 was diagnosed in fourty five cases by the end of our evaluation. In the other
two cases, clinical examination, EMG and DNA analysis were normal, but in one of them,
CK was slighthly raised. EMG found myotonic myopathy in 44 cases. EMG demonstrated
to be a good tool for diagnosis in DM1, and is specially important in asymptomatic
individuals and in those with minimal signs from DM1 families. The efficacy of EMG in the
diagnosis was found to be 97,7% in the group of 45 patients that had DM1 diagnosed by
the end of evailuation. ME was encountered more frequently in hand muscles (85 to 91%)

and in tibialis anterior (81%). The selection and number of muscles examined are

fundamental for unequivocal EMG diagnosis, as the sensitivity of diagnosis by EMG may
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vary according to these parameters and should include proximal and distal muscles of the
limbs and facial muscles. The asymptomatic individuats and those with minimal signs from
DM1 famifies should have EMG, creatine kinase blood level and molecular analysis for
CTG repeat before the diagnosis is excluded. No significant correlation was found
between EM scores and length of CTG expansions. No significant correlation was found
between the degree of myopathy and lenght of CTG expansions. There was no significant
correlation between matemal or paternal heritage and length of CTG expansions or the
degree of myopathy. These observations are important for genetic counselling, since it is
not possible to estimate the severity of DM1 myopathy based on DNA analysis. ME scores
correlated significantly with the degree of clinical myopathy, expressed by a muscular
disability scale. No significant difference was found in ME scores between patients taking
or not antimyotonic drugs. The parameters observed on nerve conduction studies in this
group were similar to that defined for normals in the literature. However, abnormal H reflex
(in 53,1% of subjects) and reduction of PAMCs amplitudes in fibular and/or median nerves
(in 23,4% of subjects) were more frequent. These observations may be due to the
myopathy. Peripheral neuropathy have been reported as part of the clinical picture of DM1,
more usually, as axonal polyneuropathy. Electroneurography (ENG) detected neuropathy
in 12 cases (23,5%); most of them presented a mild to moderate sensory-motor axonal
polyneuropathy. Four were diabetics and one had folic acid deficiency. In the others, no
evident etiology was found. In our patients, the type and intensity of PN was similar to the
encountered in the literature. ENG is essential to establish the diagnosis of peripheral

neuropathy in DM1, due to the many difficulties of doing it exclusively on clinical basis.
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ANEXO 1

h A Consentimento Pés-informagao para participa-

%\h@ cao em pesquisa medica

UNICAMP

PESQUISA: Ava1iag50 e1etrof$sio1agﬁca na distrdfia miotonica

REGPONSAVEIS: Dra. Beatriz Helena Miranda Pfeilsticker
Profa. Dra. Anamarli Nucci

Prof. Dra. Carmem Sivia Bertuzzo Martins

Nome do paciente

HE - RG: Expedido por

Enderego: Tel

e ——

Grau de parestesco (se menor )

Documento comprobatorio

0 sr.{(A sra.) esta sendo convidado a partici-
par da pesquisa acima citada, como parte de um projeto de

estudo da doenca distrofia miotonica.

A distrofia mieotonica e uma doenga que se ma-
nifesta de modo variavel, em geral, cemprometendo 05 musculos
esque]et1cos, levande a fraqueza e dificuldade para descontrai-
los. Ha casos em gue esses sintomas sap muite discretos. Em
certos casos a doenca se manifesta por sinais pouco significa-
tives para alguns pacieptes, como calvice precoce. OQutros pa-
cientes mostram a doenga em suas formas mai's seyeras, com com-
prometimento de varios Grgios, além dos masculos.

A doenca e considerada hereditaria, transmitida €§§
de geraqEQ a geragﬁo, atraves de uma a]teragEO no Ccrompssomo -3

19. Avancos. cientificos recentes estdo sendo discutidos e apli-

cados a distrofia miotonica, entre eles, conhecimentos em bio- h
§1a e genetlca moleculares. Entretanto, 0 d1agnost1co da doen
Umversmla e Estagual de Campinas Telelone: PABX 10182} 3913
Caixa Postal 1170 Talrw- iN18L 1160 #
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i CONSENTIMENTO P3S~INFORMACAO PARA PARTICIPACAO
EM PESQUISA MEDICA

continuagao i

ga pode ser suspeitadoc, por medico experiente, através de da-
dos clinicos. Compieta-se o diagnéstico com dosagens enzimati-
cas musculares, eletroneuromiografia, pesquisa de catarata por
lampada de fenda e biopsia muscular.

Para avaliar a extensao e severidade da doencga,
num determinado momento da vida do paciente, poder%o ser indi-
cadas outras avaliagpes clinicas e ou Taboratoriais, como por
exempio: dosagens hormonais, eletrocardiograma, entre outras.

Numa mesma familia pode haver individuos afeta-
dos com diferentes apresentagﬁes da doenga, tanto mais graves,
quanto mais leves. Dados referentes a Genetica Molecular auxi-

liam na orientagio aos pacientes e familiares.

Estamos convidando para participar da pesquisa:
Grupo 1: pessoas que jé se submeteram & exame clinico ocu labo-
ratorial e receberam o diagnostice de distrofia miotonica e

que voluntariamente decidirem entrar no grupo.

Grupo 2. familiares dessas pessoas, em riscq da doenga e que
voluntariamente desejam se submefer as indicagﬁes dos pesqui-
sadores, respeitadas possiveis limitagoes numericas de amostra
gem. '

Partijcipar da pesquisa significa submeter-se a:

1. Detalhado exame clinico e neurclogico, antes do exame eletro

neuromiografico.
2. £xame eletroneuromiografico, executade por medico experiente '

na grea. 0 exame ¢ realizado em aparelho especial {eletromjo

grafo) que registra os potenciais eletricds de musculos e
nervos. Para isso, uma agulha-eletrodo deve ser inserida nos

musculos e estimulos eletricos 550 feitos em nervos dos
Universidade Estadusl de Campinas Telefone: PABX {0192) 39-1

Caixa Postal 1170 : : Teiex: {133} 1\%

12100 Campinas SP Brasii

208

Anexos



\/’
é % CONSENTIMENTO POS- INFORMACAQ PARA PARTICI-

&
S pACKD EM PESQUISA MEDICA

: continuagac 2
UNICAMP

membros superiores e inferiores,

0 exame eletroneuromiografico & habitualmente bem tolera-
do pela maijoria das pessoas qua a ele recorrem durante a
fase de diagnostico de uma doenca neuromuscular. Entre-
tanto, o sr (a sra.) podera solicitar a interrupcao do
mesmo, caso julgue o© procedimento acima de sua capacida-
de de tolerancia. Nao ha perigo em relagao a agulha-ele
trodo, pois a que utilizamos no HEC Unicamp & do tipo des
cartavel e de fino calibre para poupar 05 pacientes de
descdanforto.

3. Biopsia muscular: sera indicada em pelo mepos uma pessod
de cada familia, em fase de diagnostico da distrofia mig
tonica. 0 exame & realizado em centro cirurgico ambula-
torial, sob anestesia local {adultos), com a retirada de
pequens fraamento de musculo, sendo que esse e analizado
em histopatologia e histoquimica.

4. Coleta de sangue para exames de laboratorio, para a qual
o jejum e indicado. _

5. Coleta de sangue para exame de Genetica Mclecular, © qual
sera processado pela Prof. Dra, Carmem 58 Martins, com
nermas operacionais sob sua responsabilidade,

6. Exame oftalmologico para avaliacaoc de catarata.

7 Exame eletrocardiografico retineiro e, se necessario, de

acordo com a clinica, outros exames cardiologicos.

sinar esse termo de consentimento para participar, o sr.la

sra.) estara livre para retirar-se a qualquer tempo, ¢ que

Sua participagén na pesguisa e voluntaria. Mesmo ag as- //L/
)

nao implicara em nenhuma penalidade ou perda de beneficios a

Universi%yd% EB;JEM%IE;Jp?n%sCUm‘O USUH\"']O da HC da Unicamp' u@m%g&%&gf‘c"'gz} -1301

Caixa Postal 1170 Tefex: (DTRI1150
13100 Campinas SP Brasit . M @5/
MR
= C;
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%@“ CONSENTIMENTO POS-INFORMACAD PARA PARTICIPAR
e OFE PESQUISA MEDICA
UNICAMP continuagao 3

alguma havera alteracao nos cuidados a que voce tem direito
caso resclva interromper sua participacao na pesquisa. A e-
quipe medica tambem podera encerrar sua participagao na pes-

quisa, no interesse de sua seguranga e hem estar.

A responsabilidade do sr. (sra.} e de comparecer
as consultas marcadas e aos exames Iaboratoriais acima refe-
ridos.

0 sr. (A sra.) podera fazer perguntas que julgar
necessarias antes de concordar em participar da pesquisa, ou
a qualguer momento, e recebera os esclarecimentos necessarios
referentes aos varios aspectos da pesquisa, riscos, benefici-
0s, andamento de seus exames, resultados.

0s resultados de seus exames poderﬁo ser publica-
dos, em carater cientifico, mas sua identidade sera mantida
em sigilo. Os dados referentes acs seus exames e resultados
constardo de seu prontuario médico no HC Unicamp, podends ser
consultados pelo Comite de Ftica e por autoridades de saulde.

A equipe da pesguisa estara a disposi;ﬁc para even
tuais contatos fora dos agendamentos, pelos telefones: Ramais
7694 {Eletromiografial e 7994 { Ambulatorio de Neurologial). 0

telefane da secretaria do Comite de Etica o

e

Tendo lido ¢ entendido o presente termo,e, todas &{//
as duvidas e 1nf9rmag§es esclarecidas a contento, consinto

em participar da pesquisa e abaixo assino.

Campinas,  de de 1997. Fﬁﬁﬁﬂ A
Universidade Estadual de Campinas . Telefone: PABX (0192} 39-1301

Caixa Pastal 1170 : Teiex: [019) f}so
13100 Campinas SP Brasit
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PROTOCOLO PARA DISTROFIA MIOTONICA

NOME.:

DATA NASCIM:
PROFISSAO:
ESCOLARIDADE:

INICIO /TIPO SINTOMAS:

SINTOMAS NEUROMUSCULARES:

MIOTONIA
FRAQUEZA MUSC.
FRAQUEZA MUSC. FACIAL
PTOSE

FRAQUEZA ECM
FRAQUEZA CINT. PELV.
FRAQUEZA CINT. ESCAP.
FRAQUEZA M. DISTAIS
OBSERVACOES:

OUTROS SINTOMAS NEUROLOGICOS (ALTERACOES SENSITIVAS?):

SINTOMAS SISTEMICOS:
DIST. DEGLUTICAO

DIST. CARDIACOS

DIST. CEREBRAIS

ALT. ENDOCRINAS

ALT. OFTALMICAS
CALVICIE
OBSERVACOES/ QUTROS:

ANEXO 2

IDADE:
ESTADO CIViL:

SIm NAO
SIM NAO
SIM NAO
Siv NAO
SIM NAO
SiM NAO
SiM NAO
SIM NAO

SIM
SiM
SIM
SIM
SiM
SiM

Anexos
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ANTECEDENTES:
ETILISMO:

AGROTOXICOS:

MEDICAGAO (EM USO E QUE TENHA USADO COM FREQUENCIA):
FAMILIARES PORTADORES DE DM:

EXAME NEUROLOGICO:

FRAQUEZA MUSC:DISTRIBUICAQ/GRAU

MSD

DELTOIDE

BICEPS

TRICEPS

EXTENSOR DOS DEDOS
ABDUTOR CURTO DO POLEGAR
FLEXOR PROF. DOS DEDOS
SUPRAESPINHOSO
BRAQUIORRADIAL

MSE

DELTOIDE

BICEPS

TRICEPS

EXTENSOR DOS DEDOS
ABDUTOR CURTO DO POLEGAR
FLEXOR PROF. DOS DEDOS
SUPRAESPINHOSO
BRAQUIORRADIAL
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MID
ILIOPSOAS

QUADRICEPS

TIBIAL ANTERIOR

EXTENSOR CURTOQ DOS DEDOS
M. POST. DA COXA

MIE

ILIOPSOAS

QUADRICEPS

TIBIAL ANTERIOR

EXTENSOR CURTO BOS DEDOS
M. POST. DA COXA

ESTERNOCLEIDOMASTOIDEO
MIOTONIA: DISTRIBUICAO; DE ACAO/PERCUSSAO (MAOS e LI'INGUA)
SENSIBILIDADE (VIBRATORIA, TATIL/DOLOROSA)

REFLEXOS OSTEOTENDINOSOS

RC PLANTAR:

PROVAS CEREBELARES:

PARES CRANIANOS:

ANexos

213



EXAMES REALIZADOS ANTERIORMENTE

1) ENZIMAS MUSCULARES:
CPK:

LDH:

TGOMGP:

ALDOLASE:

2)BIOPSIA MUSCULAR
AUMENTO N. CENTRAIS
CADEIAS NUCLEARES

FIBRAS ANULARES

MASSAS SARCOPLASMATICAS
ATROFIA DO TiPO 1

FUSOS MUSCULARES (N° AUMENTADQ)
INERVACAO TERMINAL
HIPERTROFIA FIBRAS TIPO Il
AUMENTO FIBROSE

FIBRAS MOTH-EATEN
OBSERVACOES:

3)ENMG:

4)BIOPSIA NERVO SURAL:

SIM
SiM
SIM
SIM
SIM
SIM
SiM
SIM
SiM
SIM
SIM

NAQO
NAC
NAQO
NAO
NAO
NAQ
NAO
NAO
NAO
NAO
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PROTOCOLO PARA DISTROFIA MIOTONICA

NOME:
DATA NASC: IDADE: HC: SEXO:
ALTURA: TEMPERATURA:
ELETRONEUROMIOGRAFIA
] CONTRACAO LEVE
MUsSCULO REPOUSO E MODERADA CONTR., OBS.
MAX. {amp.
max}

Al FIB

OFP FASC Qutras

AMP  DUR PM
mv ms

1: Interdsseo dorsal
Abdutor curto do polegar
Abdutor do 5 dedo
Extensor dos dedos
Biceps braguizl
Deltéide

Orbicular dos iabios
Tibial anterior
Quadriceps

Ext. Curto dos dedos
Gastrocnémio
Paraveri.lombo-sacros
Lingua

A aumentada; N: normal; Al atividade de insergdio; PB: potenciais polifasicos breves; AMP: amplitude; PL:
potenc. polifasicos fongos; AN; anormal; PN: pot. neuropéticos (gigantes), D: direito; PM: potenc. de unidade
motora; DAF: descargas de alta frequéncia; PIP: padréo de interf. paradoxal, DIM: dimintida; R: rarefeito (+ A
++++); DM: descargas miotdnicas; T/B; PMs trifasicos ou bifasicos; DUR: duragéo; E: esquerdo; OF: ondas
positivas; FASC: fasciculagdes; POLIF L aumente leve de polif; FIB: fibritagbes; POLIF M: aumento mod.de

peiif; POLIF: PMs na sua maioria polif.
Exame realizado com agulha monopolar

MIOTONIA /GRAUS

1: INTEROSSEQO DORSAL

ABDUTOR CURTO DO POLEGAR

ABDUTOR DO DEDO MINIMO

EXTENSOR DOS DEDQS

BICEPS BRAQUIAL

DELTQIDE

ORBICULAR DOS LABIOS

TIBIAL ANTERIOR

QUADRICEPS

EXTENSOR CURTO DOS DEDOS

GASTRCCNEMIO

PARAVERT. LOMBO-SACROS 0

LINGUA
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ESTUDO DA VELOCIDADE DE CONDUGAO NERVOSA MOTORA

NERVO

MEDIANO D PUNHQ-COTOVELO
MEDIANO E PUNHO-COTOVELO
ULNAR D PUNHO-COTOVELO

FIBULAR D TORNGOZELO -CAB. FIBULA
FIBULAR E TORNOZELQ -CAB. FIBULA
TIBIAL P. E TORNOZELO F. POPLITEA

LD
{ms)

A
(MV)

D
MS

LP
MS

DIST
MM

VCN
M/s

LD: laténcia distal; LP: laténcia proximal;, VCM: velocidade de condugao nervosa motora; AMP d: amplitude do
potencial distal; AMP p: amplitude do potencial proximal; DUR: duragdo dos potenciais, F: laténcias das ondas

f

Ampl'rtudes: linha de base -pico negativo

ESTUDO DA VELOCIDADE DE CONDUGAO NERVOSA SENSITIVA

NERVO

MEDIANO D PUNHO-INDEX
ULNAR D PUNHO-5° DEDO
RADIAL D

SURAL D

SURAL E

LD
(ms)

A

D

AP

DIST

vCs

do potencial distal; AMP p: amplitude do potencial proximai; DUR: durag&o dos potenciais.

Amplitudes: linha de base -pico negativo.

LD: laténcia distal; LP: laténcia proximal; VCM: velocidade de condugdio nervosa sensitiva; AMP d: amplitude

Obs: radiatestimuiac&o no 1/3 distat do antebrago; registro com eletrodos de superficie no dorso da mao,

entre 1° e 2° metacarpos.

REFLEXQO H:
ESQ: LATM:

LAT. H:
DIR: LAT M:

LAT H
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ANEXO 3

ESTUDOS DA CONDUGAO NERVOSA MOTORA E SENSITIVA - POSICIONAMENTO
DOS ELETRODOS

VELOCIDADE DE CONDUGAQ NERVOSA SENSITIVA

1) NERVO RADIAL SUPERFICIAL (Método antidrémico)

Posigao do paciente: mao estendida, com a palma para baixo.

Eletrodo de registro ativo: colocado na regido dorsolateral da mao sobre o nervo
radiai superficial, quando ele cruza o fenddo do masculo extensor longo do
polegar.

Eletrodo de registro de referéncia: 3 cm distal ao eletrodo ativo.

Eletrodo de estimulagéo: posicionado sobre o bordo radial do antebrago, com catodo

em torno de 14 cm do eletrodo de registro ativo.

2} NERVO ULNAR (Método antidromico)
Posicao do paciente: mao estendida, com a palma para cima.
Eletrodo de registro ativo: colocado na falange proximal do quinto dedo.
Eletrodo de registro de referéncia: 3 cm distal ao eletrodo ativo.
Eletrodo de estimulagio: posicionado no punho, com o catodo distal, sobre o nervo

ulnar, em torno de 13 cm do eletrodo ativo.

3) NERVO MEDIANO (Método antidromico)
Posicao do paciente: mio estendida, com a palma para cima.
Eletrodo de registro ativo: colocado na falange proximat do segundo dedo.
Eletrodo de registro de referéncia: 3 cmn distal ao eletrodo ativo.
Eletrodo de estimulagio: posicionado no punho, com o catodo distal, sobre o nervo

mediano em torno de 14 cm do eletrodo ative.

4) NERVO SURAL (Método antidrémico)
Posigdo do paciente: deciibito ventral, com o pé suspensc sobre o bordo da mesa de

exame.
Eletrodo de registro ativo: colocado atras do maléolo laterai.
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Eletrodo de registro de referéncia: 3 cm distal ac eletrodo ativo.
Eletrodo de estimulagado: posicionado no terco distal da pema em tomo de 14 cm

proximai ao eletrodo de registro ativo.

VELOCIDADE DE CONDUGAO NERVOSA MOTORA

1} NERVO MEDIANO

Posig&o do paciente: braco estendido, palma para cima.

Eletrodo de registro ativo: posicionado sobre o madsculo abdutor curto do polegar.

Eletrodo de registro de referéncia: 4 cm distal ao eletrodo ativo, na articulagéo
metacarpo-falangeana.

- Eletrodo de estimulag&o: posicionado distalmente na regi@o paimar do punho, entre

os tendbes dos misculos flexor radial do carpo e palmar longo, com o catodo em

torno de 7 cm proximal ao eletrodo de registro ativo e, proximalmente, na fossa

antecubital, sobre a artéria braquial.

Onda F do nervo mediano

Posigcdo do paciente: brago estendido, palma para cima.

Eletrodo de registro ativo: posicionado sobre o misculo abdutor curto do polegar.

Eletrodo de registro de referéncia: 4 cm distal ao eletrodo ativo, na articulagio
metacarpo-falangeana.

Eletrodo de estimulagao: posicionado na regido palmar do punho, entre os tendbes
dos musculos flexor radial do carpo e palmar longo, com o catodo em tomo de 7

cm proximal ao eletrodo de registro ativo.

2) NERVO ULNAR

Posigao do paciente: brago estendido, palma para cima.

Eletrodo de registro ativo: posicionado sobre o muscule abdutor do V dedo.

Eletrodo de registro de referéncia: 4 cm distal ao eletrodo ativo, sobre a articulagéo
metacarpo-falangeana.

Eletrodo de estimulagido: posicionado distalmente na regido paimar do punho, justo
ao tendio do musculo flexor uinar do carpo, com o catodo em tormno de 7 ¢cm
proximal ao eletrodo de registro ativo e, proximalmente, cétodo posicionado 2-3

cm acima do cotovelo.
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Onda F do nervo ulnar
Posigéo do paciente: braco estendido, palma para cima.
Eletrodo de registro ativo: posicionado sobre o musculo abdutor do V dedo.
Eletrodo de registro de referéncia: 4 cm distal ao eletrodo ativo, sobre a articulacio
metacarpo-falangeana.
Eletrodo de estimulagao: posicionado na regido paimar do punho, justo ao tendéo do
musculo flexor vinar do carpo, com o catodo em tomo de 7cm proximal ao

eletrodo ativo.

3) NERVO FIBULAR
Posigao do paciente: decubito dorsal.
Eletrodo de registro ativo: posicionado sobre o misculo extensor curto dos dedos.
Eletrodo de registro de referéncia: 4 cm distal ao eletrodo ativo.
Eletrodo de estimulagado: distaimente no tomozelo, cerca de 8 cm proximal ao
eletrodo de registro ativo, em posicéao ligeiramente lateral ao tendéo do tibial

anterior; proximalmente no joelho, posterior & cabega da fibula.

Onda F do nervo fibular
Posigao do paciente: decubito dorsal.
Eletrodo de registro ativo: posicionado sobre o musculo extensor curto dos dedos.
Eletrodo de registro de referéncia: 4 cm distal ao eletrodo ativo.
Eletrodo de estimulagao: no tornozelo, cerca de 8 cm proximal ao eletrodo de registro
ativo, em posicdo ligeiramente lateral ao tendac do tibial anterior, com catodo

proximal.

4) NERVO TIBIAL POSTERIOR
Posicido do paciente: declbito ventral.
Eletrodo de registro ative: posicionado sobre ¢ masculo abdutor do halux.
Eletrodo de registro de referéncia: 4 cm distal ao eletrodo ativo, sobre a articulagéo
metatarso-falangeana do halux.
Eletrodo de estimulagio: distal no tornozelo, cerca de 9 cm proximal ao eletrodo de
registro ativo, em posicdo ligeiramente posterior ao maléolo medial €

proximalmente na fossa poplitea.
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Onda F no tibial posterior
Posigdo do paciente: declbito ventral.
Eletrodo de registro ativo: posicionado sobre o musculo abdutor do halux.
Eletrodo de registro de referéncia: 4 cm distal ac eletrodo ativo, sobre a articulagio
metatarso-falangeana do halux.
Eletrodo de estimulagio: distal no tornozelo, cerca de 9 cm proximal ao eletrodo de
registro ativo, em posicdo ligeiramente posterior ao maléolo medial, com catodo

proximail.

REFLEXO DE HOFFMANN (REFLEXO H)
Posi¢&o do paciente: decubito ventral.
Eletrodo de registro ativo: posicionado sobre o musculo séleo, cerca de 20 cm da
fossa politea.
Eletrodo de registro de referéncia: 4 cm distal ac eletrodo ativo,
Eletrodo de estimulagéo: na fossa poplitea, estimulacio subméxima do nervo tibial

posterior.
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ANEXO 4

VALORES DE REFERENCIA DA CONDUGAO NERVOSA SENSITIVA, MOTORA E
REFLEXO H

VCM: (KIMURA, 1989)
NERVO MEDIANO

LOCAL DE AMPLITUDE (MV) LATENCIA {(MS) VELOCIDADE DE
ESTIMULAGAO CONDUCAO (M/S)
PUNHO 7.0+3.0 3.49+0.34 (4.2) 57.7 +4.9 (48)

1. Média tdesvio padrido em 122 nervos de 61 pacientes, 11-74 anos {media 40), sem
evidéncias de doenca dos nervos periféricos.
Limites superiores de normalidade: calculado como + 2 desvios padroes

Limites inferiores da normalidade: calculade como -2 desvios padrbes

w N

NERVQO ULNAR

LOCAL DE AMPLITUDE (MV) LATENCIA (MS) VELOCIDADE DE
ESTIMULAGAO CONDUCAO {M/S)

PUNHO 5720 2.58 +£0.39 (3.4) 58.7+5.1 (49)

1. Média +desvio padrao em 130 nervos de 65 pacientes, 13-74 anos (média 39), sem
evidéncias de doenga dos nervos periféricos.
Limites superiores de normalidade: calculado como + 2 desvios padrdes

Limites inferiores da normalidade: calculado como —2 desvios padrées

W N

NERVO FIBULAR

LOCAL DE AMPLITUDE (MV) LATENCIA (MS) VELOCIDADE DE
ESTIMULACAO CONDUGCAO (M/S)

TORNOZELO 51£23 3.77 £ 0.86 (5.5) 48.3 £3.9 (40)

1. Media +desvio padrdo em 120 nervos de 80 pacientes, 16-86 anos (média 41), sem
evidéncias de doenca dos nervos periféricos.
Limites superiores de normalidade: calculado como + 2 desvios padrGes

Limites inferiores da normalidade: calculado como -2 desvios padroes

W N
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NERVO TIBIAL POSTERIOR

LOCAL DE AMPLITUDE (MV) LATENCIA (MS) VELOCIDADE DE
ESTIMULACAO CONDUCAO (M/S)
TORNOZELO 58119 3.96 = 1.00 (6.0) 48.5+£ 3.6 (41)

1. Média tdesvio padrdo em 118 nervos de 59 pacientes, 11-78 anos (média 39), sem

evidéncias de doenca dos nervos periféricos.
2. Limites superiores de normalidade: calculado como + 2 desvios padrbes

3. Limites inferiores da normalidade: calculado como -2 desvios padroes

LATENCIA: (ms), medida no inicio da deflexdo da resposta evocada
AMPLITUDE = amplitude (mV) da resposta evocada, medida da linha de base até o pico

negativo. }
VELOCIDADE DE CONDUCAO (m/s), medida entre punho e cotovelo (n. ulnar e

mediano) e entre tornozelo e joetho (n.fibular e tibial posterior)

ONDAS F EM INDIVIDUOS NORMAIS

NUMERO DE NERVOS LOCAL DO ESTIMULO LATENCIA DA ONDA F {MS)
TESTADOS

122 NERVOS MEDIANOS PUNHO 266 +2.2(31)
(61 INDIVIDUOS)

130 NERVOS ULNARES PUNHO 276 +22(32)
{65 INDIVIDUOS)

120 NERVOS FIBULARES TORNOZELO 43.4+4.0 (56)
(60 INDIVIDUOS)

118 NERVOS TIBIAIS TORNOZELQ 47.7 +5.0 (58)
POSTERIORES

(59 INDIVIDUOS)

1. Média * desvio padraoc nos mesmos pacientes das tabelas 1,2,3e 4
2. Limites superiores de normalidade: calculado como + 2 desvios padrbes
3. Limites inferiores da normalidade: calculado como -2 desvios padroes

VCS: (KIMURA, 1989 E GARIBALDI, 1996)

(KIMURA)
NERVO MEDIANO
LOCAL DE AMPLITUDE (V) LATENCGIA {(MS) VELOCIDADE DE
ESTIMULAGAO CONDUGAO (M/S)
PUNHO 385+ 156 284+ 0.34 (3.5) 56.2 5.8 (44)
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1. Média +desvio padrdc em 122 nervos de 81 pacientes, 11-74 anos (média 40), sem
evidéncias de doeng¢a dos nervos periféricos.

2. Limites superiores de normalidade: calcuiado como + 2 desvios padroes
3. Limites inferiores da normalidade: calculado como -2 desvios padroes
(KIMURA)
NERVO ULNAR
LOCAL DE AMPLITUDE(p V) LATENCIA (MS) VELOCIDADE DE
ESTIMULACAO CONDUGCAQ {M/S)
PUNHO 350+ 14.7 2.54 +0.29 (3.1) 54.8 + 5.3 (44)

1. Meédia + desvio padrdo em 130 nervos de 65 pacientes, 13-74 anos (media 39), sem
evidéncias de doenca dos nervos periféricos.

2. Limites superiores de normalidade: calculado como + 2 desvios padroes
3. Limites inferiores da normalidade: calculado como -2 desvios padroes
{KIMURA)
| NERVO RADIAL
LOCAL DE AMPLITUDE (uV) VELOCIDADE DE
ESTIMULACAO CONDUCAO (M/S)
ANTEBRACO DISTAL t317.5 58.0+8.0

1. Média + desvio padrao

(GARIBALDI)
NERVO SURAL
SEXO ESTIMULO  REGISTRO  LATENGIA AMPLITUDE  VELOCIDADE
(MS) (V) DE CONDUGAO
(M/S)

FEMINING 13 DISTAL MALEOLG ™ 275 + 0.34 25.2+4.53 51.6+4.2
PERNA LATERAL _

MASCULINO  1/3DISTAL  MALEOLO 275+0.34 27.2+54 537 +3.7
PERNA LATERAL

1. Média +desvio padrio em 52 individuos do sexo masculino e 51 do sexo feminino, 20-
70 anos, sem evidéncias de doenca dos nervos periféricos.
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LATENCIA: (ms), medida no inicio da deflexo da resposta evocada
AMPLITUDE = amplitude {(uV) da resposta evocada, medida da linha de base até o pico

negativo. _
VELOCIDADE DE CONDUCAOQ (m/s), divisdo da distancia intereletrodo pela laténcia
sensitiva

(KIMURA, 1989)
REFLEXO H (HOFFMANN), NERVOS TIBIAIS POSTERIORES:

AMPLITUDE DIFERENCA ENTRE LATENCIA DIFERENGCA ENTRE
MV LADOS MS LADOS
Mv Ms
24+14 1.2+1.2 29.5+2.4 (35 06+04(1.4)

1) Média +desvio padr8o em 59 pacientes, 11-78 anos (média 39), sem evidéncias de
doenga dos nervos periféricos.

2) Limites superiores de normalidade: calculado como + 2 desvios padrbes

3) Amplitudes: linha de base-pico negativo

4) Laténcia medida no inicio da resposta evocada
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ANEXO §

DADOS CLINICOS E GRAUS ESTIMADOS DE MIOPATIA
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DADOS CLINICOS E GRAUS ESTIMADOS DE MIOPATIA
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DADOS CLINICOS E GRAUS ESTIMADOS DE MIOPATIA
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DADOS CLINICOS E GRAUS ESTIMADOS DE MIOPATIA
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DADOS CLINICOS E GRAUS ESTIMADOS DE MIOPATIA

ABORT: Abortos de repeticdo; AMIOTROFIA MS; Amictrofia nos membros superiores; AMIOTROFIA Mi:
Amiotrofia nos membros inferiores; AQ AB: Aquileus abolidos; AQ DIM; Aquileus diminuidos; ASSINT:
Assintomético;, ATONIA E.A: Atonia do esfincter anal na infancia; ATROFIA TEMP:. Amiotrofia misculos
temporais; BAV 1°: Blogueio atric-ventricular de primeiro grau; BILAT: Bilateral, BLOQ RAMO: Bioqueio de
ramo; CARDIO: Sintemas cardiacos

CALVICE: CATARATA: Catarata uni ou bilateral; COLEC: Colecistectornia por [itise biliar, CON: Constipagéo
intestinal; CRIPT: Criptorquidia; CTCG FEBR: Antecedente de crise ténico clénica febril; DE: Disfung&o erétil;
DER PERIC: Derrame pericardico; DIAB: Diabete melito; DIAR. CRON.: Diarréia cronica; DIM: Diminuido; DIM
MI: Diminuida nes membros inferiores; DISART: Disartria; DISF: Disfagia; DISP: Dispnéia; ESQ: Esquerdo;
FRAQUEZA ECM: Fragueza nos esternocleidomastoideos, FRAQUEZA FACE: Fragueza em misculos
faciais; FORMA: Forma clinica da DM; G. |.; Sintomas gastrointestinais; GRALU MIOPATIA: Grau de miopatia;
HEMO PP: Hemorragia uterina pds-parto; HIPER VE: Hipertrofia concéntrica no ecocardiograma; HIPOP:
Hipopalestesia leve distal mmii; HIPOPALEST: Hipopalestesia em pés e méos.

HIPERSONIA: INFERT: Infertifidade; LUX ATM: Luxacdo de ATM; MIOTONIA CLIN: Miotonia noc exame
ciinico; N; Nao.

NEUROPATIA PERIFERICA: NL: Norrmal; P/AQ AB: Patelares e aquileus abolidos.

RETARDO MENTAL: ROT MS: Reflexos osteotendinosos nos membros superiores; ROT Mi: Reflexos
osteotendinosos nos membros inferiores; S: Sim; SENSIBILIDADE: Exame clinico de sensibilidade; SOBR.
VE: Sobrecarga do ventriculo esquerdo; SOLU: Solugos incoerciveis (Caso 18, durante 20 dias, aos 40 anos),
TRAUM: Traumdtica; TVP: Trombose vehosa profunda
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ANEXO 6
RELAGA
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ANEXQO 7

RESULTADO DOS EXAMES LABORATORIAIS, DESTACANDO-SE AS

Anexos 231



232 Anexos



LEGENDAS £ REFERENCIAS DE NORMALIDAPE: (Laboratério de Patologia Clinica do HC UNICAMPY:

AC F: ACIDO FOLICO (3.2 A 6.0 ng/ml}; ALT: ALANINA AMINOTRANSFERASE (7 A 33 UIL), AST
ASPARTATO AMINCTRANSFERASE (10 A 35 UA) B12: B12 SERICA (202 a 900 pg/mi);, CK
CREATINOQUINASE (H: <170 UI/L; M: <145 UML), COL T: COLESTEROL TOTAL (desejavel < 200 mg/di);
CREAT: CREATININA (0.6 & 1.2 mg/dl); GL:: GLICEMIA DE JEJUM {75 A 115 mg/dl); HDL: COLESTEROL
HDL {desejével > 80 mg/dl); HG: HEMOGLOBINA (12-18 gfdl)

HT: HEMATOCRITO (37-47%); LD: LACTATO DESIDROGENASE (150 A 450 UIL), LDL: COLESTEROL LDL
(desejavel < 130 mg/dl);, POT: POTASSIO (3.6 a 4.8 mEqg/L); SOD: SODIO (135 a 144 mEq/L); T4: TIROXINA
TOTAL (5, 1-14, 1 pgrdl); T4L: T4 LIVRE (0,74 a 2,10 ng%); TRIGL: TRIGLICERIDES (desejavel < 200 mg/dl);
TSH-US: TSH ULTRA SENSIVEL (0.38 a 6.15 pUl / ml);, VCm: VOLUME CORPUSCULAR MEDIO (81-99)u3.
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ANEXO 8

RESULTADO DOS ELETROCARDIOGRAMAS, DESTACANDO-SE AS
ANORMALIDADES
o v

BAV 1°: blogueio atrio-ventricular de 1° grau; BLOQ RAMO DIR: blogueio de ramo direito; BLOQ RAMO ESQ:
blogueio de ramo esquerdo; BRAD S: bradicardia sinusal, ECG: eletrocardiograma;, EXTRAS ATR.
extrasistoles atriais; HIPERT VE: hipertrofia do ventriculo esquerdo
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ANEXO 9

BIOPSIAS MUSCULARES

CORE: Distribuicae irregular das enzimas, com palidez na regifio central e aumento da atividade enzimatica
ao redor; DIST IR ENZ: Distribuigao irregular das enzimas nas fibras do tipe II; N: Nao;3; Sim.
*Fibras com aspecic ragged red”, ehservadas no tricrémio, na NADH -TR e na SDH
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ANEXO 10
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FINAL DE UMA DCM SEGUIDA POR OUTRA, DESENCADEADA PELC MOVIMENTQ DA

AGULHA-ELETRODO
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DCM MUITO BREVE (GRAU 1 DE STREIB, 1983)

HIHON KOHDER cor.
INTERETT . 27 Oet '99 4e:3
: . ' : : . : - f V= RANGE
S /divn
. 5'3@)‘4\/1

MON I TOR 5®®m8

Weatarhioes ) Sy R T O TBEATRIZ

l . M MIHON KOHOER

15. ONDAS F’OSITIVAS',. MUSCULOQ BICEPS BRAQUIAL. Caso 6

NIHON KOHDEN core.

INTERF 13 .5ep. |09 16159
o . N=RANGE,

MONITOR 1's

Fatiant. mF kel % w&&mmz
Miscle! AR MIN Side:dir _
. ) Seeme FQWi10-3-150 K39852 ]

168. ONDAS . NEGATIVAS, PRECEDIDAS POR BREVE DEFLEXAQ INICIAL POSITIVA.
MUSCULO ABDUTOR DO DEDPO MINIMO. Caso 21

243

ANexos



bra B. PFEILSTICKER

INTERF 25 Jul 'eg 15:57

- IV=RANG
_ r(/diV)

5 200V

MONI TOR ls
FaTient, Sex.F Agei3l  Th-MNos o soEA KT Z :
.I . B MIHOMN ROHGEN ;

{17. DCM BREVE APOS INSERGAO DA AGULHA- ELETRODO MUSCULO ABDUTOR CURTO
DO POLEGAR. Caso 16

NIHON KOHDEN core.

INTERF " S 13 Jun @3 12:18

MONITOR 5®®m8

LFREH N (T | = 7, BEATRIZ
Huaele ! EXT DFRG Side:

- . T Bl e

18. ATIVIDADE DE INSERGAO DA AGULHA_-ELETRODO PROLONGADA.Caso 9

244

Anexocs



HIHON KOHDEW cere.

INTERF .. ... . L 2l Jun ‘e 16:17
__________________ (/div).
Ii @@mv

; A TR r

MONITOR 1 s
Fatient: Sex. i Agerda  [D-ND O BEATRIZ

Husoles Side €S0
. . /f}g e FE vt ity LR

-
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POTENCIAIS MIOPATICOS (POLIFASICOS BREVES COM AMPLITUDES REDUZIDAS)
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POTENCIAIS MIOPATICOS (POLIFASICOS BREVES COM AMPLITUDES REDUZIDAS)
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ANEXO 11

RESULTADOS DA ELETRONEUROGRAFIA

VCM NOS MEMBROS INFERIORES: NERVOS FIBULAR DIREITO E TIBIAL
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FIB D LD: fibular direito - laténcia distai (ms); FIB D A: fibular direito- amplitude (mV); FIB D VC: fibular direito-
velocidade de condugdo nervosa (m/s); FIB D OF: fibular direito- laténcia da onda F (ms); TIB P E LD tibial
posterior esquerdo- taténcia distal {(ms); TIB P E A: tibial posterior esquerdo- amplitude (mV); TIB P VC: tibial
posterior esquerdo - velocidade de condugéo nervosa {m/s); TIB P E OF: tibial posterior esquerdo - laténcia da

onda F {ms).

VCM NOS MMl - NERVO FIBULAR ESQUERDO

.

R
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FIB E LD: fibular esquerdo- laténcia distal (ms); FIB E A: fibular esquerdo- amplitude (mV); FIB E VC: fibular
esquerdo- velocidade de condugao nervosa (mys); FIB E OF: fibular esquerdo- laténcia da onda F (ms)
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SDL: sural direito - laténcia do PAS (ms); SDA: sural direito - amplitude do PAS (uV), SD VC: sural direito-
velocidade de condugdo nervosa (m/s), SEL sural esquerdo - laténcia do PAS {ms); SEA sural esquerdo -
amplitude do PAS (pV); SE VC: sural esquerdo- velocidade de condugéo nervosa {m/s).

DIANO DIREIT

ESTUDO DA VCM MEMBROS SUPERIORES: NERVO ME
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MED D LD: medianc direito - laténcia distal (ms); MED D A: mediano direito- amplitude {mV). MED D VC:
mediano direito- velocidade de conducgéio nervosa (mfs); MED D OF: mediano direito- laténcia da onda F (ms)

ESTUDO DA VCM MEMBR
S
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ULNAR D LD ulnar direito - [aténcia distal (ms), ULNAR D A: ulnar direito- amplitude (mV); ULNAR D VC:
ulnar direito- velocidade de condugio nervosa (mfs); ULNAR D OF: ulnar direito- faténcia da onda F (ms)
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MED E LD: mediano esquerdo- laténcia distal (ms); MED E A: mediano esquerdo- amplitude (mV}); MED E VC:
mediano esquerde- velocidade de conducde nervasa (m/s), MED E OF: mediano esquerdo- iaténcia da onda
F (ms)

ROS SUPERIORES: NERV! 0s

o, 4:;;-' SRR = 3 5
G P B e e
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MDL: mediano direito - laténcia do PAS (ms); MDA: mediano direito - amplitude do PAS (uV}, linha de base-
pico negativo; MDVC: mediano direito- velocidade de condugao nervosa (m/s); UDL: ulnar direito - aténcia do
PAS (ms); punho-dedo minimo; UDA: ulnar direito - amplitude do PAS (uV}; linha de base-pico negativo;
UDVC: ulnar direito- velocidade de condugée nervosa (m/s)

VC SENSITIVA MEMBROS SUPERIORES: NERVOS RADIAL DIREITO E MEDIANO
ESQUERDO
....... e SRR SR
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MEL: mediano esquerdo - laténcia de PAS (ms); MEA: medianc esquerdo - amplitude do PAS (uV), finha de
base-pico negativo; MEVC: medianc esquerdo - velocidade de condugéo nervosa (m/s), RDL: radial direito -
laténcia do PAS (ms), punho-gorso da méo; RDA: radial direito - amplitude do PAS (uV), linha de base-pico
negative; RDVC: radiai direito- velocidade de condugéo nervosa (mi/s),

Anexos 271



ANEXO 12
RESULTADOS DO REFLEXO DE HOFFMANN

REFLEXO DE HOFFMANN - NERVOS TIBIAIS POSTERIORES

. o : it S

; # 2 : sk e
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NOBT: resposta H nao obtida; LAT M D: laténcia da resposta M direita (ms); LAT H D laténcia da resposta H
direita (ms); AMP H D: amplitude méxima da resposta H direita {(mV), LAT M E: iaténcia da resposta M
esquerda (ms); LAT H E: laténcia da resposta H esquerda {ms), AMP H E: amplitude méxima da resposta H
esquerda (mVv).
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ANEXO 13

MEDIDAS DE DISPERSAO PARA VELOCIDADE DE CONDUGAO NERVOSA E

SENSITIVA E PARA O REFLEXOH

Medidas de posicdo e disperséo da VC sensitiva membros superiores — nervos mediano e
ulnar direitos.

MDL MDA MDVC  UDL UDA UDVC

N Valid 47 47 47 47 47 47

Missing 0 0 0 0 0 0
Mean 2,5311 48,3915 56,2255 2,7004 38,8162 53,6143
Median 2,5600 46,0000 55,4000 2,2400 40,7000 54,2000
Std. Deviation ,2564 17,2070 40360 35,2748 152125 11,3540
Minimum 2,04 15,00 47,10 1,72 2,28 2,30
Maximum 3,12 10200 65,90  24.60 81,70 66,20

Medidas de posigdo e dispersdo da VC sensitiva membros superiores — nervos radial
direito & mediano esquerdo.

RDL RDA RDVC  MEL MEA MEVC

N Valid 47 47 47 29 29 30

Missing 0 0 0 I8 18 17
Mean 3,3226 44,2936 58,6787 28869 58,5000 34,5267
Median 2,0000 44,0000 59,1000 2,3200 56,7000 56,7500
Std. Deviation 87807 16,8983 10,2424 2,3837 21,1938 9,2925
Minimum 1,52 15,70 3,00 2,00 26,60 21.80
Maximum 62,20 88,70 72.40 15,20 127.00 64,70
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Medidas de posicio e dispersao da VC sensitiva membros inferiores -~ nervos surais,

ARk

* Teste de Mann-Whitney

segmentado por sexo.

Medidas de posigao e dispersao da VCM membros superiores — nervo mediano direito.

MEDDLD MEDDA MEDDVC MEDDOF

N Valid 47 47 47 46
Missing 0 0 0 1

Mean 3,2847 9.2464 56,5723 26,7130
Median 33000  9,17C6 56,8000 26,5000
Std. Deviation 3302 32725 4,460 2,9037
Minimum 2,52 87 46,30 21,00
Maximum 3,90 16,70 67,20 33,60

Medidas de posicdo e dispersao da VCM membros superiores — nervo ulnar direito.

ULNDLD TULNDA ULNDVC ULNDOF

N Valid 47 47 47 47
Missing 0 0 0 0

Mean 2,6234 7.9055 56,6787 27,1660
Median 2,5200 7,9300 56,8000 26,4000
Std. Deviation 3926 2,1201 5,2183 3,0618
Minimum 1,98 3,33 45,60 20,40
Maximum 3,48 12,00 67.00 33,60
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Medidas de posi¢io e dispersdo da VCM membros superiores — nervo mediano esquerdo.

MEDELD MEDEA MEDEVC MEDEOQOF

N Valid 41 41 4] 4]
Missing 6 6 6 6

Mean 3,2049 R,7420 57,5488 26,4683
Median 3,1200 8,3300 59,1000 25,4000
Std. Deviation L4700 3,5913 4,9345 3,6402
Minirmum 2,10 2,20 47,10 20,60
Maximum 4,80 18,80 64,80 37,00

Medidas de posicéo e dispersao da VCM membros inferiores — nervos fibular direito e
tibial posterior esquerdo.

FIRDA FIBDVC FBDOF TPELD TPEA TPEVC TPEOF

Maximum

FIBDLD

N Valid 47 47 47 46 47 47 47 47
Missing ¢ 0 0 1 ¢ 0 0 0

Mean 43251 38747 452745 473826 44409 89845 464447 486213
Median 42000 41300 45,7000 46,5000 4,3800 9,5000 46,6000 47.6000
Std. Deviation 1,0018 20293 5,7005 6,1967 7911 39604 56809 52314
Minimum 2,76 30 29,60 34,50 3,06 93 33,10 34,80
636 9.83 54 30 6340 7.08 2020 57.00 64.00

Medidas de posicio e dispersdo da VCM membros inferiores — nervo fibular esquerdo.

FIRELD FIBEA FIBEVC FIBEOF

N Valid 34 34 34 34
Missing 13 13 13 13

Mean 41124 50238 45,5765 46,9971
Median 4,0200 52650 46,2000 46,9000
Std. Deviation 9472 24899 55487 62019
Minimum 2,64 63 33,20 34,60
Maximum 6,10 1100 55,60 64,80
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Medidas de posigéo e dispersédo do reflexo de Hoffmann — nervos tibiais posteriores.

LATMD LATHD AMPHD LATME LATHE AMFPHE

N Valid 47 35 33 47 37 37

Missing 0 12 12 0 10 10
Mean 4,6840 28,5571 2,0340 46298 28,8432 1,7686
Median 4,6000 27,9000 2,2000 4,7000 28,3000 1,8000
Std. Deviation 6333 3,3259 1,5507 6437 34234 1,3520
Minimum 3,30 20,10 ,10 3,30 20,60 ,10
Maximum 6,60 36,80 5,00 6,00 37.40 4,50

—-—‘-——.__—_..ﬁ
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ANEXO 14

HEREDOGRAMAS

Heredogramas das familias estudadas, construidos conforme informagfes dos

pacientes.

Circulos = mulheres

Quadrados = homens

Losangos = sexo nao declarado

Circulos e quadrados preenchidos = mulheres e homens afetados por DM
Linha diagonal através de um simbolo = individuos falecidos

Linha dupla = casamento consangliineo

Seta = propésito
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Familia 4
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Familia 16
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Familia 22
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Familia 24
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ANEXO 15

METODOLOGIA ESTATISTICA

OBJETIVOS

« Caracterizar o grupo estudado.

» Correlacionar as medidas de grau de acometimento muscular, expansac de
trinucleotideos e coeficiente de descarga miotbnica. Verificar a relagéo com a idade.

o Comparar o grau de expansdo do DNA e o grau de miopatia entre o tipo da heranga.

+« Comparar o grau de miotonia elétrica entre o uso ou n&o de medicagio, controlando
para a idade e o grau de miopatia.

¢ Apresentacao grafica.

METODOLOGIA

= Estatistica descritiva através de tabelas de frequéncia e medidas de posicdo e
dispers&o.

¢ Como medida de correlacdo foi utilizado o coeficiente de correlag@o linear de
Spearman.

= O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para verificar a homogeneidade da varidvel
idade entre os niveis do grau de acometimento muscular.

+ Para a comparacio de medidas continuas ou ordenaveis entre 2 grupos foi utilizado o
teste de Mann-Whitney.

» Para a comparacéo do grau de miotonia entre o uso ou ndo de medicac¢io foi utilizada
a analise de covariancia (ANCOVA),

» O nivel de significancia adotado foi de 5%.

o Apresentacio grafica através de diagramas de disperséo.
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RESULTADOS

Coeficientes de correlagie de Spearman, niveis de significancia & nimero de
observacdes utilizado.

Coeficientes de correlagio linear

IDADE ME GRAUMIO DNA
Spearman's cho  IDADE Correlation Coefficient 1,000 T4 A3 030
Sig. (2-tailed) 001 021 741
N 47 47 47 47
ME Correlation Coetficient LAT74%4 1000 268 240
Sig. (2-ailed) L0001 \ J00G 103
N 47 47 47 47
GRAUMIO  Correlation Coefficient J337F 726M 1,000 082
Sig. (2-tailed) 021,000 _ 582
N 47 47 47 47
DNA Correlation Coefficient -030 240 82 1,000
Sig. (2-tailed) 741,108 582 .
N 47 47 47 47
—_—e
**_ Correlation is significant at the 01 level {2-tailed).
*. Correlation is significant at the .05 level {2-tailed).
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Figura 52 — Dispersfo das medidas de idade e grau de miotonia elétrica. Correlagéo de 0, 474

(Spearman).
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Figura 53 — Dispersao das medidas de idade e expansao de trinuclectideos. Correlagio de -0, 05

Expansédo de trinucleotideos

Expanséo de trinucieotideos

Figura 54— Dispers&o das medidas de grau de acometimento muscular e expanséo de
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Figura 55 — Dispersdo das medidas de grau de acometimento muscular e coeficiente de descarga
mioténica. Correlagao de 0, 726 (Spearman).

Medidas de posigac e dispersio das variaveis.

Medidas de posicio e dispersio

DADE ME GRAUMIO DNA

N Valid 47 47 47 47

Missing 0 0 ¢ 0
Mean 33,9574  1,3943 2,5319 1663617
Median 36,0000 2,0000 2,0000  180,0000
Std. Deviation 13,8767 9372 1,1582 §5,3406
Minimum 9,00 00 00 15,00
Maximum 72,00 3,23 4,00 400,00
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Distribuicéic de freqiiéncia do grau de acometimento muscular.

Grau de miopatia

Curnulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid .00 1 2,1 2.1 21
1,00 9 19,1 19,1 213
2,00 14 298 298 31,1
3,00 10 21,3 21,3 72,3
4,00 13 277 27.7 160,0

Total 47 100,0 100.0

Resultados dos testes de Kruskal-Wallis para comparagdo das varidveis entre o grau de
acometimento muscular.

Ranks

GRAUMIO N Mean Rank

DaDE 1,00 9 17,22
2,00 14 22,11
3,00 10 23,15
4,00 13 29,62
Total 46

ME 1,00 9 6,89
2,00 14 21,93
3,00 10 25,40
4,00 13 35,23
Total : 46

DNA 1,00 o 22,06
2,00 14 24,18
3,00 10 24,15
4,00 13 23,27
Total 46

Test Statistics™P

IDADE ME DNA

Chi-Square 4832 24139 174
df 3 3 3
Asymp. Sig 185 000 b82

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: GRAUMIO
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Dlstnbu:gao do uso de medlcagao

Resultados da Andlise de Covariancia para verificar diferenca para o grau de miotonia
elétrica entre 0 Uso ou hao de medlcagao

Médias do grau de miotonia elétrica ajustadas para as covariaveis entre uso

ou ndo de medicacéo.
N 165 S 1.42

Nao houve significincia estatistica para o efeito da medicacao ap6s o ajuste

para as covariaveis (p-valor=0.3147).

bi stnbu:gao da herang,a genética.
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Dlstnbuu;,ao da heranga genetlca considerando apenas um dos filhos da mesma familia

*considerando apenas um dos filhos na mesma familia

Niveis descritivos dos testes de Mann-Whitney para comparagio do grau de expansao e
do grau de mlopat;a entre os tipos de heranga.

*conSiderando apenas um dos f Ihos na mesma familia
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