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RESUMO



As Epilepsias Mioclonicas Progressivas (EMPs), formam um grupo raro de desordens
geneticamente determinadas e freqiientemente familiais. Caracterizam-se por apresentarem
a triade clinica: epilepsia, mioclonias e declinio neuroldgico progressivo, como deméncia e
ataxia. As cinco principais causas desta sindrome sio: doenga de Unverricht-Lundborg
(DUL), doenga de Lafora (DL), as lipofuscinoses ceroides neuronais (LCN), as
encefalomiopatias mitocondriais com fibras vermelhas rajadas (MERRF) e as sialidoses.

O objetivo principal deste trabalho foi estudar um grupo de pacientes com EMP, visando
chegar ao diagnéstico das causas especificas, através da histéria clinica, exames de
propedéutica armada e testes especificos. Tais estratégias pretendiam: a) determinar as
causas mais freqlientes da EMP em nosso meio, b) determinar a utilidade, na pratica
clinica, dos testes empregados em nosso trabalho, ¢) estabelecer correlagdes entre o
fenétipo (quadro clinico) € o genétipo (identificagdo de mutagdes génicas especificas), e

d) propor um algoritmo diagndstico adequado a nossa realidade.

Para atingirmos os objetivos utilizamos: avaliagéo clinica neurolégica, eletroencefalograma
(EEG), ressonancia magnética de cranio (RNM), exames histopatolégicos e a anélise
molecular de alguns genes candidatos. Estudamos 25 pacientes pertencentes a 21 familias
ndo-relacionadas. Incluimos todos os pacientes com o diagnéstico provavel de EMP
avaliados em nosso servigo entre outubro de 2000 a agosto de 2002. O critério inclusdo foi
a presen¢a da triade clinica. A avaliagdo diagnéstica foi feita em trés niveis: nivel
diagnéstico I, composto de historia clinica, histéria familias e exame neuroldgico; nivel
diagnéstico II, EEG e a RNM de crénio; nivel diagnéstico ITI, exames especificos, tais
como testes bioquimicos, exames histopatologicos e testes moleculares de genes
candidatos: Cistatina B, EPM24, mutagio A3243G no DNA mitocondrial (mtDNA),
mutacdo A8344G no mt DNA, HD e SCA7.

O nivel diagnéstico I, indicou suspeita diagndstica de DUL em 9 pacientes (6 familias).
Enquanto, DL foi o diagnéstico provavel em 5 pacientes. A suspeita clinica de algum tipo
de LCN, estava presente em 5 pacientes (4 familias). Outros 4 pacientes, tiveram a suspeita
clinica de algum tipo de encefalomiopatia mitocondrial enquanto 1 paciente teve a suspeita
clinica de doenga de depésito e 1 paciente com o suspeita de doenca de Huntington (DH)

juvenil.
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O nivel diagnéstico II, ndo avangou na elucidagdo diagnéstica das causas especificas,
porém nos permitiu excluir uma paciente do estudo, por apresentar lesio destrutiva na
RNM de créanio.

No nivel diagnéstico III, 6/9 pacientes com DUL foram submetidos a bidpsia de pele € a
analise histopatolégica foi sugestiva de DUL em 3/9 pacientes. O estudo molecular do gene
Cistatina B realizado nos 9 pacientes, confirmou a presenca de mutag¢des em 3 pacientes,
pertencentes a uma familia. Dos 4 pacientes com suspeita diagndstica de DL, todos foram
submetidos a bi6psia de pele e anilise molecular do gene EPM2A. Em apenas 2 pacientes, a
analise histopatolégica demonstrou a presenga inequivoca de corpusculos de Lafora. A
analise molecular ndo evidenciou a presenca de mutagdes deletérias no gene EPM2A.
Quatro dos 5 pacientes com suspeita clinica de LCN foram submetidos a biopsia de pele.
Dois pacientes apresentaram os achados tipicos da forma infantil tardia. Os 4 pacientes com
suspeita clinica de encefalomiopatia mitocondrial, foram submetidos a anilise molecular
para dois pontos de mutagdo no mt DNA. Dois pacientes demonstraram alteragoes
moleculares, um com a mutagio de ponto A3243G (MELAS), ¢ 1 com a mutacdo A8344G
(MERRF). Nestes a biopsia de musculo, confirmou a presenca de fibras vermelhas rajadas.
Um dos pacientes com suspeita de doenca mitocondrial que apresentou resultado
molecular negativo para as duas mutagcSes no mtDNA pesquisadas, teve resultado
molecular positivo, para uma forma de ataxia espinocerebelar autossémica dominante tipo
7 (SCA-7). O paciente com suspeita clinica de doenga de depésito teve o diagnéstico de
sialidose confirmado por testes bioquimicos especificos (baixos niveis de sialidase na
urina). O unico paciente com suspeita clinica de DH teve o teste molecular negativo para
DH.

Em conclusdo, fomos capazes de chegar a causa especifica da EMP em 11/25 (43%) dos
pacientes ou 9/21 familias (44%). As causas especificas de EMP mais freqiientes em nosso
meio foram: DUL (3 pacientes), DL (2 pacientes), LCN (2 pacientes) e encefalomiopatias
mitocondriais (2 pacientes). O diagnéstico definitivo foi possivel gragas a uma combinagdo
de testes seguindo um algoritmo diagnéstico orientado pela suspeita clinica. Desse modo
propomos que: a andlise molecular deve ser o procedimento de escolha para a confirmagdo

diagnostica da DUL e das encefalomiopatias mitocondriopatias. No entanto, 0 exame
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histopatolégico (bidpsia de pele) ainda é o teste de escolha para o diagnéstico definitivo das
LCNsedaDL.
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ABSTRACT




Progressive Mioclonic Epilepsies (PME) are a rare heterogeneous group of genetically
determined disorders characterized by epilepsy, mioclonic jerks and progressive
neurological decline including dementia and ataxia. There are five main disorders which
can cause PME: Unverricht-Lundborg disease (ULD) and Lafora disease (LD), ceroides
neuronal lipofuscinoses (LCN), mitochondrial encephalomyopathies and sialidoses.

The objective of this work was to establish specific diagnosis in a group of patients with
PME. We also intended to: a) determine the most frequent causes of PME in our cohort of
patients, b) determine the usefulness of a number of tests in determining the specifc
diagnosis, c) establish phenotype-genotype correlation in our patients and d) propose a

more appropriate scheme for the diagnosis of specific causes of PME, in our patients.

All patients included in this work had the probable diagnosis of PME. Diagnostic criterion
was the presence of the classical symptons. Patients were analyzed by neurological
evaluation, electroencephalogram (EEG), magnetic resonance imaging (MRI),

histopathologyc exams and molecular analysis.

Initially, probable diagnoses of PME, was based exclusively in information obtained by
clinical familiary histories and neurological exam (diagnostic level I). EEG and MRI
(diagnostic level IT) were performed in all patients, whose information guided us to more
specific tests (biochemical and histopathologyc exams). In addition we performed muscle,
skin biopsy and molecular analysis of Cistatina B, EPM24, HD, SCA-7 genes and A3243G,
A8344G point mutations in the mitochondrial DNA (diagnostic level IIT).

We have studied a total of belongs to 25 patients/ 21 unrelated families. The probable
diagnosis of ULD (diagnostic level I) was present in 9 patients (6 families), LD was the
probable diagnosis in 5 patients (5 families) and LCN was probably in 5 patient
(4 families). Other 4 unrelated patients had probably mitochondrial encephalomyopathies,
while 1 patient had probabilly a metabolic disease and 1 patient had the possible diagnosis

of Huntington disease (HD) juvenile form.
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EEG and MRI (diagnostic level II) were not useful to establish the specific cause of PME;
however MRI in one patient allowed to excluded the diagnosis of PME, since her MRI

showed the presence of a destructive lesion in the central nervous system.

Skin biopsy was performed in 6/9 patients with probable ULD and 9/9 were screened for
mutation in the Cistatin B gene (diagnostic level III). Histopathologyc analysis suggest the
diagnosis of ULD in 6 patients belongs to 3 families. Molecular analysis confirmed the
presence of Cistatin B point mutations in 3 patientes in one only family. Four patients with
probable diagnosis LD were submitted to skin biopsy and EPM24 gene. Histopathologyc
analysis confirmed the presence of Lafora bodies in two patients. Molecular analysis did
not revealed the presence of pathogenic mutations in the EPM2A gene, in our cohort of
patients. Four patients with probable LCN were submitted to skin biopsy. Ttwo of these
patients presented the typical histopathologyc of the late infantile type. All patients with
probable mitochondrial encephalomyopathies were submitted to molecular analysis of the
mtDNA and three of them had muscle biopsy. Two patients demonstrated molecular
alterations, one presented a point mutation at positive the A3243G of in mtDNA
confirming MELAS and another had the A8344G point mutation that is found in the
MERRF. Muscular biopsy confirmed the presence of ragged red fibers in these patients.
Found in the patient with probable mitochondrial disease had a positive molecular result a
type of spinocerebellar ataxia, SCA-7. The patient with clinical a metabolic deposit disease
had the diagnosis confirmed by specific biochemical tests (low sialidase levels in the urine)
the sialidose. The patient of with probable diagnosis of juvenile HD had negative molecular

results.

In conclusion we established the specific diagnosis of PME in 11/25 patients (43%) or in
9/21 (44%) families. The most frequently causes of PME were: ULD (3 patients), LD
(2 patients), LCN (2 patients) and mitocondrial encephalomyopathies (2 patients).
Definitive diagnosis was possible combining clinical evaluation and laboratory tests,
following a diagnostic scheme: molecular analysis necessary to confirm the diagnosis of
ULD and mitocondrial encephalomyopathies; however, skin biopsy is still the gold standart
for the diagnosis of LCNs and LD.

Abstract
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1- INTRODUCAO



As Epilepsias Mioclonicas Progressivas (EMPs), formam um grupo
heterogéneo de doengas raras, geneticamente determinadas. Caracterizam-se clinicamente
por mioclonias, crises generalizadas tonico-clonicas e declinio neurolégico progressivo,
como ataxia e deméncia (BERKOVIC et al, 1986). Em sua maioria sio doencas
autossomicas recessivas (BERKOVIC et al., 1997). Apesar de agrupadas em uma mesma
sindrome, diferem quanto as caracteristicas clinicas, etiologicas e patogénicas, assim como

quanto ao prognostico.

As cinco principais etiologias sdo: a doenga de Unverricht-Lundborg (DUL),
doenga de Lafora (DL), as lipofuscinoses cerdides neuronais (LCN), as encefalomiopatias
mitocondriais, MELAS e MERREF e as sialidoses. A idade de inicio dos sintomas & variavel
podendo ocorrer na infincia, adolescéncia ou vida adulta (BERKOVIC et al., 1986;
BERKOVIC et al., 1997).

O quadro completo da sindrome de EMP, é caracterizado pelas seguintes
associagoes (GENTON et al., 2002):

1- Mioclonias que podem ser parciais ou segmentares, arritimicas ou

assincronas

2- Epilepsia frequentemente com crise tonico-clénicas generalizadas (CTCG)
ou clénicas, embora possam ocorrer outros tipos de crises, como auséncias

e crises focais
3- Deterioragdo neurologica progressiva, sob a forma de deméncia e/ou ataxia.

A combinacdo ¢ intensidade destas varias caracteristicas clinicas, variam de

acordo com a causa especifica.

Em 1989, a classificagdo Internacional das Epilepsias e Sindromes Epilépticas
(ILAE), incluiu as EMPs na categoria de epilepsias generalizadas sintomaticas
(ILAE-Commission on classification and terminology of the ILAE, 1989). Em recente
classificagdo, as EMPs estdo listadas separadamente, como um grupo entre as vérias
sindromes epilépticas causadas por doencas especificas (ENGEL, 2001).
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1.1- ASPECTOS HISTORICOS

A primeira descrigdo clinica de EMP, foi apresentada por Heirich Unverricht,
1891 que descreveu uma familia de origem baltica, onde alguns irm&os eram acometidos
por uma anormalidade neurolégica progressiva, com mioclonias e crises epiléticas
generalizadas. Lundborg, na Suécia em 1901, também relata uma familia com as mesmas
caracteristicas. Tais descri¢des, evidenciavam a tendéncia familial desta sindrome

(LUNDBORG, 1903).

Em 1911, Gonzalo Lafora e Glueck, descreveram pela primeira vez, os achados
de autépsias cerebrais de pacientes adolescentes que possuiam EMP. Eles observaram a
presenca de estruturas esféricas que se depositavam em neurdnios € se coravam fortemente

pelo PAS, os chamados corpisculos de Lafora (LAFORA et al., 1911).

Estudos patologicos da década de 30, estabeleceram a existéncia de trés
substratos patolégicos para a sindrome de EMP- corpisculos de Lafora, desordens do
estoque de lipidios e as doengas degenerativas. Tal divisdo ndo auxiliou a pratica clinica

pois o diagndstico final era possivel somente apds a morte (BERKOVIC et al., 1997).

A classificacdo das EMPs manteve-se controversa durante varios anos, devido a

inimeros fatores, entre eles:

1- Pacientes com doencas diferentes eram avaliados tanto por neurologistas
interessados em epilepsia, quanto por profissionais interessados em estudos

sobre movimentos involuntarios;

2- Existéncia de enorme variagdo na distribuicdo geografica das doengas

especificas;
3-Até a década de 90, era impossivel confirmar o diagnéstico em vida.

Com o intuito de estabelecer critérios para a definicdo da sindrome das EMPs,
foi realizada uma conferéncia internacional em Marselha-Franga, em 1989 que resultou em

ampla revisdo nosolégica das EMPs (Marseille Consensus Group, 1990).
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Os avangos conquistados com a biologia molecular durante a década de 90,
permitiram aumentar a compreensdo a respeito das diferentes causas das EMPs, assim

como tornou possivel a realizagdo do diagnostico destes pacientes, em vida.

1.2- EPIDEMIOLOGIA

As EMPs s3o condi¢des raras, sendo responsaveis por aproximadamente 1% de
todos os casos de epilesias, nos grandes centros especializados em epilepsia (BERKOVIC,
1997). A distribui¢do € mundial, porém ocorrem diferencas quanto origem geografica e
étnica das populagdes (NORIO et al.,1979; BERKOVIC, 1997).

Uma populacdo seguida em um centro de referéncia para epilepsias na Franca,
o Centre Saint-Paul, as EMPs foram menos de 1% de todos os casos de epilepsia. Entre
1986 e 1995, eles avaliaram 2273 pacientes com epilepsia, e diagnosticaram 22 pacientes
com EMP. A distribui¢do dos pacientes avaliados neste centro entre 1960 e 2002, estéo na
tabela 1, onde se constata alta a prevaléncia da DUL e baixa prevaléncia das LCN, fato este
n3o observado em outros centros de pesquisa. A possivel justificativa para isto, talvez seja
o grande contingente de pessoas provenientes da regido do Mediterraneo (GENTON et al.,
2002).

Tabela 1- Distribuicdo das varias etiologias em 128 pacientes com EMP. Experiéncia do
Centre Saint Paul, 1960-2002.

Doenca N° pacientes
Lipofuscinose Ceréide 15
Infantil tardia 10
Juvenil 02
Adulta (Kufs) 03
MERRF 02
Doenga de Gaucher tipo 2 01
Doenga de Lafora 40
Doenga de Unverricht-Lundborg 58
Atrofia dentato-rubro-palido-luisiana 02
Outras/ nio classificadas 10
Introdugdo
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A DUL, é mais freqiiente ao redor do mar Béltico, especificamente na Finlandia
onde a incidéncia e 1:20.000 nascimentos (NORIO et al.,1979). Fenétipo idéntico €
encontrado no restante da Europa, norte da Africa e Japdo (GENTON et al, 1990).
Também € mais freqiiente na regifo ocidental do Mediterrdneo (GOUIDER et al., 1998).

A DL ja foi relatada como de maior prevaléncia no sul da Europa e norte da
Africa (ACHARYA et al.,1993), porém é encontrada no mundo todo, aparentemente sem

preferéncia racial ou étnica.

As LCNs tém alta prevaléncia na regido da Escandinivia, onde variam entre
0,1 a 7 por 100.000 nascidos vivos (NORIO et al., 1979; SANTAVUORI, 1988;
UVEBRANT et al., 1997).

Algumas etiologias sdo fregiientes em grupos étnicos ou regides especificas,
como a DRPLA (atrofia dentatorrubropalidoluisiana) e as galactosialidoses, que sao
freqiientes no Japdao (GENTON et al., 2002). As encefalomiopatias mitocondriais tém sido
relatadas em porcentagens varidveis em diferentes populagdes, porém parece ndo ter
predilecdo étnica (BERKOVIC, 1997; GENTON et al., 2002).

A verdadeira freqiiéncia das varias formas de EMPs ndo estd definida,
principalmente nos paises subdesenvolvidos, onde nem sempre o diagnéstico € realizado,
ndo havendo dados epidemiologicos documentados (GENTON et al., 2002).

1.3- CAUSAS ESPECIFICAS
1.3.1- Doenca de Unverricht-Lundborg

Os primeiros sintomas ocorrem em crian¢as previamente normais, entre os 6 e
15 anos de idade. Em metade dos pacientes, a primeira manifestagdo caracteriza-se por
abalos mioclénicos provocados por estimulos externos como luz, barulho, exercicio fisico e
estresse. As mioclonias podem ser generalizadas ou segmentares e evoluem para crises
tdnico-clonicas generalizadas, somente em raros casos essas crises ndo ocorrem. Alguns

pacientes podem ter crises de auséncias, crises psicomotoras ou sinas focais motores. As
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crises epiléticas sdo infrequentes no inicio dos sintomas, mas tornam-se comuns apés 3 a 7
anos do inicio da doenga. Em geral, as crises ténico-clonicas generalizadas sdo
proeminentes durante a adolescéncia e melhoram nos adultos, chegando mesmo a
desaparecerem (LEHESJOKI, 2002).

As alteragdes neurologicas estdo ausentes ou sd0 minimas no inicio da doenga,
mas a disartria, ataxia e tremor de agdo, se manifestam em todos os casos com a evolugdo
da doenga. Em geral a inteligéncia destes pacientes é normal por vérios anos, ocorrendo no
entanto, declinio intelectual lento e progressivo sendo comuns a presenca de labilidade
emocional e depressdo. A taxa de progressdo da doenca € varidvel podendo ocorrer
periodos de estabilizagdo. A sobrevida até a vida adulta é freqiiente, e alguns pacientes
chegam a sexta década de vida pois os cuidados com reabilitagdo motora e apoio
psicolégico, permitem que os pacientes tenham vida independente e constituam familia

(GENTON et al.,1990; LEHESJOKI, 2002)

O eletroencefalograma (EEG) tem sido descrito como anormal, porém
inespecifico, em todos os pacientes com DUL. A atividade de base (fundo) é instavel,
geralmente mais lentificada que o normal, embora a atividade alfa possa persistir por varios
anos, a partir do inicio dos sintomas. Paroxismos de poliespiculas e espicula-onda lenta,
generalizados, simétricos e de alta voltagem, sdo caracteristicos, assim como a resposta a
fotossensibilidade (GENTON et al., 1990; GOUIDER et al., 1998). No referente ao
tratamento, as crises tonico-clonicas generalizadas sdo bem controladas com valproato de
sodio. O clonazepam tem sido muito utilizado como droga coadjuvante, assim como o
piracetam. A fenitoina ndo € indicada para o tratamento, pois pode piorar as mioclonias,
além de causar lesdo cerebelar irreversivel (ELDRIDGE et al., 1983).

Os achados de neuroimagem na DUL, utilizando ressonéncia nuclear magnética
(RNM), demonstraram que ndo h4 alteracdo de sinal em substéncia branca, principalmente
em tronco ou cerebelo; os pacientes possuiam perda de volume da ponte, medula e
hemisférios cerebelares, e ndo foi encontrada correlagdo entre a severidade da doenca e
perda volumétrica do tronco (MASCALCHI et al., 2002).
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Nenhum trabalho com estudos anatomo-patologicos evidenciou material de
acumulo, em sistema nervoso central. Registram-se apenas, perda das células de Purkinje
do cerebelo, ressaltando sempre que tal fato pode ser decorrente do uso de fenitoina

(ELDRIDGE et al., 1983).

Apenas um trabalho procurou relacionar achados histopatologicos a DUL.
Através de biopsias de pele de pacientes clinicamente suspeitos de DUL, foram descritos
vacuolos em glandulas sudoriparas écrinas sugerindo que tal achado pudesse auxiliar no
diagnostico (COCHIUS et al.,1994). Porém, com os avangos nos conhecimentos a respeito
dos mecanismos moleculares da doenga, verificou-se que tais bidpsias podem ser
sugestivas, porém ndo definitivas para o diagnéstico, sendo a analise molecular a unica

maneira segura para tal.

A DUL possui padrdo de heranga autossdmico recessivo e através do estudo de
ligagdo realizado em 12 familias da Finlandia, foi possivel localizar o gene responséavel pela
doenga, no cromossomo 21, banda q22.3 (LEHESJOKI et al., 1991). Esta ligacdo foi
confirmada nos pacientes do Mediterrdneo (MALAFOSSE et al 1992) e o gene Cistatina B,
foi o primeiro gene relacionado as EMPs. O gene identificado codifica uma pequena
proteina de 98 aminodcidos, a cistatina B que é inibidora da cisteina protease. Mutac¢des
neste gene, acarretam perda ou reducgdo da fungdo desta proteina, o que aumenta a
atividade das catepsinas B, L e S em linfocitos. Esta enzima provavelmente atua na
prevencdo da apoptose celular (DELGADO-ESCUETA et al., 2001).

Na maioria dos pacientes, a doenga estd associada com a expansdo de uma
seqliéncia de dodecdmero (CCCCGCCCCGCG), na por¢do 5° ndo transcrita do gene.
Apenas um paciente até o momento apresentou homozigose para mutagdo de ponto neste
gene (LALIOTI et al, 1997b). Todos as outras mutagdes de ponto identificadas sdo
heterozigotos compostos, com um alelo contendo a expansdo. Podemos também encontrar
homozigotos para a expansdo, principalmente em pacientes originarios do Mediterraneo.
(LALIOTI et al., 1997a). O nimero de repeticGes das expansdes em pacientes afetados,
varia entre 30 a 70 copias ndo estando, no entanto relacionada com a gravidade ou

antecipa¢do dos sintomas (LALIOTI et al., 1998).
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1.3.2- Doenca de Lafora (DL)

Os sintomas da DL surgem no final da infincia ou inicio da adolescéncia, entre
1T e 18 anos. Em alguns, as alteragdes de comportamento e dificuldades escolares, podem
ser as primeiras manifestagdes da doenga. Assim como as demais EMPs, DL caracteriza-se
por mioclonias, crises generalizadas e deméncia. Crises occipitais focais podem ocorrer em
at€ 50% dos pacientes, nos estagios iniciais da doenga (ROGER et al 1993; TINUPER et al
1993). Com a progressdo da doenca as mioclonias de agdo e repouso aumentam de
intensidade e no estagio final, a deterioragdo cognitiva é grave sendo constatada
tetraparesia € muitas crises mioclonicas. A morte ocorre 2 a 10 anos depois do inicio dos
sintomas, freqlientemente devido estado de mal epilético, sendo a idade média 20 anos
(GENTON et al., 2002).

O estudo de familias tem mostrado que o EEG pode revelar alteracdes antes do
inicio dos sintomas clinicos, sendo semelhante a uma epilepsia idiopatica generalizada,
mostrando-se multifocal ou focal, com freqiientes descargas nas regides posteriores. Com a
evolugdo da doenga, freqlientemente em meses, o padrio do EEG se altera passando a
mostrar lentificagdo da atividade de base com paroxismos de espiculas e poliespiculas
onda-lenta e atividade occipital (GENTON et al, 2002). Quanto aos estudos de

neuroimagem, ndo ha relatos na literatura.

Os achados histopatolégicos muito bem descritos por Lafora (LAFORA et al.,
1911), sdo ainda considerados padrdo ouro para o diagnéstico preciso da doenga. Os
corpusculos de Lafora, sdo compostos por poliglicossanos (polissacarides) e estudos
mostram tratar-se de 80% a 93% de glicose (sacarides), além de 6% de proteinas. Estes
corpusculos sdo encontrados no cérebro, musculo estriado, figado, coragéo, retina e pele.
Como os corplisculos de Lafora podem ser visualizados nas células mioepiteliais dos 4cinos
das glandulas sudoriparas apé6crinas e écrinas, a bidpsia de pele de regifo axilar
(CARPENTER et al., 1981), tem sido comprovadamente o procedimento de escolha para o
diagnostico.

Esta doenca possui padrdo de heranca autossOmico recessivo e através de
estudos de clonagem posicional, foi realizada a identificagdo de um gene causador da

doenga. Nove familias num total de 19 pacientes, com bidpsia positiva, tiveram seu DNA
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tipado com marcadores microssatélites, o que permitiu a localizagdo do geme no
cromossomo 6q23-25 (SERRATOSA et al, 1995). Em 1998, MINASSIAN e
colaboradores, relataram mutacdes no gene EPM2A, que codifica uma proteina chamada
laforina. Acima de 80% dos pacientes com Lafora, tem mutago no gene EPM24, que €
uma proteina especifica tirosina fosfatase, primariamente associada a ribossomos
(GANESH et al., 2000). Os estudos demonstram que ha grande heterogeneidade alélica na
doenca de Lafora, sendo encontrada cerca de 25 mutagdes. O gene possui 4 exons e ja
foram descritas mutagdes em todos eles. No entanto, 13 a 20% das familias com
confirmagdo histopatolégica da DL, ndio estdio ligadas no 6g23-q25 (GOMEZ-GARRE
et al., 2000; MINASSIAN, 2001), caracterizando a presenca de heterogeneidade néo alélica

também.

O controle das crises no inicio do tratamento deve ser feito com valproato de
sédio, clonazepam ou clobazam, assim como tentamos controlar as mioclonias com o uso
do piracetam. Com a evolucdo da doenga torna-se dificil o controle dos abalos mioclonicos,
pois tanto estruturas corticais como subcorticas podem estar sendo geradoras das

mioclonias.

1.3.3- Lipofuscinose Ceroéide Neuronal

As LCNs representam um grande grupo de doengas de depdsito lisossomial,
que ocorrem na infincia e adolescéncia, nas quais um lipopigmento autoflurescente €
acumulado nos lisossomos. Atualmente ja estdo descritas oito formas diferentes de LCN

(WISNIEWSKI et al., 2001).

Entre as vérias caracteristicas clinicas, estdo a involug@o do desenvolvimento
neuropsicomotor com perda visual progressiva e epilepsia. Para que se possa realizar a
classificagdo das diferentes formas, deve-se levar em conta, a idade de inicio dos sintomas,
os sinais clinicos e os diferentes achados histopatoldgicos. Todas possuem padrdo de
heranca autossdmico recessivo exceto a forma adulta que também pode ser autossdmica
dominante. Recentes avangos na década de 90, proporcionaram a caracterizagdo dos genes

associados com as lipofuscinoses. O padrdo ouro para o diagnéstico, € obtido através da
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biopsia de varios tecidos, incluindo pele e conjuntiva. Cinco genes associados as
lipofuscinoses foram isolados e alguns possuem seu produto identificado, sdo eles: CLNI,
CLN2, CLN3, CLN5 e CLN8 mais outros dois genes estao sendo mapeados. Nenhum gene
foi identificado e associado com a forma adulta. Os produtos dos genes CLNI e CLN2 sao
conhecidos (CAMP et al., 1993; CAMP ET AL., 1994), sfo a enzima palmitoiltioesterase e
tripeptidil peptidase 1, respectivamente. Na tabela 2, apresentamos resumidamente, as
quatro principais formas de LCN, com os principais achados histopatologicos e genes

envolvidos.

Tabela 2- Principais caracteristicas clinicas, histopatologicos e genéticas das quatro formas

mais comuns das LCNs.

Idade de Padrie
Formas . . Achados Gene Identificado e
inicio da Principais sintomas de
clinicas histopatolégicos produto gémico
doenga heranca
Infantil 6m Crises, AR GROD LCN 1
até atraso do DNPM, Palmitoiltioesterase
28 perda visual
Infantil 2a Crises, AR cv LCN 2
tardia até atraso do DNPM, Tripeptidil Peptidase
8a perda visual
Juvenil 4a Crises, AR FP LCN 3
até perda visual, Proteina
10a atraso do DNPM, Transmembrana

sinais extra- piramidais

Adulta 15a Crises, Misto Desconhecida
AR ou
até alteragdes do comportamento
AD
50a

Notas: LCNs: lipofuscinoses cerdides neuronais; DNPM: desenvolvimento neuropsicomotor; GROD:
deposito ultraestruturais granulares osmiofilicos; CV: corplisculos curvelineares; FP: impressoes digitiformes;

AR: Autossdmico Recessivo; AD: Autossémico Dominante.
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As diferentes formas clinicas serdo descritas a seguir:
1.3.3.1- Forma infantil (Haltia-Santavuori) ou LCN1

O inicio dos sintomas ocorre tipicamente ao redor dos 6 meses a 2 anos de
idade. Os sintomas inicias sdo: hipotonia e irritabilidade evoluindo para crises, ataxia,
deméncia, cegueira e microcefalia adquirida. A expectativa de vida € entre 5 e 10 anos. O
achado histopatolégico caracteristico € a presenga de depdsitos ultraestruturais granulares
osmiofilicos (GROD), figura 1. O diagndstico em alguns paises europeus também estd

sendo feito com auxilio de técnicas moleculares, que procuram muta¢des no gene CLN/ ou

através de testes que estudam a atividade da enzima palmitoiltioesterase (HALTIA et al.,
1973; SANTAVUORI, 1988; CAMP et al., 1993).

Figura 1- Microscopia eletronica, dos depdsitos ultraestruturais granulares osmiofilicos

(GROD), cedidas por Dr. S. Carpenter.
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O EEG demonstra em vigilia grave comprometimento da atividade de base com
atividade teta-delta irregular sem localizagdo definida. Durante o sono, o tragado €
desorganizado sem os achados caracteristicos normais, como ondas do vértex. Nesta forma
de lipofuscinose ndo ha elicitagdo de resposta peculiar com a fotoestimulagdo de baixa

freqiiéncia.

Estudos de neuroimagem realizados inicialmente com o auxilio da tomografia
de crinio (TC) revelavam grave atrofia dos hemisférios cerebrais em relagdo ao cerebelo
com acometimento da substincia branca e pobre diferenciagdo entre substdncia branca e
cinzenta. Todos possuem dilatagdo dos ventriculos laterais e progressivamente do terceiro e
quarto ventriculo. Com os estudos através de RNM e espectroscopia, maiores detalhes
foram acrescentados, como a comprovagdo da completa perda de N-acetilaspartato e
marcante reducdo na creatina e colina, assim como elevagdo do mioinositol e lactato, tanto

em substincia branca como cinzenta (VANHANEN et al., 1995).

1.3.3.2- Forma infantil tardia (Bielschowsky-Jansky) ou LCN2

Os primeiros sintomas aparecem por volta dos 2 aos 4 anos de idade, sendo o
primeiro sintoma a epilepsia especialmente as crises mioclonicas. Podem também inaugurar
o quadro, crises tonico-clonicas generalizadas assim como crises de auséncia e crises
parciais. Inicialmente sdo criancas com desenvolvimento neurologico adequado, e com o
evoluir da doen¢a vdo perdendo suas aquisi¢des, tornando-se marcante apos alguns anos. O
comprometimento visual € percebido pelos familiares oo redor dos 4 aos 6 anos de idade,
juntamente com a ataxia e deméncia. Sinais de comprometimento do sistema piramidal sdo
evidentes. A expectativa de vida fica entre os 8 e 12 anos de vida (WISNIEWSKI et al.,
2001).

O diagnostico na maior parte dos pacientes € confirmado através de biopsia
(conjuntiva, pele ou reto) ou estudo de linfocitos, onde podem ser identificados depositos
ultraestruturais descritos como corpos curvelineares (CV), conforme mostra a figura 2

(WISNIEWSKI et al., 1992). Através de andlise de células do liquido amniético, pele fetal
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e vilosidade coridnica, estes achados sdo precoces, podendo-se fazer o diagnostico portanto,

intra-ttero. Atualmente em paises que dispdem de tecnologia, o diagndstico esté sendo feito
através da dosagem da atividade enzimatica da tripeptidil peptidase 1 (CHOW et al., 1993;
ZHONG et al., 2000).

Figura 2- Microscopia eletronica mostrando os corpos curvelineares (CV)-LCN tipo 2

(Foto cedida pelo Dr. S. Carpenter).
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Estudos em genética molecular, ja descreveram mais de 30 mutagdes e 14
polimorfismos no gene CLN2 e duas mutagdes mais comuns foram encontradas em
aproximadamente 60 a 78% dos pacientes com LCN2 (SLEAT et al., 1997). Em nosso pais,

confirmamos a doenga através da presenga de CV, no material obtido por bidpsia.

O EEG, ja demonstrou sua importancia no auxilio do diagnéstico precoce desta
entidade. Nas fases iniciais da doenca é possivel através da fotoestimulagdo de baixa
freqiiéncia (1 e 2 Hz), evidenciar espiculas nas regides parieto-occipitais. A atividade de
base é irregular e lentificada além de apresentar muitas descargas epileptiformes, sem um
padrio fixo. Alguns trabalhos descrevem séries de pacientes que apresentam complexo
espicula-onda lenta 2-2,5 Hz, muito pequenas ou poliespiculas entremeadas por atividade
lenta sendo registrado também desorganizagdo da atividade do sono. O eletrorretinograma e
o potencial evocado visual mostram suas respostas abolidas no estagio final da doenga

(WISNIEWSKI et al., 2001).

A RNM de cranio, revela que nos estdgios mais precoces a atrofia cerebelar ¢
mais marcante. Com a evolugdo da doenga, a atrofia cerebral e alteragdes de substancia
branca ficam evidentes, contudo menos drasticas que na forma infantil. Este achado pode
auxiliar na distingdo destas duas formas nos estagios mais precoces. Os achados de
espectroscopia sdo idénticos aos da forma infantil e apontam para degenerago Walleriana,

que ocorre apos morte de neurdnios (VANHANEN et al., 1995).

1.3.3.3- Forma juvenil (Doenca de Batten) ou LCN3

Esta forma também ¢ chamada de Spielmeyer-Vogt-Sjogren, ¢ descrita como a
mais comum doenca neurodegenerativa da infincia, cuja incidéncia € maior que 1 em
25.000 nascimentos. Esta prevaléncia ¢ maior entre os paises do norte europeu, do que
entre outras populagdes. A doenca comega com perda visual entre os 5 ¢ 10 anos evoluindo
para cegueira (WISNIEWSKI et al., 2001) e estudos oftalmologicos mostram degenerag¢do
da retina e atrofia do nervo 6ptico. Distirbios da fala e declinio cognitivo aparecem depois

dos 8 aos 14 anos de idade. As crises epilépticas podem ser tonico-clonicas generalizadas,
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parciais complexas e mioclonicas. Completam o quadro clinico alteragdes de
comportamento, sinais extrapiramidais e distirbios do sono. A expectativa de vida destes
pacientes ¢ ao redor dos 20 -30 anos de idade. O diagnostico é realizado através de biopsias
com achados caracteristicos da doenga. Tipicamente sdo encontradas descrigdes como
impressdes digitais ou finger printer (FP) (Figura 3). Nenhum método bioquimico € capaz

de confirmar o diagndstico.

Figura 3- Imagens de microscopia eletronica ilustrando os chamados finger printer (FP)

(cedidas pelo Dr. S. Carpenter).
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Estudos através de genética molecular tem revelado 30 ou mais diferentes
mutagdes e dois polimorfismos no gene CLN3 . A maior delegdo remove o éxon 7 e 8. Esta
mutagdo foi encontrada em 96% dos pacientes em um dos alelos e em 85% nos dois alelos.
O produto deste gene codifica uma proteina de 438 aminoacidos de fun¢do desconhecida
(INTERNATION BATTEN DISEASE CONSORTION, 1995)

Os achados do EEG mostram desorganizagdo do sono e em vigilia
anormalidades epileptiformes compostas por espicula-onda irregulares difusas. Durante a
evolucdo da doenga, a atividade de base torna-se lentificada com perda do ritmo posterior e
pode aparecer resposta fotoparoxistica durante a estimulagdo de baixa freqiiéncia
(GENTON et al.,. 2002). O eletrorretinograma e o potencial evocado visual sdo anormais
precocemente. Nos estagios iniciais da doenga, a RNM de cranio pode mostrar-se dentro
dos limites da normalidade. As alteragbes encontradas nesta forma de LCN, sdo
semelhantes a forma infantil tardia, porém aparecem tardiamente e mais moderadas. A
atrofia cerebelar nem sempre € vista nos estagios iniciais, como na LCN2. Assim como nas
demais formas, 80% dos pacientes tem alteracdo de sinal em substdncia branca
periventricular (VANHANEN et al., 1995).

1.3.3.4- Forma adulta (Doenc¢a de Kuffs) ou LCN4

E a forma mais rara de LCN e pouco caracterizada sendo reconhecido dois
padrdes de heranga, autossomica dominante e recessiva. Os sinais e sintomas aparecem ao
redor dos 30 anos de idade, podendo em alguns pacientes iniciar-se na segunda década de
vida sendo descritos dois grandes fenotipos (BERKOVIC et al., 1988; CONSTANTINIDIS
et al., 1992): um tipo caracterizado por apresentar inicialmente CTCG, ao redor dos 30 anos
e evoluir com ataxia e disartria; outro fenétipo, apresenta sinais de alteragdes
neuropsiquidtricas particularmente distirbios do comportamento e deméncia. Os individuos
com Kuffs, ndo possuem acometimento visual ou qualquer tipo de degeneragdo de retina.
Cerca de 50 casos ja foram descritos na literatura e verificou-se que 16 deles foram
considerados esporadicos e 34 aparentemente familiais. Diferentemente das outras formas

de LCN, esta nio possui o defeito genético conhecido. O diagnéstico € feito através dos
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achados histopatolégicos obtidos por autopsia, cujos descrigio é de uma misceldnea de
inclusdes como FP, CV e GROD. Os achados de EEG ndo sdo especificos, sendo que
alguns relatos de caso descrevem, desde atividade de base irregular até exames normais. Os
estudos de neuroimagem mostram atrofia cerebral e cerebelar difusas (WISNIEWSKI et al.,
2001).

O tratamento para as diferentes formas de LCN até o momento, nio tem se
mostrado eficaz. Cuidados sintomaticos, buscam amenizar os distirbios causados pelo
defeito genético. A escolha das drogas anti-epilépticas de acordo com as crises, tem
recebido grande atengdo, depois de relatos de piora das crise com fenitoina e
carbamazepina (ABERG et al., 1997; ABERG et al., 2000). As drogas escolhidas para o
tratamento sdo, o 4cido valpréico, lamotrigina e benzodiazepinicos, que podem estar
associados ou ndo, nunca se esquecendo dos seus efeitos colaterais. Os continuos
progressos alcangados com o melhor conhecimento genético e bioquimico das LCN,
poderéo proporcionar o estudo em modelos animais e potencialmente a descoberta de novas

terapias.

1.3.4- Encefalomiopatias Mitocondriais.

1.3.4.1- Encefalopatia Mitocondrial com Fibras Vermelhas Rajadas
(MERRF)

A encefalopatia mitocondrial com fibras vermelhas rajadas (MERRF), é uma
anormalidade multissistémica, cuja etiologia baseia-se na mutagdo do DNA mitocondrial
(mtDNA). Caracteriza-se por mioclonias, epilepsia generalizada, ataxia e na bidpsia
muscular, fibras vermelhas rajadas. Outras manifestagdes comuns sio a perda auditiva,
neuropatia periférica, demeéncia, baixa estatura e intolerdncia aos exercicios. Sio
caracteristicas menos comuns a cardiomiopatia, retinopatia pigmentar, sinais piramidais,
oftalmoparesia e multiplos lipomas (FUKURARA et al., 1980).
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O inicio dos sintomas habitualmente ocorre na infincia podendo também
aparecer na vida adulta. E uma doenga sem predilecdo étnica onde o padrdo de heranca €
mitocondrial, portanto via materna. Estudos bioquimicos revelam que ocorre a presenga de
mitocondrias normais e anormais, num mesmo tecido, sendo este achado consistente com o
que chamamos de heteroplasmia, comum nas mutagSes mitocondriais. O grau de
heteroplasmia nos diferentes tecidos, é que proporciona a variabilidade do fendtipo
(SHOFFNER et al., 1990).

SHOFFNER e colaboradores, foram os primeiros pesquisadores a demonstrar a
tipica substitui¢do de adenina por guanina (A — G) no nucleotideo 8344 no mtDNA. Esta
mutagio estd presente em 90% dos pacientes com MERRF. Vale ressaltar que este defeito
molecular foi o primeiro a ser associado com uma forma especifica de epilepsia. Duas
outras mutac¢des, T8356C e G8363A também tem sido associadas com MERRF. A mutagéo
T8356C esta relacionada a familias que possuem a sobreposic@o de sintomas com “stroke-
like”, j4 a mutagio G8363A, tem o quadro clinico ¢ dominado por cardiomiopatia. No
entanto, 80 a 90% dos casos tipicos de MELAS, s3o causados pela mutagdo A3243G
mtRN AR (ZEVIANI et al., 1993; DIMAURO et al., 2002).

A expressdo clinica de qualquer mutagdo de ponto do mtDNA, incluindo a
A8344G, depende de trés fatores: o grau de heteroplasmia; a distribui¢do da muta¢do no
tecido e finalmente , o limiar do tecido para as especificas mutagdes (DIMAURO et al.,
2002).

Os pacientes com MERREF tipico, tem elevados niveis de lactato e piruvato no

sangue sendo que o liquido cefalorraquiano demonstra taxa de proteinas elevadas.

O EEG mostra espiculas generalizadas e ondas agudas com lentificacdo da
atividade de base porém descargas focais podem ser descritas. Todos estes achados sdo
inespecificos (CANAFOGLIA et al., 2001).

Os estudos com RNM de crinio ou TC, mostram atrofia cerebral e calcificacdo
dos ganglios da base (BARKOVICH et al., 1993).
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A bidpsia de musculo revela agregados subsarcolemais de mitocondrias € as
chamadas fibras vermelhas rajadas. Tais fibras sdo intensamente coradas pelo tricromio de
gomori, que demonstra as fibras rajadas em até 90% dos casos. Estas fibras também reagem
intensamente com a dehidrogenase succinato (SDH), que ¢ mais sensivel para indicar a
excessiva proliferagdo mitocondrial (HASEGAWA et al., 1991).

O diagnéstico pode ser feito associando-se os achados clinicos aos de bidpsia
muscular, no entanto é possivel através da andlise do mtDNA, chegarmos ao diagnéstico de
MERRF e/ou MELAS de maneira rapida e precisa. Os estudos através de enzimas de
restricdo confirmam o diagnéstico de maneira muito menos invasiva, assim como podem
detectar a presenca de portadores assintomaticos. E possivel quantificar a porcentagem de
DNA mutante e a partir de entdo fazer um adequado aconselhamento aos portadores
(SILVESTRI et al., 1993).

O tratamento na maioria dos pacientes & empirico, com a utilizagio de
vitaminas e co-fatores incluindo co-enzima Q-10 e L-carnitina. O uso de drogas
anti-epiléticas, inclui clonazepam e valproato com o cuidado de associar sempre a
L-carnitina (DIMAURO et al., 2002).

1.3.4.2- MELAS ( encefalomiopatia mitocondrial com acidose latica e
stroke-like )

MELAS € outra doenga de heranca mitocondrial que pode ser responsavel pela
sindrome das EMP. Clinicamente caracteriza-se por apresentar episodios stroke-like , isto é
episédios vasculares semelhantes a AVC (acidente vascular cerebral), que no entanto nio
respeitam os territérios vasculares e ocorrem em pacientes jovens; crises epiléticas,
deméncia; acidose lictica e fibras vermelhas rajadas (PAVLAKIS et al., 1984). Outras
caracteristicas podem estar presentes como mioclonias, ataxia, baixa estatura e surdez

portanto como MERRF, € uma doenca multissistémica.

E incomum a mesma familia possuir mais de um probando com o quadro de

MELAS, os demais sdo oligossintomaticos ou assintomaticos.
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Nos pacientes com MELAS, os exames de neuroimagem freqiientemente
mostram lesdes compativeis com episédios de AVC, que tipicamente acometem as regioes
posteriores e geralmente ndo respeitam a distribuigdo das grandes artérias. Os achados de
EEG sdo inespecificos. (CANAFOGLIA et al., 2001).

MELAS est4 associado a varios pontos de mutagdo no mtDNA, sendo que a
mutagdo mais freqiiente € a troca de bases na posicdo 3243, A—G 3243 do mtDNA. Esta
troca é responsavel por cerca de 80 a 90% dos casos de MELAS.(HIRANO et al., 1994).
Nestes pacientes o diagndstico pode ser feito somente através da analise molecular, no
entanto diferente de MERRF, as porcentagens de DNA mutante sio mais baixa no sangue
que no musculo (SILVESTRI et al., 1993).

Comparando-se a evolugdo entre MERRF e MELAS, os pacientes com MERRF
apresentam sobrevida maior com moderado comprometimento cognitivo e de
comportamento, enquanto que os individuos com MELAS, possuem um curso mais rapido
e debilitante (DIMAURO et al., 2002).

As consideragdes sobre tratamento destes pacientes podem seguir 0 mesmo

raciocinio das demais encefalomiopatias mitocondriais.

1.3.5- Sialidoses

As sialidoses pertencem ao grupo de doengas lisossomiais e estdo associadas a
deficiéncia da alfa-N-acetilneuraminidase e em alguns fen6tipos, com a deficiéncia
beta-galactosidase. A caracteristica clinica marcante € a constatagéo no exame de fundo de
olho da mancha vermelho-cereja. O padrio de heranga € autossdmico recessivo
(FRANCESCHETTI et al., 1980) sendo descritos dois fenétipos:

Sialidose tipo I, caracteriza-se por ter inicio na adolescéncia, com mioclonias
e perda visual progressiva, embora a tipica “mancha vermelho-cereja”, possa aparecer
somente anos mais tarde. Outras caracteristicas incluem: CTCG, ataxia, opacifica¢do de

cristalino e neuropatia periférica moderada. A deméncia ¢ uma caracteristica ausente. Mas
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o coeficiente de inteligéncia (QI) pode estar abaixo do esperado pela deficiéncia visual
(BERKOVIC et al., 1986).

Sialidose tipo II, apresenta-se com mioclonias, CTCG e “mancha
vermelho-cereja”. Os sintomas podem aparecer entre a segunda e a terceira década de vida.
Clinicamente cursam também com retardo mental, hepatoesplenomegalia, displasia
esquelética, surdez e comprometimento cognitivo. Estes pacientes podem apresentar
deficiéncia da neuroaminidase como também deficiéncia parcial da [-galactosidase.
Inclusdes PAS positivas podem ser vistas em linfécitos de células da medula OGssea,
neurdnios e células de Kupffer (BERKOVIC et al., 1986). A confirmagdo diagnéstica é
obtida demonstrando-se niveis elevados de oligossacarides na urina. Cultura de fibroblastos
e linfocitos demonstram deficiéncia de sialidase, com ou sem a deficiéncia associada da
P-galactosidase . O gene responsavel pelas sialidoses foi mapeado no cromossomo humano

6p21.3 (PSHEZHETSKY et al., 1997).

1.3.6- Formas raras de EPM

Conforme j4 descrevemos as EMPs sio raras porém existem formas pouco
freqlientes dentro desta sindrome. N3o vamos nos prender a detalhes maiores, ficando

apenas com breves resumos. Na tabela 3, citamos as formas raras de EMP.

Tabela 3- Formas raras de EMP

Formas raras de EMP

Atrofia dentatorrubropalidoluisiana (DRPLA)
Doenga de Gaucher forma nio-infantil
GM2 gangliosidose, forma infantil tardia e juvenil
Distrofia neuroaxonal, forma juvenil
Sindrome da faléncia renal com mioclénus
Doenga de corpos de inclusio atipicos

Doenca de Huntington, forma juvenil
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A atrofia dentatorrubropalidoluisiana (DRPLA) € uma doenga
neurodegenerativa, cuja maioria dos casos foi descrita no Japdo. O padrdo de heranga ¢
autossdmico dominante, é causada por uma repeti¢do de tripletos (CAG) cujo gene ja foi
mapeado no cromossomo 12p13.31 (KOIDE et al., 1994). Clinicamente possuem ataxia
cerebelar, coreoatetose, mioclonias, epilepsia, deméncia e sintomas psiquidtricos.
Individuos que apresentam os primeiros sintomas na terceira ou quarta década de vida,
desenvolvem sindrome cerebelar progressiva, com ligeiro declinio cognitivo. Porém,
aqueles que apresentam o inicio da doenga na primeira ou segunda décadas, desenvolvem
quadro tipico de EMP (GENTON et al., 2002).

A doenca de Gaucher forma nio-infantil , inicialmente manifesta-se como
uma EMP, com paralisia supranuclear e esplenomegalia sem deméncia. Os sintomas
neurolégicos podem aparecer na infincia ou na quarta década de vida. Os exames
laboratorias mostram pancitopenia, elevados niveis de fosfatase acida e baixos niveis

atividade de B-glucocerebrosidase , em leucocitos (KING, 1975; BERKOVIC et al., 1986).

As formas infantil tardia e juvenil das GM2 gangliosidose, podem
apresentar mioclonias ou crises epilépticas como caracteristicas marcantes, acompanhadas
de deméncia, ataxia, espasticidade ou distonia. A “mancha vermelho-cereja” esta ausente €
o diagnéstico pode ser feito através da dosagem da B-N-acetilhexosaminidase em cultura de

fibroblastos (BERKOVIC et al., 1986).

A forma juvenil da distrofia neuroaxonal tem caracteristicas clinicas de
EPM, com deméncia, ataxia, coreoatetose e neuropatia em alguns pacientes. O diagnéstico
¢ feito demonstrando-se a presenca de axdnios esferdides que podem ser vistos em nervos

periféricos e no cérebro (BERKOVIC et al., 1997).

Sindrome de faléncia renal com mioclénus, foi primeiramente descrita em
uma familia francesa do Canada. Caracteriza-se por ter um padrdo de heranga autossdmico
recessivo, com inicio entre a segunda e terceira década de vida. Os sintomas renais ou
neurolégicos podem comegar primeiro. Clinicamente possuem mioclonias, tremores, ataxia,

proteintria com faléncia renal e auséncia de deméncia. Os achados neuropatologicos

Introducdo

63



compreendem: pigmentos em astrocitos, na primeira e terceira camada do cortex cerebral e
lesdo renal com colapso glomerular (ANDERMANN eta al., 1986).

Doenca de corpos de inclusdo atipicos (acimulo de neuroserpina), as
inclusdes sdo limitadas ao cérebro e sio completamente diferentes dos corpusculos de
Lafora. Os corpusculos de Lafora e os de inclusio atipicos, coram-se com o PAS porém
para diferencié-los em algum caso de duvida, pode-se usar a prata como método de
coloragdo, através dos qual os corpiisculos de Lafora nio se coram. A microscopia
eletrénica também confirma que os materiais si0 de natureza diferentes (comunicag¢do
pessoal por S. Carpenter). Atualmente j4 sabemos que estes corpos de inclusdo sdo devidos
a0 acimulo de neuroserpina, que € uma serina protease inibitéria expressa somente no
sistema nervoso central. Os sintomas clinicos iniciam-se entre os 7 e 31 anos e a deméncia

¢ marcante (BERKOVIC et al., 1997).

Doen¢a de Huntington forma juvenil, ¢ rara e freqiientemente se apresenta
como uma EMP , sem movimentos coreicos. O inicio da epilepsia € geralmente 2 anos
antes, com CTCG, auséncias atipicas e mioclonias macigas. A fotosensibilidade, pode estar
presente, e 0 EEG mostra paroxismos de poliespiculas e espiculas. O prognostico € ruim, e
a morte ocorre entre 4 a 6 anos depois do inicio da doenga. O padrdo de heranca é
autossomico dominante (JERVIS, 1963; McDONALD et al., 1993; GENTON et al., 2002).
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2- OBJETIVOS



2.1- OBJETIVO GERAL

Estudar um grupo de pacientes com epilepsia mioclonica progressiva (EMP),
procurando chegar ao diagnéstico das causas especificas, através da avaliacdo clinica

neuroldgica, exames de propedéutica armada e testes especificos.

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar as causas mais freqiientes das EMPs em um hospital terciario;

2. Deteminar a utilidade, na pratica clinica, dos testes diagndsticos utilizados

em nosso trabalho;

3. Estabelecer correlagdes entre o fendtipo (quadro clinico) e o genotipo

(identificagdo de mutagdes génicas especificas), nos referidos pacientes;

4. Propor um algoritmo, do ponto de vista pratico, para direcionamento do

diagnostico.
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3.1- SELECAO DOS PACIENTES

Entraram para o estudo, todos os pacientes que possuiam o diagndstico
provéavel de EMP, avaliados em nosso servigo entre o periodo de outubro de 2000 a agosto
de 2002, num total de 25 pacientes/21 familias ndo-relacionadas.

Deveriam preencher os critérios clinicos para as EMPs (mioclonias, CTCG e
declinio neurolégico progressivo, como ataxia e deméncia). Estes pacientes foram
encaminhados para avaliagdo a partir dos ambulatérios de Epilepsia Infantil e Epilepsia
Adulto do Hospital de Clinicas-HC da UNICAMP, sob coordenac¢do do Departamento de
Neurologia, da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM). Referente aos estudos laboratoriais
especializados, envolvendo os aspectos genéticos, houve co-participagdo do Departamento
de Genética Médica da FCM-UNICAMP, através do Laboratorio de Biologia Molecular, da
mesma instituicdo. Os pacientes e/ou responsaveis foram convidados a participarem do
estudo, sendo explicado o objetivo do trabalho e assinado o termo de consentimento livre e
esclarecido, previamente aprovado pelo CEP-FCM-UNICAMP e CONEP (anexos).

3.2- AVALIACAO CLINICA NEUROLOGICA (NIVEL DIAGNOSTICO I)

Esta primeira avaliagdo, que chamamos de Nivel diagnostico I, compreendeu a
realizacdo da historia clinica, histéria familiar e exame neurologico. A partir disto,

agrupamos os pacientes de acordo com o diagndstico provisdrio, obtido apds esta avaliacdo.

3.3- EEG E RNM DE CRANIO (NIVEL DIAGNOSTICO II)

Todos os pacientes incluidos no presente estudo foram submetidos ao exame de
EEG. O procedimento seguiu a padroniza¢do internacional de colocagdo de eletrodos, o
sistema 10-20. As aquisigdes foram em aparelhos de 14 e 21 canais, em aparelhos
analégicos e digitais, respectivamente, aparelhos Nihon Koden® . As montagens utilizadas
foram: sagitais, coronais, com a média, com o vértex € com eletrodo zigomético. As

técnicas de facilitacdo foram, a hiperpnéia e a fotoestimulag@o. Nos casos suspeitos de LCN
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foi realizada, fotoestimulagdo de baixa freqiiéncia com 1, 2 € 3 Hz. A duragdo do exame
variou entre 20 e 30 minutos e em alguns pacientes foi necessario sedagéo com hidrato de
cloral a 10%, via oral na dose de 30 a 50 mg/Kg de peso em dose unica, podendo ser

repetido até 3 vezes.

As imagens de RNM de cranio foram obtidas em um sistema de 2 T (Elcint
Prestige®), com aquisi¢des no plano coronal, sagital e axial. Os parimetros de imagem

para as diferentes aquisi¢gdes foram:

~

Imagens sagitais T1 ponderadas “spin echo”, angulo de excitagdo — “flip
angle”- de 180°; TR=430, TE=12, matriz de 200x350, FOV=25X25cm). Estas imagens so

utilizadas para orientar o plano de aquisi¢do das demais imagens.

Imagens no plano coronal obliquo obtidas em um plano perpendicular ao longo

eixo da formac@o hipocampal, definido nas imagens sagitais.

a-) T2 ponderadas “fast spin echo™ (espessura de 3 a 4mm, 4ngulo de excitaggo
de 120°; TR=4800, TE=129, matriz de 252X320, FOV=18X18cm).

b-) T1 ponderadas “inversion recovery”(espessura de 3mm, angulo de excitagdo
de 200°; TR=2800, TE=14, TI=840, matriz de 130X256, FOV=16X18cm).

Imagens no plano axial: “duplo spin echo” (T2 ponderadas ¢ densidade de
protons): T2 ponderadas (espessura de 6mm, angulo de excitagio de 120°, TR=6800,
TE=129, matriz de 252X328, FOV=21X23cm).

Aquisi¢do volumétrica (3D) T1 gradiente echo (GRE), para reconstrugio
multiplanar, com espessura de 1 mm (flip angle=35°, TR=22, TE=9, matriz=256 x 256,
FOV=23 x 25 cm).

Com as informac¢es obtidas nestes dois niveis diagndsticos, orientamos a
realizagdo de exames mais especificos, necessarios e suficientes para a confirmacgio da
causa especifica da EMP.
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3.4- EXAMES ESPECIFICOS (NIVEL DIAGNOSTICO II)

Compreendem este nivel diagnostico, os exames histopatolégicos, como
biépsia de pele e musculo; testes moleculares de genes candidatos como a Cistatina B,
EMP2A, mutagio A3243G no mtDNA, mutagdo A8344G no mtDNA, pesquisa para a
doenca de Huntingnton e ataxias espinocerebelares autossdmicas dominantes. Além da
realizacdo de testes bioquimicos especificos, como a dosagem da sialidase, quando a

suspeita clinica for de sialidose. Descreveremos a seguir cada um destes exames.

3.4.1- Exames histopatologicos

Os exames histopatologicos, como as bidpsias de pele profunda, para obtengdo
do diagnéstico foram executadas em centro cirtirgico ambulatorial do HC-UNICAMP, sob
anestesia local e acondicionadas em duas solugdes diferentes: formol e glutaraldeido 2%.
As amostras foram provenientes da regido axilar, pela riqueza de gldndulas sudoriparas e
um unico caso foi obtido da regido palmar. A analise do material foi realizada através de
microscopia Optica (MO) nas coloragdes hematoxilina-eosina (HE) e PAS
obrigatoriamente. O estudo de microscopia eletronica (ME) necessita de cortes ultra-finos
e estes foram realizados em toda suspeita diagndstica de LCN. Para o estudo das demais
causas especificas, realizamos estudo com ME somente se houvessem dividas ou por

interesse académico, como nos pacientes com DL.

As biépsias de musculo foram obtidas em ambiente cirirgico, por profissionais
do setor de doengas neuromusculares do Departamento de Neurologia-FCM-UNICAMP,
sob supervisdo da Dra. Anamarli Nucci.

3.4.2- Testes moleculares

A analise molecular para a pesquisa de mutagdes nos genes da Cistatina B e
EPM24, foram realizadas nos pacientes clinicamente suspeitos de DUL e DL,
respectivamente. Para tal procedimento, foram necessdrias vérias etapas, conforme

descreveremos a seguir:
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3.4.2.1- Extracio de DNA gendmico do sangue periférico

A extragdo do DNA gendmico € realizada através de parametros descritos nos
protocolos manuais de extragio, com fenol e cloroférmio a partir de vinte a trinta mililitros

de sangue periférico. Tal procedimento fornece grande quantidade de DNA.

3.4.2.2- Analise Molecular

A analise molecular foi realizada no Laboratério de Genética Molecular do
Departamento de Genética Médica, FCM-UNICAMP. Como estratégia inicial para a
deteccdo de mutagdes, foi utilizada a técnica de polimorfismos unifilamentares
conformacionais (SSCP), através da qual é possivel detectar alteragbes no padrdo de
migra¢do das amostras de DNA, previamente amplificadas pela técnica da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR).

A eletroforese € realizada em gel ndio desnaturante de poliacrilamida a 6% que
em alguns casos pode ser acrescido de glicerol (5% do volume total). Caso ocorra uma
troca de pares de base, a fita de DNA adquire uma conformagdo secunddria diferente,
resultando em alteragfo de sua mobilidade no gel.

Os fragmentos de DNA genémico foram amplificados pela técnica da PCR,
utilizando-se oligonucleotideos especificos para cada uma das regides a serem

amplificadas.

Utilizamos esta técnica para todas as regides codificadoras (exons) dos genes:

Cistatina B, gene responsavel pela DUL, com 3 exons (figura 4).

O gene EPM?24 responsavel pela DL, com 4 exons (figura 5) teve somente os
exons 2, 3 e 4 foram amplificadas pela PCR. Os oligonucleotideos utilizados em nosso

projeto estdo descritos nas tabelas 5 e 6.

As condi¢des da PCR foram otimizadas para cada par de oligonucleotideo,

estdo descritas conforme a tabela 4.
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gene cistatina B

Figura 4- Representacio esquematica do gene Cistatina B

Tabela 4- Apresentacdo dos oligonucleotideos utilizados para PCR, SSCP e

sequenciamento do gene Cistatina B .

Nome Oligonucleotideos

PF4: cgcaggggactccgaageccaaagtg
Exon 1 4R : caa agc ggc ttc ttt cge ctc

R14:  cca cft tta gca aga age ct

Fl1l: ccaccgtacccagctggaactg
Exon 2 5R: cct gea cag geg gtt tee tac

1R: gat cac agg tga acg ctc tg

4L: gge gca gea agg tgactt gg
Exon 3 dR3:  gtc taa aag caa agg agg caa tc

1R: gat cac agg tge acg cte tg

Materiais e Métodos

o)



U T il )

Exon 1 Exon 2 Exon 3

Exon 4

—————

gene EPM2A

Figura 5- Representagdo esquemética da estrutura do gene EPM24

Tabela 5- Apresentagdo dos oligonucleotideos para PCR, SSCP e sequenciamento para o
gene EMP24, responsavel pela doenca de Lafora.

Nome Oliogonucleotideos
LAFIF: gtg atg cat ccc aaa gaa gge
LAFIR: agg gaa tca gta gga age cgg
Exon 1
LAF1FB:  cgcagaaca gea cgt gtt cte
LAFIRB: tgc gee ggg ggcagg cgt ¢
LFR2F: gta tca get get tga gga ta
LFR2R: ctt gtc cta ctt cta tge cta
Exon 2
LFRS2: gta tca get get tga gga ta
LFR2S: ctt gtc cta ctt cta tge cta
LFR3F: acc aaa tat ctg get ggg ta
LFR3R: tgc tea tat ctg gtg ttg gc
Exon 3
LFRS3: cta cat gtt tta tgc agc tce
LF3S; att tat tcc att tct ace att cat
LFRAF: gcc gag tac aga tge tge
LFR4R: tcg tca atg tag aca gec g
Exon 4
LFRS4: gag aga gcc tct gge ctc
LF48S: cag aag aac gaa cct tcc ca
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Tabela 6- Condigdes das reagdes de PCRs

Exon/ gene Ciclos Temperatura Tempo
94° C 5 min.
94° C 30s

Exon 1/ Cistatina B 35 ciclos 65° C 30s
728 C 1 min.
72°C 7 min.
94° C 5 min.
94° C 30s

20 ciclos
65°C * 20s
Exon 2 e 3/ Cistatina B 72°C 2 min.
94° C 30s
10 ciclos 55°C 20s
72°C 2 min.
94° C 2 min.
94° C 30s
Exon 1, 2 e 3/ EPM2A 30 ciclos 59°C 1 min.
2°C 30s
72°C 2 min.
94° C 2 min.
94° C 30s
Exon 4/ EPM2A 30 ciclos 60%G 1 min.
722 C 30s
72°C 2 min.

*touch-down”, isto é -1°C, em cada ciclo.
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3.4.2.3- Sequenciamento

Apos a triagem pelo SSCP, submetemos os fragmentos que apresentaram
alteragdo no padrdo de migragdo eletroforética, ao sequenciamento manual e/ou
automatico. O sequenciamento dos produtos da PCR foi realizado utilizando-se a técnica de
terminacdo de cadeia, desenvolvida por Sanger et al.1977, e com o kit da Thermo
Sequenase (Amersham/Pharmacia/Biotech® ). Os fragmentos amplificados foram tratados
com a enzima exonuclease por 30 min. Em seguida sdo executadas as reagdes de
sequenciamento sense e anti-sense, utilizando-se em cada uma os oligonucleotideos
especificos, juntamente com nucleotideos radioativos ( a-dNTP P ) € um preparado
contendo dGTP. Apos realizagdo das reagdes para cada uma das quatro bases aminadas
que constituem 0 DNA humano: adenina (A), guanina (G), citosina (C) e timina (T), o
produto das 4 reagdes é submetido a eletroforese em gel de uréia. A leitura dos alelos & feita
por autorradiografia, ap6s aproximadamente 3 dias de exposigéo do gel a filmes de raios-X,

sob temperatura ambiente.

O sequenciamento automatico foi realizado utilizando-se o Big Dye Terminator
Sequencing kit for megaBACE®1000.

3.4.3- Detecgdo do dodecimero no gene da Cistatina B

Para a detecgéo da repetigdo do dodecamero, localizado no gene da Cistatina B,
foi necessirio realizar a técnica de hibridizagdo com sonda marcada radioativamente.
Através desta técnica é possivel quantificar o nimero de repeticdes do dodecamero,

presente na extremidade 5 do gene.

Esta técnica molecular € utilizada em nosso laboratério e podemos dividi-la em
duas fases:

Na primeira fase, realiza-se a PCR fria, isto ¢, nio marcado radioativamente;
em seguida submetemos esta reagdo a uma corrida eletroforética, em gel de uréia por cerca

de 4 horas. Transfere-se este material para uma membrana de nylon, por capilaridade.
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Na segunda fase marca-se a sonda, neste caso um dodecdmero, com 0 P% .
Coloca-se este material em contato com a membrana de nylon ( que contém o DNA ) em
um cilindro de vidro, por 24 horas, em um forno a 42°C. Apés este periodo a mesma sera

seca e exposta em um filme de raios- X .

3.4.4- Qutras técnicas moleculares

Quando necessario, em presenga de forte suspeita clinica, ampliamos os testes
moleculares para detecgdo de mutagdes de ponto no DNA mitocondrial. Para o diagnostico
das encefalomiopatias mitocondriais, utilizamos enzimas de restri¢io e posteriormente
confirmaremos através do sequenciamento manual. Para tal, utilizamos as enzimas de
restricio Hae III para a mutagdo A3243G (principal responsavel pelo fenétipo de MELAS)
e a enzima Bg/ I para a mutagdo A8344G (principal responsavel pelo fenétipo de MERRF).
Esta técnica consiste em utilizar enzimas de restricdo, que fazem a digestdo de regides
previamente amplificadas pela técnica da PCR. As amostras digeridas sdo submetidas a
eletroforese em géis de acrilamida 12% ou agarose 2% a 150V, com tempos de corrida
especificos para o tamanho dos fragmentos. Apés a corrida eletroforética os géis sdo
corados com brometo de etidio e levados ao transluminador com ldmpada ultravioleta. Para

a documentacio ¢é utilizado o sistema Polaroid® de fotografia instantanea.

Em alguns casos, o diagnostico etiologico especifico das EMPs, nos obriga a
pesquisar também causas pouco freqiientes da sindrome, entre elas a doenca de Huntington
(DH) e a ataxia espinocerebelar do tipo 7 (SCA7). As técnicas utilizadas nesses casos, sdo

semelhantes & descrita para a detec¢@io do dodecamero no gene da Cistatina B.

3.4.4.1- Testes bioquimicos

Para a confirmacdo diagnostica das sialidoses, € necessario recorrer a exames
bioquimicos especificos como niveis de oligossacarides na urina, detecgdo da deficéncia de

sialidase, com ou sem associa¢do da deficiéncia da P-galactosidase.
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4- RESULTADOS
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4.1- AVALIACAO CLINICA NEUROLOGICA (NIVEL DIAGNOSTICO I)

Os pacientes com diagndstico provavel de EMP, que nos foram encaminhados,
passaram por este nivel de diagndstico para estabelecermos qual a possivel causa

especifica de seu quadro clinico.

De acordo com esta avalia¢do inicial, obtivemos 9 pacientes (6 familias) com
suspeita de DUL, 5 pacientes (5 familias) com DL, 8 pacientes com LCN (6 familias), 5
pacientes com encefalomiopatia mitocondrial (5 familias), um paciente com suspeita de

doenca de depésito (1 familia) e um paciente com suspeita de DH juvenil (1familia).

A idade de inicio dos sintomas variou entre 1 ano de idade até 34 anos,
demonstrando tratar-se de um grupo de pacientes heterogéneo, como € esperado para a
sindrome das EMP. A consangiiinidade esteve presente em apenas 5 familias. Todas as
causas mais comuns de EMP estdo representas neste grupo. Totalizamos neste primeiro

nivel de diagnéstico 24 familias ndo relacionadas, num total de 29 pacientes (Tabela 7).
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Tabela 7- Dados gerais em 24 familias nio relacionadas, avaliagdo do nivel diagnéstico I

Familias Pacientes (sexo) Inicio dos Sintomas e ~ Hipdstese diagnéstica Consangiiinidade
Idade
1 E. L. fem 9 anos (33 a) UL Presente
L.A.L. mas 13 anos (39 a)
2 C.A.Z fem 8 anos (42 a) UL Ausente
3 T.T.L. G. fem 9 anos ( 15 a) UL Ausente
4 C.J.C. fem 18 anos (47 a) UL Presente
) O.L. M. mas 15anos (41a) UL Ausente
6 A.P.O. fem 7 anos (27 a) UL Ausente
T.P.O. fem 9anos (23a)
N.P.O. fem 7 anos (21a)
7 M. V.O.A . mas 12 anos (22a) DL Ausente
P.R.C. fem 14 anos (17a) DL Ausente
9 A .S.R.mas 9anos(18a) DL Ausente
10 M. W. S. fem 12anos (14 a) DL Ausente
11 S.A.S. fem 4anos(13a) LCN Presente
L. S. mas 4anos(8a)
12 A .P.R. fem Sanos(12a) LCN Presente
E. H. S*. mas 3anos(5a)
13 J.G.R. fem 4anos (6 a) LCN Ausente
14 R. P. S. fem lano(9a) LCN Ausente
15 V.C.P. fem 4anos(9a) LCN Ausente
16 J. A . mas 9anos(18a) LCN Ausente
17 R R. P. mas 6anos(16a) MELAS Ausente
18 M. A . L. fem 34 anos(41a) MERRF Ausente
19 A .C.B.mas 14 anos (19a) Sialidose Presente
20 M. O. B. mas Sanos(10a) MERRF Ausente
21 L.C.B. M. fem 6anos(14a) MELAS Ausente
22 M. B. mas 4anos(18a) Huntingnton Ausente
23 A.L.B.fem 14 anos (23 a) DL Ausente
24 T. D. S. fem 2anos(15a) MERRF Ausente

Notas: UL: Unverricht-Lundborg; DL: Doenga de Lafora; LCN- Lipofuscinose Ceréide Neuronal; MERRF:
Encefalomiopatia Com Fibras Vermelhas Rajadas; MELAS: Encefalomiopatia Acidose Latica e Stroke Like.

(*) Este paciente possui dois irmaos falecidos, com as mesmas caracteristicas clinicas e o diagnéstico final em

sua irmé nosso servigo, foi LCN tipo 2.
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4.2- EEG E RNM DE CRANIO (NiVEL DIAGNOSTICO II)

Todos os pacientes foram submetidos aos exames de EEG e RNM de cranio;
dois pacientes foram excluidos, pois ndo realizaram a RNM de cranio (um membro da
familia 12 e o paciente que constitui a familia 21). Excluiu-se portanto, uma familia e dois

pacientes.

A TC foi realizada em dois pacientes das familias 17 € 19, uma vez que nao
tiveram condicdes de realizar a RNM de cranio. No entanto, ndo consideramos este um

fator limitante para o prosseguimento da nossa investigagao.

Este passo da investigagdo (nivel diagnostico II) foi importante para realizacdo
ou ndo de exames mais invasivos ou que exigem uma técnica mais especifica, como a
realizagdo de testes moleculares. Tal fato foi confirmado durante a investigagdo da paciente
da familia 23. Ap6s a realizagdo da RNM de crénio ndo prosseguimos com a investigagdo
para DL, pois concluimos que se tratava de outra etiologia, que a principio sobrepunha-se a
EMP. Portanto também esta familia foi excluida do estudo. A seguir descrevemos o caso

clinico desta paciente.
Familia 23- Descri¢do clinica:

Paciente A . L. B. 23 anos, sexo feminino, natural e procedente de Conceigéo
de Minas (MG). E a terceira filha de um casal jovem, ndo consangiiineo, que apresentou
desenvolvimento neurolégico adequado nos primeiros anos de vida e teve calendario
vacinal completo. Freqiientou a escola até o quinto ano do ensino fundamental, com bom
rendimento. A partir dos 12 anos de idade, apresentou progressiva queda no rendimento
escolar com consegiiente interrup¢do da vida académica. Aos 16 anos, teve a primeira
CTCG. na auséncia de processo infeccioso. Desde entdo evoluiu com alteragdo de
comportamento, perda das habilidades manuais e altera¢do da marcha. Progressivamente
apresentou alteracdo da fala até o estado de mutismo. Quanto as crises epilépticas, estas
foram de dificil controle e multiformes (CTCG, miocldnias e crises parciais). Aos 20 anos
de idade ja estava afasica com tetraparesia, perda do contato visual e tendo diariamente

mioclonias e CTCG. Diante do evidente o quadro involutivo com mioclonias, declinio
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cognitivo comecando por distirbio de aprendizado, comportamento e possivel quadro

ataxico a primeira hipotese dentre as EMPs, foi de DL.

Solicitados exames gerais, entre eles o liquido cefaloraquiano (LCR), EEG e
RNM de cranio. O resultado do exame do LCR revelou somente alteragio nos titulos de
IgG e IgM para CMV, sem alteragdo nos titulos de gama-globulina ou outras proteinas. A

PCR para CMV no LCR e no plasma mostrou-se negativa.

A RM de cranio evidenciou atrofia extensa difusa e lesdo destrutiva extensa em
topografia de ambos lobos temporais pior a esquerda. O EEG teve como alteragdo,
atividade periodica lateralizada, em uma tunica ocasifio. Diante destes exames descritos, a
hipé6tese inicial de EMP foi descartada, sendo o diagnéstico provavel seqiiela de encefalite,
sem agente etiologico definido. A paciente foi re-encaminhada ao ambulatério de
Neurologia Geral de Adultos, do HC-UNICAMP. A figura 6, mostra o exame de RNM de

cranio da referida paciente.

Figura 6- Mostram dois cortes axiais da RNM de crinio da paciente (familia 23) com

atrofia e lesdo destrutiva extensa de lobo temporal esquerdo.
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4.3- EXAMES ESPECIFICOS (NIVEL DIAGNOSTICO III)

Obedecendo os critérios iniciais, excluimos a familia 16 composta por um
paciente, que nio compareceu ao procedimento de realizagdio de bi6psia de pele, a hipotese

diagnostica era de LCN.

Portanto, foram excluidas as familias 16, 21 e 23, além de um componente da
familia 12, ficando o trabalho com 25 pacientes/21 familias n#o-relacionadas.
Descreveremos a seguir, com detalhes os resultados obtidos de acordo com as causas
especificas das EMP.

4.4- RESULTADOS ESPECIFICOS
4.4.1- Doenca de Unverricht-Lundborg
4.4.1.1- Nivel diagnéstico I (avaliagao clinica e neurologica)

Do total de 21 familias ndo-relacionadas, 6 familias (9 pacientes), possuiam a
hipétese de DUL. A idade de inicio dos sintomas variou entre 7 a 18 anos de idade. Nossos
pacientes caracterizam-se por possuirem um longo periodo de evolugéo, a maioria
apresentando mais de 10 anos de sintomas. As mioclonias sdo incapacitantes, em todas as
familias, exceto em duas (familia 4 e 5), onde ¢ preponderante a ataxia. O declinio
cognitivo ndo foi quantificado objetivamente, porém foi observado durante a anamnese e
confirmado pelos familiares. A tabela 8, resume os achados clinicos desta fase de

investigacao.
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Tabela 8- Achados clinicos dos pacientes com diagnéstico provavel de DUL

Familia Idade de inicio Tipos Sinas e Sintomas Evolucdo  Particularidades
€ sexo ik criee Neurologicos
1* EL. 9aF CTCG tremores, 24a piora catamenial,
LAL13a,M  mioclénias ataxia declinio cognitivo  26a melhora em ambos
oty com piracetam
fala escandida,
liberagio piramidal
2 C.AZ 8a,F CTCG tremor cefalico, 34a raras mioclonias e
mioclénias ataxia axial global, quadry demtencial
moderado a grave
deméncia
3 T.T.L.G.9a,F Mioclénias miocl6nia incapacitante, 6a piora catamenial,
raras CTCG ataxial global, debilitagiio motora
rapida e pouco
fala escandida declinio cognitivo
4% C.JC. 183 F Mioclénias mioclénia incapacitante, 29a controle das CTCG e
raras CTCG  declinio cognitivo lento, rarasmiccionias
fala escandida,
Ataxia
5 O.LM. 15a, M CTCG ataxia global, 26a marcha muito dificil
mioclénias fala escandida, % oo comtole:solwe
as crises
pouco declinio cognitivo
6 AP.O.7a,F Mioclénias ~ Mioclénia incapacitante, 20a Depressao,
T.P.O.9a, F raras CTCG fala escandida, 14a tentativa de suicidio,
N.P.O.7a, F ataxia global 14a mioclonias
debilitantes, pouca
declinio cognitivo
OBS: *83o filhos de consangiiineos.
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4.4.1.2- Nivel diagnéstico II (EEG e RNM de créinio)

Os nove pacientes realizaram EEG e RNM de crénio. O EEG revelou disturbio

da atividade de base, entre leve a moderado. As alteragdes epileptiformes generalizadas ou

focais, também foram registradas, sendo que em alguns pacientes as mioclonias foram

exacerbadas pela fotoestimulagdo. Todos estes achados sdo inespecificos, porém

compativeis com o quadro clinico da DUL. Na tabela 9, descrevemos as alteragdes

encontradas em cada paciente.

Tabela 9- Descri¢do do padrio de alteragio no EEG dos pacientes suspeitos de DUL.

Familias Idadee Padrio de alteracio no EEG
sexo

1 E.L. Ativ. epileptiforme nas reg.frontais bilaterais, pouco freqiiente ocasionalmente

33a F generalizada, ondas lentas difusas. Distiirbio lento e moderado da atividade de base.
Ativ. epilpetiforme nas reg. temporais independentes, ondas lentas difusas. Distarbio

L.AL. lentode leve a moderado da atividade de base.
39aM

2 C.AZ _ Ondas lentas intermitentes generalizadas e distarbio lento leve a moderado da atividade
42 aF de base

3 T.T.L.G. Paroxismos de poliespiculas onda lenta generalizadas, freqiientes irregulares de média-
15a F  alta amplitude. Distirbio leve da atividade de base.*

4 CJ.C. Atividade epileptiforme generalizada e focal na reg. parieto-temporal direita , distirbio
47a F  cerebral lento e difuso da atividade de base.

5 O.L.M. Ondas lentas intermitentes polimérficas generalizadas e distirbio lento e inespecifico
41 2, M daatividade de base.

6 AP.O. Disturbio nao epileptiforme em quadrantes posteriores com distirbio leve a moderado
27a F daatividade de base.
T.p.0. Disturbio leve da atividade de base.
23 a,F
N.p.O. Disturbio ndo epileptiforme em reg. frontais e centro-temporais independentes e
21a,F disturbio leve da atividade de base.

*Durante um dos tragados a paciente apresentou CTCG, na fotoestimulagéo.
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Na figura 7, mostramos um tragado com lentificacio da atividade de base e
ondas agudas na regifio parassagital esquerda, conforme mostram as setas.
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Figura 7- EEG realizado em aparelho com 14 canais, de um dos pacientes da familia 1
(E. L. 31 anos). Esta montagem parassagital, apresenta ondas lentas teta-delta

em regiGes posteriores, lentificagio difusa e ondas agudas na regifio parassagital

Em nenhum dos exames de RNM de crénio, encontrou-se altera¢do de sinal em
substdncia branca ou cinzenta. Em 6 pacientes encontramos atrofia de cerebelo e em 4
pacientes, atrofia cortical. Foi possivel constatar também exames dentro dos limites da
normalidade. Entre nossos pacientes com 20 anos ou mais de evolugdo, foram encontradas

alteragdes estruturais (Tabela 10).
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Tabela 10- Achados de RNM de cranio dos pacientes suspeitos de DUL.

Familias Idade e sexo

Achados de neuroimagem

I E; L Atrofia cortico-subcortical difusa, alargamento discreto dos ventriculos laterais.
Atrofia cerebelar incluindo vermix.
33a,F
LAL Atrofia cortical e cerebelar discreta/moderada, proeminéncia do sistema
ventricular .
39aM
2 C.A.Z Atrofia cerebelar, alargamento ex-vacuo do 4° ventriculo
42a, F
3 T.T.L.G. Sem anormalidades
15a,F
4 C.J.C. Atrofia cerebral e cerebelar, redugio das pirdmides, insula e vérmix.
47a,F Alargamento ex-vacuo dos ventriculos laterais.
5 O.L.M. Atrofia leve/moderada dos hemisférios cerebrais. Atrofia moderada/acentuada do
AlaM cerebelo. Redugdo das dimensdes do bulbo e pedinculo cerebelares.
Alargamento do sistema ventricular mais intensamente do 4° ventriculo.
6 A.P.O. Alargamento generalizado e leve dos sulcos e cisternas cerebelares.
27a,F Sem anormalidades
T.P.O.
23a,F Sem anormalidades
N.P.O.
2laF
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Os exames de neuroimagem de duas familias serio mostrados para exemplificar
os principais achados de RNM de crénio. Figuras 8 a e b, sdo respectivamente cortes

coronal e sagital em T 1 dos pacientes da familia 1 e 6.

Figura 8A Figura 88

Figura 8- (A) Paciente do sexo masculino, com mais de 20 anos de evolugdo da doenga.
Observar em corte coronal, atrofia cortical moderada com preservagdo da
substincia branca, e a atrofia cerebelar. (B) Paciente do sexo feminino, com

histdria tipica de DUL, RNM com atrofia cerebelar e de tronco cerebral.

4.4.1.3- Exames Especificos (Nivel diagnéstico III)

As biopsias de pele foram realizadas em um membro de cada familia,
totalizando 6 amostras. Os resultados foram sugestivos de DUL em trés pacientes, sendo
constatado presencga de vactolos em glandulas sudoriparas. Tais ldminas foram revisadas

por Dr. Carpenter, que considerou-as compativeis com seus achados.

Em um paciente, foi descrito presenca de focos de lipofuscina e granulos PAS
positivos. Em duas outras ndo foram encontradas anormalidades. Estes resultados foram

obtidos apds estudos de MO e com PAS.
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Resultados da analise molecular

A analise molecular foi realizada em todos os 9 pacientes suspeitos de DUL.
Este estudo foi composto de duas etapas: 1° pesquisa de mutagao de ponto ou
polimorfismos, em um dos trés exons, pela técnica do SSCP ; 2° detecgdo da presenca da

expansdo do dodecamero.

A técnica de detecgdes de mutagdes ou polimorfismos (SSCP), que ¢ capaz de
detectar uma simples substituicdo de bases, do gene da cistatina B, foi escolhida uma vez
que o gene responsavel pela DUL, possui apenas 3 exons ¢ cada fragmento contém cerca de

200 pares de base, o que € considerado perfeito para a utilizagdo deste método.

O padrdo de migragdo mostrou-se alterado em trés pacientes, todos pertencentes
a familia 6. A alteragdo localizou-se no éxon 2 da cistatina B. Os demais pacientes

suspeitos, ndo exibiram padrdo de corrida alterado para nenhum dos trés exons.

Figura 9- Padrio de corrida cletroforética alterado (familia 6) com trés individuos
suspeitos de DUL. Este gel poliacrilamida deixa evidente a diferen¢a entre os

alterados e os normais.
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A figura 9, mostra a autorradiografia de um gel, onde aplicamos o produto da
PCR do ¢xon 2, de todos os suspeitos e alguns controles normais. O padrdo de corrida

eletroforético estd nitidamente alterado em trés pacientes, pertencentes a mesma familia.

Através deste resultado podemos inferir que ocorreu troca de bases, nio
podendo no entanto, afirmar se é realmente uma mutag¢do ou um polimorfismo. Para tal, foi
necessario procedermos ao sequenciamento manual do éxon 2, para os pacientes com
padrdo de migragdo alterado. Vale a pena lembrar que o éxon 1 ¢ 3 do gene da Cistatina B

ndo foram seqiienciados, pois nio se mostraram alterados ao SSCP.

A detecgdo da expansdo do dodecdmero, foi realizada nos 9 pacientes suspeitos
de DUL. Porém encontramos grandes dificuldades para a otimizagdo desta técnica, pois tal
expansdo € uma regifo rica em GC, o que dificulta sua amplificacdo pelas técnicas
convencionais de PCR. No entanto, conseguimos confirmar a presenga da expansdo do
dodecamero (pelo menos trés vezes maior que o alelo normal) em 3 pacientes pertencentes
a uma Unica familia. Essas foram as mesmas pacientes que apresentaram a mutagdo de
ponto no éxon 2, do gene Cistatina B, caracterizando portanto o estado de heterozigose

composta, levando a perda de fungiio de ambos os alelos.

4.4.2- Doenga de Lafora
4.4.2.1- Avaliagdio clinica e neurolégica (Nivel diagnéstico D)

Na populagdo em estudo 4 pacientes tiveram a suspeita clinica de DL e em

nenhuma familia havia descri¢do de consangiiinidade entre os pais.

O inicio dos sintomas variou entre 9 a 14 anos, sendo que a evolugio da doenga
ocorreu rapidamente. Os distirbios de comportamento com acentuada agressividade, foi
relatado em 2 pacientes (familia 7 ¢ 8). Estes antes de exibirem as primeiras CTCGs,

comegaram a apresentar dificuldades escolares, que ndo possuiam antesdo inicio da doenga.
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A fotosensibilidade foi marcante em 2 pacientes (familia 9 e 10), que tinham

suas crises desencadeadas por estimulo luminoso, ao ligarem aparelhos de televisdo ou

interruptores. Nestes o declinio cognitivo era evidente sem no entanto, possuirem

agressividade. As mioclonias foram intensas e debilitantes em todos os pacientes assim

como suas CTCGs foram de dificil controle. A tabela 11, descreve os principais achados

deste nivel diagndstico.

Tabela 11- Achados clinicos, sintomas e sinas dos pacientes suspeitos de DL.

Familia Idade inicio Tipos Sinais e Sintomas Evolucio Particularidades
e Sexo r— Neuroldgicos
7 M.V.O.A CTCG Ataxia apendicular, 8a Iniciou com dificuldade do
12aM mioclon mioclonias faciais lib. aprendizado, evoluindo para
' ias piramidal global intensa agressividade. *
8 P.R.C. CTCG Ataxia global,fala escandida, la Crises incontrolaveis, intensa
14aF mioclon mioclonias faciais, dist. agressividade rapida
ias psiquico deterioragio*
9 ASR CTCG Ataxia global, fala escandida, Ta Crises desencadeadas por
9a,M mioclon lib. piramidal fotoestimulo
ias
10 M.W.S. CTCG Ataxia global, fala escandida, 2-3a Crises desencadeadas por
12aF mioclon liberagdo piramidal e declinio fotoestimulo, agressividade
ias cognitivo rapido moderada, ataxia rapidamente
incapacitante

+ Apresentaram durante o curso clinico episédios de estado de mal epiléptico.
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4.4.2.2- EEG e RNM de crianio (Nivel diagnéstico II)

O EEG obtido em todos os 4 pacientes, confirmou a fotossensibilidade em
2 pacientes (familia 9 e 10) com crise eletroclinica em um; atividade focal occipital em

2 pacientes, sem haver relatos de crises focais por parte dos familiares.

Todos os pacientes tiveram no EEG, disturbio da atividade de base (moderado a

severo) e intensa atividade epileptiforme generalizada, tabela 12.

Tabela 12- Achados mais recentes dos EEGs, dos pacientes suspeitos de DL.

Familias Idade e sexo Padrio de alteracio no EEG

7 M.V.O.A*  Ondas agudas, espiculas e poliespiculas e independente am ambos hemisférios
182 M cerebrais. Distirbio moderado/severo da atividade de base.

8 PRC.* Espicula e poliespicula freqgiiente generalizadas, quase continuas. Distirbio
142 F severo da atividade de base.

9 A.S.R. Atividade epileptiforme generalizada muito freqiiente, crises eletroclinicas
162, M concomitante a fotoestimulagdo. Distirbio moderado da atividade de base.

10 M.W.S. Atividade teta- delta difusa, freqiientes paroxismos de atividade delta, ritmicas
14a,F de alta amplitude (150-200 pv) difusa com predominio em regides

posteriores**
* Diagnostico confirmado *% fotoestimulagdo nada acrescentou.
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Figura 10- Tragado mostra intensa atividade epileptiforme, com espiculas ¢ poliespiculas,
onda-lenta generalizados. Ativade de base dificil de ser avaliada (familia 8, com
quadro tipico de DL)

As RNM de cranio obtidas mostraram-se pouco alteradas, sendo que em um
paciente, foi considerada normal. Discreta atrofia cerebelar, foi o achado mais relevante em
trés pacientes (familia 8, 9, 10). Nao houve descri¢o de alteragdes de sinal em substancia
branca e nenhuma lesdo focal foi encontrada. A tabela 13, descreve os achados de RNM de

cranio nos pacientes com suspeita de DL.
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Tabela 13- Descrigdo dos achados de RNM de crénio dos casos suspeitos de DL.

Familias Idade e sexo Achados de neurcimagem

7 M.V.O.A* Sem anormalidades
18a, M
8 P.R.C* Proeminéncia generalizada dos sulcos cerebrais, de predominio anterior, com
14 a, F dilatacdo dos ventriculos. Cerebelo com discreta atrofia.
9 ASR. Discreta proeminéncia dos sulcos cerebelares, restante sem anormalidades
16 a, M
10 M.W.S. Alargamento dos sulcos cerebelares hemisféricos e vermianos. Redugdo das
14aF dimensdes dos pediinculos cerebelares médios. Alargamento das cisternas e do
4° ventriculo.
xdiagnoéstico confirmado.

Levando-se em conta os achados descritos, as figuras 11 A e B exemplificam os

principais achados dos casos confirmados de DL.

C1 843
Wi 2578

? ok L R

Figura 11A Figura 118

Figura 11- A ¢ B pertencem ao paciente da familia. Corte coronal em T1, mostra atrofia
cortical, dilatagdo dos ventriculos laterais e preservacdo de substincia branca.

Corte sagital, mostra atrofia cortical de predominio anterior e atrofia cerebelar

discreta.
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4.4.2.3- Nivel diagnéstico III (Resultados de exames especificos)

Para os pacientes com o diagnostico clinico de DL, os exames especificos

propostos foram: a bidpsia de pele e analise molecular do gene EPM2A.

A biépsia de pele foi realizada nos 4 pacientes estudados, sendo que em um
caso, obtivemos a amostra da regido palmar. Este foi nosso primeiro caso, ¢ apesar de ser
uma regido rica em glandulas écrinas, ndo foi escolhido como padrdo para as subseqiientes
biopsias, pois trata-se de uma regido rica em queratina, dificultando ndo somente a

cicatrizagiio como o procedimento. As demais foram da regido axilar.

Todas as amostras de pele foram enviadas para a MO e ME, porém o principal
estudo foi optico e com coloragdo PAS. O estudo com ME, pode ser realizado, caso restem

dividas quanto aos achados de MO.

Dos quatro pacientes suspeitos de DL, dois apresentaram corpusculos PAS
positivos em glandulas sudoriparas écrinas (familia 8 ¢ 9). As figuras 12 A e B, mostram 0s

corpusculos de Lafora.
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Figura 12- A e B. Fotomicroscopia de biopsia de pele da regido axilar, corada por PAS,
destacando os corpusculos de Lafora ( familia 8). A e B séo fotos em menor e

maior aumento, de uma glandula sudoripara.
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A analise molecular do gene EPM24 , foi realizada nos quatro pacientes com
diagnostico clinico de DL, utilizando a técnica de triagem de mutagdes , o SSCP, para os

exons 2, 3 e 4.

O estudo do éxon 2, revelou padrdo de migragdo alterado para os quatro
pacientes estudados. A figura 13, mostra o padrdo de mobilidade no gel, do produto da

PCR para o éxon 2. As setas indicam os pacientes com diagndstico clinico de DL.

Figura 13- Autorradiografia de gel de poliacrilamida. Este SSCP para o éxon 2 do gene
EPM?24, confirma o padrdo de corrida alterado nos pacientes suspeitos de DL.

Procedemos portanto ao sequenciamento automatico das familias 7, 8, 9 e 10
(neste caso foi possivel utilizarmos o seqiienciador automético Megabace®). O
sequenciamento no entanto, confirmou uma troca de A—G na posicdo 106, e esta ndo
modifica a seqiiéncia de amino4cidos na proteina, sendo portanto um polimorfismo. A
figura 14 ¢ um exemplo de sequenciamento automatico e em destaque a troca que resultou

em um polimorfismo.
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Figura 14- Sequenciamento automético da fita anti-sense, do éxon 2 do gene EPM?24,da

familia 7 que possui padrdo de corrida alterado no SSCP.

Os demais exons, 3 e 4 para o gene EPM24 ndo exibiram alteragdo no padréo

de corrida no gel de SSCP, dispensando a etapa do sequenciamento. Conclusao:
diagnosticamos 2 pacientes com DL através da biopsia de pele.

4.4.3- Lipofuscinoses ceréides neuronais (LCN)
4.4.3.1- Nivel diagnostico I (Avaliagio clinica e neuroldgica)

Nosso trabalho incluiu 5 familias ndo relacionadas, com diagnéstico clinico de
LLCN, num total de 6 pacientes.

A idade de inicio dos sintomas variaram de 1 ano aos 5 anos de idade. Os sinais
neurologicos foram rapidamente aparecendo, sendo a baixa acuidade visual, um dos
primeiros sintomas percebidos pelos familiares. Em seguida, quedas freqiientes precipitadas

tanto pela ataxia quanto pelas mioclonias. Quando foram avaliadas ja possuiam quadro
tipico das EMP.
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Clinicamente tivemos somente duas formas de LCN: LCN forma infantil
(familia 14) e LCN forma infantil tardia (familia 11, 12, 13 e 15) (Tabela 14)

Tabela 14- Aspectos clinicos dos pacientes suspeitos de LCN

Familia Idade de inicio e Tipos Achados Neurolégicos Evolugio Particularidades
o de crise
11 S.AS. CTCG Involugdo motora e 9a Perda visual acentuada
44,F stbiicas perda visual, com com Deméncia no mais
ataxia de marcha velho Mioclénias pouco
LS. CIca (ambos irmédos) 4a freqiientes
42 M miocl6nias
12 APR. CTCG Baixa acuidade visual, 7a Crise mioclénicas
5a,F mioclonias alt, de marcha, incontrolaveis
lib. Piramidal global
13 J.G.R. mioclénias Ataxial global, 2a Nunca teve CTCG
4a F fala escandida,
involugdo
14 R.P.S. CTCG Involugdo do DNPM, 8a Microcefalia
mioclénias  ataxia, lib. piramidal
la, F
15 ViER crises Ataxia global, liberagio 5a Inicialmente sd. de Rett
5 tonicas piramidal, baixa atipico
CTEG acuidade visual
miocldnicas

4.4.3.2- Nivel diagnéstico II (EEG e RNM de crinio)

Todos os pacientes tiveram os EEGs com atividade de base alterada, variando
desde lentificados a distiirbios severos. Atividade epileptiforme foi registrada em todos e
em somente um caso a fotoestimulagio de baixa freqiiéncia, revelou alteracdes

consideradas tipicas das LCNs.
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A figura 15, mostra EEG deste paciente, com a LCN forma infantil tardia e
tabela 15 descreve os achados dos EEGs.
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Figura 15- O tracado de EEG ap6s de 2 anos de evolugdo da doenga. Fotoestimulagdo de
baixa freqiiéncia com 1, 2 e 3 hertz exibiu atividade epileptiforme nas regides

posteriores, conforme mostra a seta ( LCN tipo 2 ).
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Tabela 15- Achados dos EEGs dos pacientes suspeitos de LCN.

Familias Idade e sexo Padrdo de alteraciio no EEG
11 S.A .S. Espiculas e poliespiculas generalizadas, predominando nos quadrantes
(3aF posteriores.Dist. leve a moderado da atividade de base
Lentificagdo difusa da atividade de base, ondas agudas generalizadas pouco
freqiiente.
L. S.
8a, M
12 A.P.R. Ondas agudas e espiculas muito freqiientes de baixa amplitude, maximas nas reg.
D aF occipitais. Severo distirbio da atividade de base.
13 J.G.R. Espicula onda lenta, irregulares de predominio central bilateral. Distirbio leve a
moderado da atividade de base.
6aF
14 R.P.S. Disturbio epileptiforme muito freqilente nas reg.fronto-centrais. Distiirbio
moderado da atividade de base.
0.4 F
15 V.C.P. Espiculas nas reg. temporo-parieto-occipitais, maximas occipitais, ora sincronas
9a,F ora independentesl. Durante a fotoestimulagdo, observaram-se descargas ritimicas

epileptiformes concomitantes a fotoestimulagio de baixa fregiiéncia.

Os seis pacientes com o diagndstico clinico de LCN realizaram RNM de crénio,

que mostraram-se alteradas em todos os casos.

Atrofia cortical e cerebelar foi o achado mais freqiiente e pode ser inferido

quando se descreve alargamento dos sulcos e dilatagdo ventricular ex-vdcuo. Alteracdes de

substéncia branca, ndo foram descritas. Na tabela 16, colocamos as descrigdes dos achados

de RNM de cranio de cada familia afetada.
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Tabela 16- Achados de neuroimagem nos paceintes com diagnéstico clinico de LCN.

Familias Idade e sexo Achados de neuroimagem
11 S.A S. Atrofia generalizada dos sulcos cerebrais e cerebelares leve/moderado. Redugdo
3aF dos bragos da ponte. Alargamento dos ventriculos
Atrofia cerebral e cerebelares leve, discreto alargamento dos ventriculos.
L. S.
8§a M
12 A.P.R. Intenso alargamento dos espagos subaracnoideos supra e infratentoriais e do
12aF sistema ventricular ex-vacuo. Redugdo intensa do cdrtex e da substdncia branca .
Atrofia moderada do tronco cerebral e corpo caloso.
13 J.G.R* Alargamento difuso dos ventriculos , sulcos e cisternas da base. estando as
6o F estruturas da fossa posterior comprometidas. Hemisfério cerebral e cerebelo
a,
normais.
14 R.P.S. Alargamento dos sulcos cerebrais fronto-temporo-parietais e das cisternas
9aF silvianas interhemisféricas. Tronco e cerebelo normais.
15 V.C.P* Alargamento difuso e acentuado dos sulcos corticais cerebrais e cerebelares
9a,F

+Pacientes com o diagnostico de LCN forma infantil tardia, confirmado.

4.4.3.3- Nivel diagnéstico III (Exames especificos)

A analise molecular ndo foi proposta para este estudo.Realizamos biopsias nas

5 familias (um paciente por familia), com o diagnéstico clinico de LCN. Conseguimos

concluir o diagndstico histopatologico em 2 pacientes /2 familias (familia 13 e 15), e ambas

tiveram o diagnostico da forma infantil tardia, devido a presenga dos CV. A figura 16,

mostra a biépsia de pele da paciente da familia 13.
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Figura 16- Microscopia eletronica aumento de 40 X, procura demonstrar a presenca de

corpos curvelineares, patognomdnicos de LCN forma infantil tardia.

4.4.4- Encefalomiopatia Mitocondrial
4.4.4.1- Nivel diagnéstico I (Avaliaciio clinica e neurolégica)

As encefalomiopatia mitocondriais estdo representadas na presente pesquisa,
por um paciente com diagndstico de MELAS e outro de MERRF.

A suspeita diagnostica foi dirigida em ambos os casos, primeiramente para
doengas mitocondriais, tendo em vista a historia clinica altamente sugestiva de cada

paciente.

Estas duas familias ilustram com uma grande riqueza de detalhes, os principais
sinais e sintomas das doengas mitocondriais. Na tabela 17, as caracteristicas clinicas destes

dois pacientes.
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Tabela 17- Descri¢do dos aspectos clinicos das encefalomiopatias mitocondriais

Idade inicio Tipos Sinais e Sintomas
Familia . Evolucdo Particularidades
e sexo de crise Neurologicos
17 R.R.P. CTCG, [nvolugdo do DNPM, 9a baixa estatura, microcefalia,
62, M CHigsi amaurose pos-ictal, hipoacusia. Aumento de CKe
g marcha ataxica, lactato sérico.
parciais
demeéncia e lib.
complexas
: ; piramidal
mioclonias
18 M.A.L. CTCG Ataxia global,fala 7a Lipomas gigantes, surdez
. . escandida,deméncia neurossensorial, neuropatia
34a, F mioclonias
mioclonias, CTCG lib. periférica em MMIIs, aumento
piramidal de CK e lactato sérico.

4.4.2.2- Nivel de diagnéstico II (EEG ¢ RNM de crénio)

O EEG realizado em ambos os pacientes, mostrou-se alterado, com lentificacio

da atividade de base e atividade epileptiforme generalizada.

O paciente com MELAS apresentou EEG com disturbio da atividade de base de
leve a moderada intensidade, e atividade epileptiforme focal nos quadrantes posteriores,

com atividade generalizada pouco freqiiente.

A paciente com MERRF, no inicio de seu acompanhamento estava com sub-
dose de drogas anti-epiléticas, e mostrava no EEG ondas agudas generalizadas
correspondentes a mioclonias. Apés ajuste da droga, houve mudanga no tragado, ficando

sem atividade epileptiforme generalizada, porém com lentificagdo difusa de todo o tragado.

O paciente com o diagnostico de MELAS possui tomografia de crénio com
alteragdo no territorio de fronteira nas regides posteriores, além de atrofia cortical difusa..
No foi possivel realizar a RNM de cranio A figura 17, mostra tais alteragdes de

neuroimagem que estio muito bem descritas nos casos de MELAS.
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Figura 17A Figura 178

Figura 17- A e B, mostram dreas hipodensas em regides posteriores, sem distribuicio

compativel com territorios vasculares. Nota-se atrofia cortical.

A paciente com diagnéstico de MERRF, possui RNM de cranio com alteragiio
de sinal em substdncia branca periventricular, e alargamento dos ventriculos laterais

(figura 18).

Devido imagem alterada em substincia branca, optamos por realizar

espectroscopia desta regido, para verificarmos qual a possivel natureza da lesio.
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C1 1674
W1 3969

Figura 18- RNM de crénio da paciente com MERRF, em corte axial; observamos
alargamento do sistema ventricular supratentorial, em T2, hipersinal de

substancia branca periventricular, dos centros semiovais, capsula interna e

externa.
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Realizamos a espectroscopia com voxel Ginico nas regides com alteracio de

sinal em substdncia branca, e a mesma revelou presenga da curva de lactato aumentado
(Figura 19).

Figura 19- Imagem foi obtida do corno posterior do ventriculo lateral esquerdo, da RNM

de cranio da paciente com MERRF, a seta aponta para a curva invertida, que

representa o lactato.

4.4.4.3- Nivel diagnostico III (Exames especificos)

Nos casos de encefalomiopatia mitocondrial, os exames especificos foram
bidpsia de musculo e analise molecular. Nestes dois pacientes as biépsias foram obtidas do
musculo braquial e realizadas pelo setor de Neuromuscular do HC-Unicamp. Ambas
demonstraram proliferagdo anormal de mitocondrias e possuem as fibras vermelhas rajadas

(ragged red fibers). As figuras 20 e 21, mostram bi6psias de musculo com coloragdes de
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Tricromio de Gomori e SDH (succinato de-hidrogenase), que sdo importantes métodos de

coloragio para confirmagdo de proliferacdo mitocondrial.

Figura 20- Biopsia de musculo com a coloragdo do Tricromio de Gomori. A seta indica

acimulo de mitocondrias anormais e as fibras vermelhas rajadas .
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Figura 21- Esta fotomicroscopia destaca a reagdo SDH, onde vemos grande presenca de

mitocondrias anormais (em escuro). A seta aponta para os locais ricos em

mitocondrias.

A analise molecular foi realizada para as principais mutagdes responsaveis por
MELAS ¢ MERRF. Realizou-se a técnica de digestdo enzimatica onde as mutagdes

A3243G e A8344G, respectivamente para MELAS e MERRF, foram pesquisadas em

ambos pacientes.

O estudo revelou que o paciente da familia 17 possui mutagdio na posicdo

A3243G do DNA mitocondrial (mtDNA). Sua mée e irmés s3o portadoras assintomaticas.
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A paciente da familia 18, possui a mutagdo de ponto na posi¢do A8344G, do
mtDNA. A figura 22 , mostra a foto de um gel de acrilamida 12% onde ¢ possivel verificar

a presenga das bandas alteradas.

Figura 22- Gel de poliacrilamida 12% com corrida eletroforética apos digestdo enzimatica
com enzima Bgl L. Apresenta trés fragmentos: 108pb (normal), e dois outros
fragmentos com tamanhos de 73pb e 35pb, gerados somente na presenca no
ponto de mutagdo A8344G no, mtDNA.

4.4.5- Sialidoses
4.4.5.1- Avaliacdo clinica e neurolégica (Nivel diagnéstico I)

Neste grupo houve suspeita clinica de sialidose, apenas para a familia 19,

composta por um paciente.

Trata-se de um paciente filho de pais consangiiineos, em uma familia onde
existem varios individuos cegos. Clinicamente, iniciou quadro de abalos mioclonicos
frequentes que pioravam com O movimento, caracterizando-se como polimioclonus,

iniciando aos 14 anos e segundo sua méde ele nunca enxergou.
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O exame neurolégico revelou facies grosseira, com protrusdo de mandibula,
escoliose, liberacdo piramidal global em membros superiores e retragdes tendineas em
membros inferiores e comportamento aquém do esperado para a idade. O exame de fundo
de olho, mostrou apenas atrofia de papila com pigmentagfo difusa, sendo formulada a

hipostese de doenga de dep6sito.

4.4.5.2- Nivel diagnostico II (EEG e RNM de crinio)

O EEG foi realizado em duas ocasides, € comprovamos que suas mioclonias
tinham origem epiléptica . O tragado em duas ocasides demonstrou atividade de base
lentificada. Em um dos exames ficou registrado a atividade epileptiforme focal e

generalizada, sendo esta associada a mioclonias.

O exame de RNM de cranio, ndo foi realizado devido a constatagdo de

polimioclonus em excesso e grave comprometimento neurologico.

4.4.5.3- Nivel diagnéstico 111 (Exames especificos)

Como o diagnéstico inicial foi de uma possivel doenga de deposito,
encaminhamos este paciente para o ambulatério de erros inatos do metabolismo. Diante dos
sinais dismoérficos e de sua histéria familial, foi indicada cromatografia de oligossacarideos

e sialil-oligossacarideos no sangue e urina, ¢ dosagem de neuroaminidase sérica.

O diagnostico de sialidose tipo I (forma juvenil), foi entdo confirmado por

exames bioquimicos.
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4.4.6- Formas raras de EMP
4.4.6.1- Nivel diagnostico I (Avaliacio clinica e neurologica)

Durante o estudo sobre as EMPs, a familia 20 composta inicialmente de apenas
um paciente suspeito, teve sua investigagdo direcionada para as encefalomiopatias

mitocondriais.

O paciente na época, com 6 anos de idade apresentava quadro de ptose
palpebral bilateral, oftalmoparesia e ataxia axial. Durante o seguimento clinico, surgiram as

mioclonias e o quadro involutivo ficou marcante assim como o déficit visual.

Ap6s 8 meses de acompanhamento, notamos que sua mae também comegava a
exibir marcha atdxica, que ndo trazia como queixa. Diante deste dado, nosso enfoque
diagnostico foi direcionado para as doengas autossdmicas dominantes, ¢ as ataxias

autossdmicas dominantes foram pesquisadas para esta familia.

4.4.6.2- Nivel diagnéstico II (EEG e RNM de crinio)

O EEG do paciente da familia 20, foi realizado e mostrou-se alterado,
confirmando inclusive que tratava-se de mioclonias, associadas a descargas epileptiformes
generalizadas durante o exame. A atividade de base mostrou-se lentificada. A figura 23,

mostra o tragado deste paciente.
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Figura 23- O tracado mostra lentificagdo da atividade de base, com descarga epileptiforme
generalizada, sendo clinicamente associada com mioclonias. Este paciente

exibia mioclonias associadas ou néo a alteragGes no EEG.
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O exame de RNM de cranio mostrou atrofia acentuada das estruturas da fossa
posterior em especial cerebelo e tronco cerebral. Ndo foram encontradas alteragdes em

substincia branca (Figura 24 A ¢ B).

Figura 244 Figura 248

Figura 24- RNM de cranio no paciente com SCA-7, atrofia cerebelar ¢ de tronco cerebral.
Cortes sagital e axial, obtidos em aquisi¢do T1. Constatada atrofia cerebelar e
de tronco cerebral; cerebelo atrofico. O corte axial, demonstra que as estruturas

supratentorial estdo bem preservadas.

4.4.6.3- Nivel diagnostico 1II (Exames especificos)

O estudo molecular foi dirigido primeiramente para a ataxia espinocerebelar
autossdbmica dominante tipo 7, devido alteragdo visual e pelo marcante padrdo de

antecipacao.

O resultado foi positivo para SCA-7, tanto para o paciente quanto para sua mae.
A figura 23, mostra uma autorradiografia, que confirma a presen¢a das expansoes de

tripletos CAGs.
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10 CAG

Figura 25- Autorradiogafia de gel de uréia desnaturante (SCA-7). Onde utilizamos uma
sonda marcada radioativamente com P32. O paciente mostra alelos com 60
repeti¢des (expandido) e 10 repetigdes (normal). Sua mie exibe alelos com 46
repeticOes (expandido) e 10 repetigdes (normal). O paciente e sua mde sdo

respectivamente os individuos 1 e 2.
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Outra forma rara que foi pesquisada, foi o teste molecular para doenca de
Huntington (HD). A familia 22, composta por um paciente, teve esta suspeita clinica.
Realizamos todos os exames propostos nos diferentes niveis diagnosticos e andlise

molecular foi negativa para DH.

O paciente exibiu alelos com 16/24 repeti¢cdes de CAGs, o que esta dentro do
normal. A figura 26, demonstra uma autorradiografia de um gel de uréia desnaturante, onde

temos amostras de pacientes afetados e normais.
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24CAGs

16CAGS

Figura 26- Autorradiografia de um gel de uréia desnaturante. Onde observamos os
diferentes tamanhos de alelos de diferentes pacientes. A seta em negrito
aponta os alelos normais (16/24) do paciente da familia 22, que esta em
duplicata. As demais setas sinalizam os alelos expandidos de outros

individuos estudados.
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Diante deste resultado, ndo conseguimos obter ao causa especifica desta EMP,
para esta familia 22.

Assim como neste caso, ndo conseguimos obter resposta para a causa da EMP
para a familia 24, composta por uma paciente. O diagnéstico clinico inicial foi de
encefalomiopatia mitocondrial, porém apos termos realizado todos os niveis diagnosticos

excluimos este hipotese.

Colocamos na tabela 18, os resultados obtidos neste trabalho, de acordo com os

diferentes diagnosticos, numero de familias e pacientes.

Tabela 18- Resultados conclusivos do estudo sobre as causas especificas das EMPs, de

acordo com as diferentes etiologias, nimero de familias/pacientes e confirmagio

diagnostica.

Etiologias Familias Pacientes Diagnéstico
Doenga de Lafora 2 2 Biopsia de pele
Lipofuscinose ceréide neuronal 2 2 Biopsia de pele
Doenca de Unverricht-Lundborg 1 3 Teste molecular
MERRF 1 1 Teste molecular
MELAS 1 1 Teste molecular

Sialidose 1 1 Bioquimico
Outras formas (SCA-7) 1 1 Teste molecular

Total 9 11 -

Dos 25 pacientes/21 familias que entraram para o estudo, conseguimos realizar
o diagnostico das causas especificas em 11pacientes/9 familias. Obtivemos resultado em

44%dos pacientes estudados o que corresponde a 43%das familias.

Resultados

121



5- DISCUSSAO
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Nosso estudo incluiu todos os pacientes com o diagnostico clinico provavel de
EMP, atendidos nos ambulatdrios de epilepsia adulto e infantil do HC-UNICAMP, do
Departamento de Neurologia da FCM, no periodo de outubro de 2000 a agosto de 2002.

Neste espago de tempo, participaram do trabalho 24 familias ndo relacionadas,
num total de 29 pacientes. Estabelecemos niveis de diagndstico, como etapas a serem
preenchidas para obtermos o diagnéstico das causas especificas. Diante desta estratégia ,

nossa amostra ao final do estudo foi de25 pacientes/21 familias.

A freqiiéncia estimada das EMPs no centro Saint-Paul (Marselha-Franga), € de
menos de 1% de todos os casos de epilepsia. Eles chegaram a este dado apds terem visto
2273 pacientes com epilepsia confirmada, entre o periodo de 1986-1995 e destes,
22 tiveram o diagnéstico de EMP. O mesmo centro descreve que num periodo de 42 anos
diagnosticou 128 casos de EMP (ROGER et al. 2002). Todas estas informagdes nos levam

a concluir que em média surgem 2 a 3 casos novos de EMP, por ano, naquela instituigZo.

A principio poderemos pensar que nosso servico devera concentrar maior
numero de casos do que a literatura descreve, porém isto ndo corresponde a verdade, pois
os pacientes que participaram deste estudo, ndo sdo apenas 0s casos novos, mas também
fizeram parte aqueles ja seguidos no servico. O paciente com maior tempo de seguimento

remonta de 1987.

As dificuldades encontradas em nosso trabalho, como falta de profissionais
especializados em diagnosticar algumas das causas especificas de EMP (LCN), séo
descritas na literatura ((WISNIEWSKI et al. 2001). Poucos centros no mundo possuem
locais especializados neste tipo de diagnéstico, o que leva a diferengas de incidéncias das
EMPs . Os autores consideram que em paises de terceiro mundo a frequéncia ndo esta

estabelecida, porque o diagndstico ndo € feito precisamente (ROGER et al. 2002).

Este trabalho ndo possui dados suficientes para pensarmos em estabelecer a
freqiiéncia das EMPs no Brasil, porém vem demonstrar que mesmos em paises
subdesenvolvidos € possivel realizar o diagndstico das diferentes causas especificas de

EMP. Nossos dados, apesar de em pequeno numero, mostram uma tendéncia de nosso
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servigo abrigar todas as formas de EMP, sem no entanto apontar para alguma forma mais

freqiiente.

A suspeita diagndstica de DUL estava presente em 9 familias, porém obtivemos
diagndstico definitivo somente em uma familia, num total de trés pacientes (familia 6).
Consideramos diagnéstico definitivo, a confirmag¢do molecular da doenga, pois os achados
de bidpsia sdo inespecificos. Para a DL dos 4 pacientes com suspeita clinica, confirmamos
o diagnostico em 2 pacientes, pertencentes a duas familias ndo relacionadas (familia 7 e 8).
A suspeita de LCN foi levantada em 5 pacientes, pertencentes a 4 familias ndo
relacionadas. No entanto, o diagndstico definitivo foi confirmado somente em 2 pacientes,
pertencentes a 2 familias n@o relacionadas (familia 13 e 15). As encefalomiopatias
mitocondriais foram levantadas como hipdtese diagnostica em 4 pacientes/4 familias e
confirmadas em 2 pacientes/2 familias. As demais causas de EMP, como doenga de
depésito € uma forma rara de ataxia espinocerebelar (SCA-7), foram confirmadas em

1 paciente cada.

Portanto, o diagnéstico definitivo das causas especificas de EMP foi obtido em
11 pacientes/ 9 familias. Isto significa que 44% dos pacientes (43 % das familias) tiveram o
diagnostico confirmado de EMP. A mais freqiiente foi DUL, num total de 3 pacientes (12%
do total), em seguida temos: DL (2 pacientes), LCN (2 pacientes) e as encefalomiopatias
mitocondriais (2 pacientes), cada uma correspondendo a 5% dos pacientes. Discutiremos a

seguir os diagnoésticos especificos confirmados neste trabalho.

5.1- DUL

No estudo das familias com o diagnéstico clinico de DUL, o fato de termos
conseguido realizar o diagndstico molecular em somente uma familia, chama a atengédo e

podemos encontrar explicagGes para tal fato, nas dificuldades técnicas encontradas.

Na maioria dos pacientes com DUL, nenhuma muta¢do ¢ encontrada nas
regides codificadoras do gene Cistatina B (PENNACHIO et al., 1996; LALIOTI et al.,
1997). Para se ter uma idéia, no estudo feito por LALIOTI et al de 1997, foram
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encontradas 4 mutagdes e 3 polimorfismos, em 7 pacientes dos 29 estudados. Neste estudo,
novamente se reforgou a hipotese de que deveria haver outro elemento regulador, fora
destas regides estudadas que fosse responsavel pela atividade alterada da cistatina B. Em
nossa proposta de analise molecular, utilizamos a mesma estratégia descrita neste trabalho,
utilizando o SSCP e posteriormente o sequenciamento dos pacientes que exibissem padréo

de migragdo alterado.

Tendo em vista que, ja sabiamos que apenas uma minoria dos pacientes com
DUL, possuiriam muta¢des de ponto, ndo nos surpreendeu o fato de termos encontrado
somente uma familia com alteragdo no SSCP. Este resultado € esperado no estudo desta

doenga, ndo estando nossa amostra, neste ponto diferente do descrito na literatura.

Porém, quando pesquisamos a alteracdo mais freqiiente, que € a presenca de
uma grande expansdo de um dodecémero, localizado na regido onde se inicia a transcri¢do
do gene da cistatina B, (LAFRENIERE, et al., 1997; LALIOTI et al., 1998) encontramos
muitas dificuldades. Vérios trabalhos salientam a dificuldade desta etapa diagndstica
(LALIOTI et al., 1997b, 1997c; LALIOTI et al 1998) devido ao fato do dodecamero ser
composto somente de seqiiéncia de GC. Sabemos que, qualquer regido rica em GC ¢€
resistente a amplificagdo pela PCR, sendo necessarias varias adaptagdes da t€cnica, para a
amplificagdo desta 4rea de interesse. Para determinarmos o tamanho das expansdes, foi
necessario um protocolo de amplificagdo da PCR ¢ subseqiientemente realizarmos a
hibridizagdo com uma sonda que contenha a repetigdo. Como o tamanho da expansdo ndo
estd relacionada com a idade de inicio da doenga (LALIOTI et al, 1998), ndo nos

preocupamos em determinar o tamanho exato da expans3o.

Realizamos a andlise como descrito em LALIOTI et al. 1998, porém nao
conseguimos obter a mesma reprodutibilidade do estudo em questdo. A técnica foi
realizada varias vezes, com mudangas que consideramos pertinentes. Somente conseguimos
amplificagdo em gel de agarose, dos pacientes com a hipdtese clinica de DUL, que foram
comparados com marcadores de peso molecular previamente conhecidos. Neste
experimento foi possivel verificar que uma paciente apresentava uma banda,

correspondente a um de seus alelos, com aproximadamente 800 Kb. Tal resultado sugere
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que ela possui um de seus alelos com uma expanséo da regido do dodecamero, pelo menos

trés vezes maior que o alelo normal.

Clinicamente todos os pacientes com suspeita diagnéstica de DUL, iniciaram o
quadro neurol6gico entre 6 a 13 anos de idade. Todos possuiam quadro epiléptico, em sua
totalidade caracterizado por CTCG e mioclonias incapacitantes. Notadamente o declinio
cognitivo foi lento em todas as familias. Os dados da histéria clinica e neurologica, foram
todos concordantes com a literatura (BERKOVIC et al., 1986; LEHESJOKI et al., 1998:;
SERRATOSA, et al., 1999).

O estudo eletrofisiologico foi realizado através do EEG, e mostrou-se com
resultados inespecificos. A fotosensibilidade esteve presente em 50% de nossas familias
estudadas (familias 1, 3 € 6). Comparando com os dados apresentados na literatura, que
descrevem 90% dos pacientes como sensiveis a fotoestimulagdo (TASSINARI et al. , 1974;
MAUGUIERE et al., 1981; TASSINARI et al., 1989) nossa amostra ¢ diferente. Porém nfo
consideramos este dado relevante para o diagndstico da doenga, pois os estudos descritos a
respeito da eletrofisiologia, datam de uma época anterior ao diagndstico molecular da DUL,
onde detalhes do EEG poderiam auxiliar no diagndstico (TASSINARI et al. 1974;
MAUGUIERE et al. 1981; TASSINARI et al. 1989). Consideramos portanto, que os dados
eletrofisiolégicos sdo importantes para o seguimento e tratamento da epilepsia, mas nfo
contribuitdrios para o diagndstico da DUL.

A RNM de crénio obtida em todos os pacientes, evidenciou em sua maioria,
atrofia cortical e cerebelar, em graus variados assim como exames normais. Podemos no
entanto, discutir nossos achados, tendo em vista a unica familia com diagnostico
confirmado. Nesta , que possui trés pessoas acometidas, os exames de RNM de cranio,
mostraram-se¢ sem anormalidades em dois pacientes e somente um exame apresentou
atrofia cerebelar discreta. Este exame alterado foi da paciente com maior tempo de

evolugédo da doenga.

Podemos a principio, pensar que aqueles individuos com maior tempo de
doenca deveriam exibir maiores altera¢Ses de neuroimagem. Porém, segundo estudos com
RNM de créanio e espectroscopia (MASCALCHI et al., 2002), ndo ha correlagdo entre a
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duragdo da doenga ou severidade da mesma. Dentro desta familia por nés estudada, estes
dados se confirmam pois nossas pacientes possuem pelo menos 14 anos de evolugéo, e
clinicamente possuem diferentes graus de acometimento. A paciente que apresenta atrofia
leve a moderada de cerebelo, usou por muito tempo fenitoina, fato este sempre muito
enfatizado, como um dos possiveis responsaveis pelos achados neuropatoldgicos
(ELDRIGE et al., 1983). E importante ressaltar, que essas descri¢des neuropatologicas
foram realizadas antes da descoberta do defeito genético responsavel pela DUL (ELDRIGE
et al., 1983; HABIB et al., 1985; KOSKINIEMI, ML. 1986).

Estudos de RNM de créanio, em pacientes diagnosticados por testes moleculares
sdo reduzidos, sendo o estudo de MASCALCHI et al , 2002, o tnico encontrado na
literatura a respeito da DUL. Fato este que ressalta a importancia de nosso trabalho que
apesar de uma amostra reduzida, mostrou que nossos pacientes com o diagndstico
molecular possuem as mesmas caracteristicas clinicas e de imagem, como os demais casos
descritos na literatura. Além disso, ¢ importante lembrar que dados sobre a DUL na
América do Sul sfo inexistentes. A literatura coloca que nas Américas, a DUL deve ser
também a mais freqiiente sem no entanto existirem dados epidemiologicos a este respeito

(ROGER et al., 2002).

A realizagdo ou ndo da bidpsia de pele de regido axilar, € outro ponto
importante para a discussdo. Por um longo periodo, este foi o unico exame complementar,
capaz de ajudar no diagndstico de DUL. A bidpsia de pele demonstrava vactolos em
glandulas écrinas e auséncia de corpusculos de Lafora (COCHIUS et al, 1994), o que
associado as caracteristicas clinicas e de EEG, faziam o diagnostico de DUL. Tal fato, foi
nossa justificativa para a realizacdo de bidpsia de pele em todos os pacientes suspeitos.
Encontramos as alteragdes descritas como sugestivas de DUL, em trés familias e destas,
uma apresentou confirmacgdo através de testes moleculares. Porém até mesmo Dr. S.
Carpenter, um dos autores deste artigo de 1994, considera que ndo podemos afirmar que
exista esta clara correlagdo entre os achados de bidpsia e as alteragdes moleculares
(comunicado pessoal). A confirmac¢f@o da doenca reside no teste molecular, uma vez que o
achado patologico € inespecifico e pode ser encontrado em outros pacientes com outras

formas de epilepsia e uso cronico de drogas anti-epilépticas (COCHIUS et al., 1994).
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5.2- DOENCA DE LAFORA

Realizamos o diagnodstico de DL em 2 familias ndo relacionadas (50% dos
casos suspeitos). As caracteristicas clinicas e neurolégicas foram muito sugestivas da
doenga, sendo os dados semelhantes aos da literatura (TASSINARI et al. , 1978;
SERRATOSA et al., 1999; MINASSIAN, 2002).

As caracteristicas das crises epilépticas dos dois pacientes que fizeram parte de
nosso trabalho, ndo foram possiveis de serem detalhadas pois estes possuiam importante
alteragdo de comportamento. Portanto, ndo podemos afirmar se eles possuiam ou nio as
crises parciais occipitais, descritas como presentes em 50 % dos pacientes nos estagios
iniciais da doenca (ROGER et al., 1983).

A RNM de crinio, em ambos os pacientes, mostrou intensa atrofia do cortex
cerebral em contraposicdo ao cortex cerebelar e por conseguinte a atrofia cerebelar. Estes
dados isoladamente pouco contribuem para o diagnéstico de especifico de DL. Nao
encontramos dados de literatura para podermos compara-los e possuimos poucos pacientes
diagnosticados, para levantarmos hipdteses ou conclusbes, a respeito destes achados.
Talvez um dos motivos para a auséncia de artigos sobre neuroimagem e DL, sejam as
inimeras descrigdes de achados de autépsia de sistema nervoso central (CARPENTER S,
et al., 1974; MINASSIAN, B. A . 2002).

A realizagdo da bidpsia de pele como um dos métodos para o diagnostico de
DL, teve grande importancia ndo somente para a confirmagdo diagnostica, assim como
para estabelecer em nosso servico, parametros para a identificagdo dos corpusculos de

Lafora, em amostras de pele.

Apesar dos trabalhos ja publicados, destacarem e defenderem a bidpsia de pele
como método para obtencdo do diagnoéstico (CARPENTER et al., 1981; BUSARD et al.,
1986; BUSARD et al., 1987; KARIMIPOUR et al., 1999) estes dois pacientes, sdo os
primeiros casos diagnosticados dessa maneira, em nosso servico de Anatomia Patologica

(comunicado pessoal).
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A andlise das biopsias de pele realizadas em nossos pacientes, revelou a
presenca de numerosas inclusdes PAS-positivas, nas c€lulas dos ductos das glandulas
écrinas, conforme proposto por Carpenter, em 1981. Tais inclusdes sdo patognomdnicas e
ndo necessitam obrigatoriamente de confirmag@o através de microscopia eletronica
(CARPENTER et al., 1981).

O estudo molecular dos quatro pacientes suspeitos de DL, foi realizado
pesquisando-se as mutagdes mais comuns, segundo MINASSIAN e colaboradores,
descritas como presentes nos exons 2, 3 € 4 do gene EPM2A (MINISSAIAN et al., 2000).

A analise molecular através do SSCP, mostrou nos quatro pacientes, alteragé@o
no padrdo de migragdo, sugerindo uma possivel mutagdo. O sequenciamento automatico,
identificou uma troca de bases na posi¢do 106 A—G, do ex6n 2 do gene EPM2A. Esta
alteracdo corresponde a um polimorfismo do gene. O estudo através de triagem de
mutagOes para os demais €xons, ndo mostrou alteragdes, portanto nio encontramos em
nossa amostra nenhuma mutacdo, nem mesmo nos casos confirmados por biopsia. Ao
propormos o estudo molecular para a DL, sabiamos da possibilidade de ndo encontrarmos

mutacdo nos pacientes estudados, devido a alguns fatores:

1°) Apenas trés muta¢des foram encontradas presentes em mais do que duas
familias (MINASSIAN 2002). Portanto, a grande heterogeneidade alélica e ndo-alélica,
torna dificil a realiza¢do do diagndstico molecular (MINASSIAN et al 2000; SERRATOSA
et al; 1999), fazendo com que o exame histopatologico, seja padrdo ouro para o

diagnodstico para a confirmagao.

2°) Apesar de clinicamente existir uma homogeneidade do fenétipo, cerca de
20% das familias, nio apresentam ligacdo do gene EPM2A na regido critica 6q23-q25
(SERRATOSA et al., 1995; GOMEZ-GARRE et al., 1998). Havendo portanto, pelo menos
mais um outro gene implicado na DL (SERRATOSA et al 1999). Mutagbes em um
segundo gene devem estar presentes, especialmente em familias franco-canadenses, que

possuem DL e ndo fazem ligagdo no lécus EPM2A do cromossomo 6q23-25.

3°) Nio realizamos o estudo do éxon 1, o qual contém o menor mimero de

mutacdes descritas (SERRATOSA et al 1999).
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5.3- LIPOFUSCINOSES CEROIDES NEURONAIS

Nossos resultados a respeito da investigagdo dos casos suspeitos de LCN,
finalizaram com o diagnostico definitivo de duas familias ndo relacionadas, num total de
dois pacientes. Confirmamos o diagnéstico somente da forma infantil tardia ou LCN tipo 2,
caracterizada pela presenga dos CVna histopatologia .

As apresentacdes clinicas nestas duas familias foram tipicas (SANTAVORI
et al, 1988; UVEBRANT et al, 1997), porém n3o podemos afirmar que sdo
genotipicamente, idénticas as formas ja descritas na literatura. Vale a pena ressaltar este
aspecto, uma vez que esta categoria de doencas de deposito, possui inumeras variantes
fenotipica e heterogeneidade genética alélica e nido-alélica (SERRATOSA et al., 1999;
WISNIEWSKI et al., 2001).

O estudo eletrofisiologico realizado em nossos dois pacientes com LCN tipo2,
que consistiu da realizagdo do EEG, pouco colaborou para chegarmos ao diagndstico de
LCN. A fotoestimulacdo com 1 e 2 hertz, mostrou espiculas na regido occipital em apenas
um caso, dos dois confirmados. A literatura descreve que na forma de LCN tipo 2, a
fotoestimulacdo de baixa freqiiéncia auxiliaria no diagndstico, nos estdgios iniciais da
doenga (VENESELLI et al., 2001). Nosso trabalho, confirmou este achado porém, ndo
temos dados suficientes para considerar que este exame auxiliou de maneira marcante, o

diagnéstico desta forma de EMP.

Os estudos patologicos com microscopia eletrOnica, realizado nos pacientes
suspeitos, conseguiram confirmar o diagndstico em dois pacientes. Apesar de clinicamente
considerarmos que haviam cinco familias com este possivel diagndstico, ndo conseguimos
alcangar um nimero maior de casos positivos, devido a dificuldade em se identificar as

estruturas que sdo patognomonicas de cada variante.

O nimero de familias com o diagndstico de LCN pode estar subestimado, uma
vez que possuimos dificuldades em realizar o diagndstico por microscopia eletronica. Esta
observagio vai de encontro com que inicialmente ja esperavamos neste estudo, e também

com o que a literatura descreve. WISNIEWSKI et al 2001, discute que o estudo com
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microscopia eletronica, € a maneira mais eficiente para o diagndstico das LCN, porém
poucos patologistas tem experi€ncia nestas doengas. Muitos ficam desencorajados para
este tipo de estudo, devido o grande numero de estruturas que devem ser analisadas e o

tempo necessario para tal estudo.

Vale ressaltar que através de nosso estudo, entramos em contato com
Dr. Stirling Carpenter, neuropatologista experiente, que em sua visita ao Brasil, estudou
alguns de nossos casos. Este contato veio de encontro com as necessidades que a Anatomia
Patolégica do HC-Unicamp precisava, e serviu de incentivo para a continuacdo deste tipo

de estudo.

5.4- ENCEFALOMIOPATIAS MITOCONDRIAIS

Em nossa amostra final, contamos com um caso de MERRF e outro de
MELAS. Clinicamente estes pacientes possuem sinais € sintomas variaveis, confirmando
que realmente estamos diante de uma doenga multisistémica. (FUKUHARA et al. 1980;
SHOFFNER et al. 1990).

A apresentagdo clinica da primeira paciente merece destaque pois além dos
sinais e sintomas comuns a MERRF, apresentava também lipomas gigantes. Esta forma de
apresentacdo € considerada pouco comum, vista em menos da metade dos casos
(DIMAURO et al., 2002). A hipotese que tenta explicar a presenca destes lipomas € que,
uma disfun¢do mitocondrial pode comprometer a lipomatose nos tecidos, o que resultaria

em um acumulo excessivo de gordura e formacdo de tumores (BERKOVIC et al., 1991).

O diagndstico molecular dessa paciente, foi dirigido imediatamente para o
estudo do ponto de mutagdo do mtDNA, que pesquisou a mutagdo mais freqiiente
responsavel por cerca de 90% dos casos, A8344G (SHOFFNER et al., 1990). Nao nos
preocupamos inicialmente em realizar a biépsia de musculo, pois sabiamos que a mutagéo
A8344G, estaria em uma condi¢do de heteroplasmia e deveria estar em altos niveis para
causar os sintomas (SHOFFNER et al., 1990). A realizagéo posterior da biépsia de muisculo
foi por motivos de melhor documentar este primeiro caso de MERRF com lipomatose

gigante e realmente confirmou a presenca das fibras vermelhas rajadas.
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O exame de RNM de créinio da paciente com MERRF, revelou além da atrofia
cortical e cerebelar, comum aos pacientes com MERRF (FUKUHARA et al, 1991;
BARKOVIC et al., 1993), alteragdes de substancia branca periventricular com aumento de
lactato a espectroscopia. Esta descri¢do ndo é comum, sendo descrita como um achado ndo
usual nos casos de MERRF ( MARRIE et al , 2001). Outro achado caracteristico desses
pacientes sdo as calcificagdes dos ganglios da base (BARKOVIC et al., 1993).

O paciente com MELAS pertence a uma familia de negros, com uma irmandade
de quatro individuos, onde foi detectado o ponto de mutagdo A3243G no paciente indice,
em sua mde e nas trés irmds, que sdo assintomaticos até o momento. Este foi o unico
paciente cuja familia também foi estudada mesmo que assintomatica, para que assim

pudéssemos verificar a propor¢do de mtDNA normal e mutante (grau de heteroplasmia).

De acordo com a literatura (DiMAURO et al., 2002), comparando-se pacientes
com MERRF-8344 e MELAS-3243, estd se concluindo que hd maior severidade dos
sintomas neurologicos em pacientes com MELAS. A conclusdo é que MERRF tem um
curso mais arrastado ¢ moderado enquanto que MELAS estd associado com uma
progressdo mais rapida e devastadora (DIMAURO et al.,, 2002). Apesar de podermos
comparar apenas dois pacientes, estes confirmam os dados descritos por este trabalho.

O paciente com o diagnostico de MELAS esta entre aqueles que n3o realizaram
RNM de crénio. Tal fato ndo o levou a exclusdo do estudo, pois a CT de cranio foi capaz
de demonstrar que os acidentes vasculares, ndo respeitam o territério das grandes artérias
(PAVLAKIS et al., 1984, SUZUKI et al., 1990), sendo que a realizagdo deste exame pode
auxiliar no diagnéstico de MELAS.

5.5- FORMAS RARAS DE EMP

As formas raras de EMP, devem ser pesquisadas quando as outras causas mais
comuns forem excluidas. Em nosso estudo realizamos o diagnostico de uma forma rara de
EMP, que nio havia sido ainda descrita como tal, a SCA-7. O paciente apresentava a triade
classica das EMPs, sendo que pela idade e multiplicidade de sintomas, os principais

diagnésticos levantados, foram de encefalomiopatia mitocondrial ou LCN.
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Durante o seguimento, notamos que tratava-se de uma doenga cujo padrdo de
heranga, era autossomico dominante. Tal fato surgiu, devido quadro clinico exibido pela
mée, que ao ser examinada demonstrou ataxia cerebelar , disartria e oftalmoparesia. Nossa
hipotese de ataxia espinocerebelar autossomica dominante tipo 7, foi confirmada através do
diagndstico molecular (GOUW et al., 1995; DAVID et al, 1997; JOHANSSON et al.,
1998; GOUW et al., 1998).

Diante da confirmacdo molecular, descrevemos uma familia com SCA-7, cuja
apresentagdo do caso indice, foi como uma EMP. Nosso trabalho contribuiu com a

descri¢do de mais uma forma rara de EMP.

De acordo com um dos objetivos propostos foi possivel elaborar um algoritmo

para se estabelecer o diagnostico das principais causas de EMP em nosso meio.
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Suspeita clinica ds EMP

}

Triade clinica :
mioclonias, epilepsia e deterioracdc neurpldgica

DL / ’| \
¥
Disturbio de comportamento | \'-‘ Encefalomippatia

Com piora répida dos sintomas mitocondrial
' Sialidose |
Bidpsia de pele com o _1 o o Doenga multissistémica
corpos PAS + Facies grosseira polimioclonias; ofou stroke-like
mancha vermeiho cereja (FO). R
/ S Analise molecular
/ Teste bioquimico {dosagem de \ (A8344G-MERRF)
/ oligossacarideos e sialidase) & {A3243G-MELAS)
é
DUL LCN
+ ¥
Mioclonias incapacitantes Perda visual
Pouco declinio cognitivo progressiva
v nainfancia
Andlise molecular )
{expanséo do dodecaémero e Bidpsia de pele com
estudo de mutagéo de ponto) estudo de microscopia eletrénica
{CV,GROD, FP)

Figura 27- Algoritmo para diagndstico para as principais causas de EMP.

OBS: A realizac¢do dos exames de EEG e RNM de crinio, devem ser considerados como
parte da investigagdo de qualquer paciente que encontre-se em estudo de uma entidade
clinica rara como as EMP. Os procedimentos em negrito correspondem ao padréio ouro para

o diagnostico.
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6- CONCLUSOES
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Nosso trabalho foi capaz de realizar o diagnostico especifico em 44% dos
pacientes estudados o que corresponde a 43% das familias, no periodo de cerca de dois
anos. Isto significa que dos 25 pacientes com provavel EMP realizamos o diagndstico

especifico em 11 pacientes.

Entre as causas mais freqiientes estio a DUL, as LCN tipo 2, a DL e as
encefalomiopatias mitocondriais. A capacidade de chegarmos ao diagndstico especifico
demonstrou-se bastante reduzida nos casos de DUL e LCN, se levarmos em conta 0 numero
de suspeitos, que iniciaram o estudo. Isto nos leva a crer que precisamos de mais tempo

para formar especialista e consolidar protocolos moleculares.

Os exames utilizados para o diagnéstico especifico como EEG ¢ RNM de
crénio apresentaram-se com resultados inespecificos, ndo contribuindo de maneira decisiva
para o diagnéstico etiolégico final. Tais exames mostraram-se relevantes na determinagéo e
seguimento da epilepsia e na exclusdo de possiveis lesdes destrutivas em sistema nervoso

central.

As biépsias de pele mostraram-se um importante instrumento diagnostico para
a DL e LCN, sendo que a mesmo nfo se aplica para a DUL. Vale a pena ressaltar que,
apesar de ser um método pouco invasivo e simples tecnicamente, sua interpretagdo depende
do local escolhido, da maneira como foi fixado o material e por 1ltimo da experiéncia do

examinador.

A correlacdo fendtipo/genétipo, foi realizada somente em trés familias
(1 familia com DUL e duas com encefalomiopatia mitocondrial). A correlagdo ndo
apresentou surpresas, sendo perfeitamente compativel os achados moleculares com a
clinica apresentada pelos pacientes, com excegido da SCA-7, que se apresentou de maneira

pouco usual

O trabalho foi capaz de concluir e elaborar um algoritimo de diagndstico, que
prioriza a informagdio clinica neurologica, voltando-se para os pontos essenciais do
diagndstico e para a execu¢do dos exames especificos como biopsias de pele, testes
moleculares e bioquimicos. N#o indicando que se gaste tempo € recursos na realizag@o de

outros exames que nio serdo capazes por si, de fazer o diagndstico definitivo das EMP.
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Podemos pontuar que:

Para o diagnéstico da DUL, ¢ necessério recorrer a analise molecular como
primeiro exame para o diagndstico. Especificamente pesquisar a regido que contém a

expansio do dodecdmero, sendo este porém, um teste tecnicamente dificil.

O exame de escolha para obter o diagnéstico de certeza, na DL, € a bidpsia de
pele, sendo este procedimento répido , pouco invasivo e que permite englobar 100% dos

casos possiveis de DL.

O diagnéstico da DL, somente pela analise molecular, ndo deve ser realizado

isoladamente

A biopsia de pele seguida da anélise por microscopia eletronica € o exame de

escolha para o diagnostico de certeza, das LCN.

A andlise molecular deve o exame de escolha para a confirmacdo do

diagnéstico dos casos suspeitos de MERRF e MELAS.

Para os casos de sialidose, o diagndstico de certeza € obtido com a andlise

bioquimica .

As formas raras de EMP devem ser pesquisadas como ultima possibilidade
diagnéstica e niio podemos nos esquecer que outras doengas neurodegenerativas, podem

sindromicamente serem classificadas como EMP, como foi o caso da SCA-7.
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA

Titulo do projeto: Estudos Genéticos nas Epilepsias Mioclonicas Progressivas

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

Dra. Maria Isabel C. R. Morais

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa

envolvendo pacientes e familias de individuos com suspeita clinica de Epilepsia Mioclonica

Progressiva. O objetivo geral do estudo é o de determinar a freqii€éncia de algumas
mutacgdes encontradas em pacientes com Epilepsia Mioclonica Progressiva. Esses estudos
poderdo levantar dados que possibilitar8o um conhecimento mais aprofundado das
Epilepsias Mioclonicas Progressivas de modo geral. Tanto as amostras de DNA, e a
informacdo médica a meu respeito, bem como a respeito de minha familia que forem
obtidas para esse estudo, poderdo ser compartilhadas com outros pesquisadores que
trabalham com Epilepsia Mioclonica Progressiva . Podendo assim ser utilizadas
eventualmente para outros fins de pesquisa sobre Epilepsia Mioclonica Progressiva. O
sigilo sera mantido em todos os estudos colaborativos através da utilizagdo de um nimero

de codigo para a identificagdo dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores
participantes fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. Eu serei
submetido a um exame fisico neuroldgico para confirmar meu estado clinico. Além disso,
poderei ser submetido a exames subsididrios laboratoriais, de imagem (como tomografia
computadorizada ou a uma ressondncia magnética de cranio), eletroencefalografia, bidpsia

muscular e de pele. Sabemos que as Epilepsias Mioclonicas Progressivas compreendem
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varias doengas que podem ser diferenciadas através de analise patologica da biopsia
muscular e/ou pele, enfatizando a necessidade destes exames, os quais ja fazem parte da
rotina para o diagndstico e sd3o feitos nos principais centros de estudo da doenga no mundo.
Uma amostra de sangue venoso sera colhida (20 a 30 ml, o equivalente a duas colheres de
sopa). Hospitaliza¢do nfo sera necessaria. Os procedimentos mencionados acima, com
exce¢do da coleta da amostra de sangue, fazem parte dos cuidados médicos de rotina para
um paciente com Epilepsia Mioclonica Progressiva. Os procedimentos mencionados acima
serdo realizados dentro do primeiro ano apds 0 meu consentimento em participar no estudo.
O uso posterior do material colhido, para outra pesquisa, somente sera realizado mediante

aprovacdo pelo comité de ética em pesquisa.

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 20 a 30 ml de sangue venoso sera efetuada. Os riscos associados
a esse procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no
local da coleta do sangue. O desconforto sera minimo pois se trata de uma coleta de sangue
geralmente da veia do brago que serd realizado por profissional treinado e devidamente
habilitado para realizar esse procedimento.
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA

Titulo do projeto: Estudos Genéticos nas Epilepsias Mioclonicas Progressivas

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

Dra. Maria Isabel C. R. Morais

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participagéo
nesse estudo e que o meu diagnéstico e o meu tratamento provavelmente ndo serdo
modificados. Os resultados dos testes moleculares obtidos, serdo disponiveis através do
meu acompanhamento no Ambulatério de Neurogenética que funciona toda Segunda-feira
das 08:30 as 12:00h no 2° andar do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), tel. (019)3 788 8908. Este ambulatério oferece um atendimento
multidisciplinar com a participagio de geneticista, neurologista, psicélogo (a), assistente
social e fisioterapeuta. E importante salientar que qualquer membro de minha familia que
desejar obter orientagdo genética podera ser atendido no Ambulatério de Neurogenética do

HC-UNICAMP.

SIGILO:

Eu entendo que toda informacdo médica, assim como os resultados dos testes
genéticos decorrentes desse projeto de pesquisa, fardo parte do meu prontuario médico e
serdo submetidos aos regulamentos do HC- UNICAMP referentes ao sigilo da informag&o

médica.

Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins de

publicacdo cientifica, nenhum nome sera utilizado.
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FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informacdes adicionais relativas ao estudo a

qualquer momento. A Dra. Iscia Lopes Cendes, tel (019) 3788-8907 estara disponivel para

responder minhas questdes e preocupagdes. Em caso de recurso, davidas ou reclamacdes
contactar a secretaria do comité de ética da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel.
(019)3 788-8936.

RECUSA OU DESCONTINUAGAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participag¢do € voluntaria e que eu posso me recusar a
participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha participa¢do no estudo a
qualquer momento (incluindo a retirada da amostra de sangue e dos subprodutos
eventualmente derivados desse material) sem comprometer os cuidados médicos que recebo
atualmente ou receberei no futuro no HC- UNICAMP. Eu reconhego também que a Dra.
Iscia Topes Cendes pode interromper a minha participacdo nesse estudo a qualquer

momento que julgar apropriado.
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA

Titulo do projeto: Estudos Genéticos nas Epilepsias Mioclonicas Progressivas

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

Dra. Maria Isabel C. R. Morais

Eu confirmo que o (a) Dr. (a)

explicou-me o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos,
desconforto e possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi
explicado, assim como compreendi esse formulario de consentimento e estou de pleno

acordo em participar

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha data
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RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

0 objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos e vantagens que
poderdo advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a

fornecer uma cépia desse formulério de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data

Anexos

162



SCA-7 disease presenting as Progressive Myoclonic Epilepsy in childhood

Maria Isabel C. R. Morais, MD'; Marilisa M. Guerreiro,MD, PhD'; Fernando Cendes,MD,
PhD'; Iscia Lopes-Cendes, MD,PhD?

Departaments of Neurology and Medical Genetics;

University of Campinas(Unicamp)-Brazil
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Introduction:

The autossomal dominant cerebellar ataxias (ADCAs) or SCA, are a
heterogeneous group of hereditary neurodegenerative disorders with overlapping
phenotypes. Characterized by variable disfunction of the cerebellum, basal ganglia,
brainstem, spinal cord and peripheral nerves. Associaton with macular degeneration and
autossomal dominant enharitance, a distinct form of ADCA, SCA-7".

The genetic defect causing SCA-7 is an expanded, unstable stretch of DNA
with a repeating CAG segment in first exon of the SCA4-7 gene’ (chromosomal locus
3p21.1-p12). Affected individuals contains between 37 and more than 200 CAG repeats;
the normal alleles contains 4 to 35 repeats. Anticipation, or the earlier onset of symptoms
and more severe disease in successive generations, has been discrebed in SCA-7,

particularly on paternal transmission of the disease.

SCA-7 is characterized by progressive cerebellar ataxia, including dysarthria,
dysphagia and retinal dystrophy with progressive central visual loss resulting in blindness.
Onset in early childhood or infancy has an especially rapid and aggressive course often
associated with weigth loss and regression of motor milestones. In children, clinical
diagnosis may be difficult because ataxia and visual loss are not obvious, and failure to

thrive and loss of motor milestones may be the earliest finding’.

Epileptic seizures are not frequent in patients with SCA-7. We report in detail ,
the clinical, EEG and laboratory finding of a 10-year-old boy, with triad classical of
progressive myoclonic epilepsy (PME- myoclonus and seizures, ataxia and dementia). We
performed the molecular study for SCA-7 and confirm diagnosis, finding a CAG repeats
expansion of 60 triplets.

Case report

The patient is a 10-year-old boy with normal birth and early development
milestones, was normal until age 6, our parents were unrelated and others brothers are
normal. Four years ago, he started with impairement visual, with bilateral ophthalmoplegia,

ptoses, gait ataxia, cognitive decline, severe myoclonus and rare tonic-clonic generalized

Anexos

164



seizures. In the last two years the patient became wheel-chair bound and blind. At the time

of first clinical assessment, there was no family history of other affected individuals.

The EEG interictal showed slowed background and generalized spike-wave
discharges and non-epileptiform generalized discharges. Neurologic examination
demonstrated ophatalmoplegia bilateral, blind, truncal and limbs ataxia, dysarthria,
dysphagia and jerks myoclonics for all body. Hyperreflexivity with spasticity were
presents. Treatment with clobazan and valproate was started, with tonic-clonic seizure
control, but myoclonus jerks persisted. Fundoscopy were normal initial disease and visual

acuity reduced.

Laboratory Findings:

Routine hematologic and biochemical investigation were normal. Interictal
scalp EEG (Figure 1) showed widespread slow background activity and generalized
epileptirform discharges with predominance in the left hemisphere. Electroretinograms
(ERG) and Potencial evoked visual (PEV) no demonstraed potencial, indicating severe
degeneration retinal. Muscle biopsy of brachial biceps showed hypotrofic fibers, but with
normal diameter, was normal limits. Nerve conduction velocities were normal. Molecular
analyses for mitochondrial encephalopathies disease were negative. MRI showed severe

atrophy in pons, brainstem and cerebellum (Figure 2).
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Figura 1 — EEG demonstrated slow background and spike wave generalized, confirmed

activit epileptiform in patient with SCA-7.
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Figura 2A Figura 2B

Figure 2 — The patient 10-year-old, MRI showed moderate to severe atrophy in cerebellum

and pons.

Follow-up:

Eigth months of follow-up, his mother age 30, started with an unstable gait. [n
the past year, she developed mild gait and limb ataxia, dysarthria, bilateral ophthalmoplegia
and started to complain of progressive visual loss. The diagnosis of autosomal dominant

ataxia was performed and first hypotesis was SCA-7.

Methods:

Molecular genetic analyses. Genomic DNA was extracted from peripheral
blood of the patient and his mother. The method fenol/cloroform was used. Genomic DNA
was amplified by PCR, using primers specifics. Amplification was performed in Peltier
Effect Thermal Cycles ( MJ Research, Watertow, MA) as follows: 5 minutes at 95°C for
initial denaturation followed 32 cycles consisting of 1 minute at 95°C, 1 minute anneling at
55°C. 1 minute extension at 72°C, and a final extension of 5 minutes at 72°C. An aliquot of
each reaction was loading on a 6% polyacrylamide-urea denaturing gel. The amplified
products were detected by autoradiography. Alleles sizes were determined by comparing

migration relative the other patient positive and with sequency determined 2
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Results:

The molecular analyses, confirm diagnosis of SCA-7 for patient and his mother.
Our patient had alleles with 10 and 60 CAGs and his mother had 10 and 38 CAG units
(Figure 3).

60 CAG —

46 CAG

10 CAG

Fig.3 — Analyses of polymerase chain reaction products of some spinocerebellar ataxia type

7 patients. Our patient and his mother were number 1 and 2 respectivite.
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Discussion:

The SCA-7 in children symptoms are similar with adults forms, however, the
progression of disease is often more rapid and aggressive than in adults”™ . The diagnosis
may be confused with neuronal ceroid lipofuscinoses or mitochondrial encephalopaties. In
SCA-7, anticipation in a family may be so dramatic’, that a child may be diagnosed before

his parent becomes symptomatic and the seizures in SCA-7, are not described frequently.

The anticipation or the earlier onset of symptoms, has been described

particularly on paternal transmission, with biologic explanation.

This case represents atypical form the SCA-7 because the myoclonus was
hallmark the apresentation clinic and illustrates that myoclonus and seizures may occur in
cases the SCA-7. These features are different from those of most previously reported SCA-
7 patients where predominant maculopathies and central scotomas. Diagnosis of the PME
was performed but specific disease was not possible without molecular analyses for specifc
disordes that realized , because a family history is often missed in many patients. The
patient was not very large CAG repeats expansion but the apresentation was exuberant e
incomum. Outro aspecto interessante € que a antecipagdo ocorreu vinda da linhagem

materna, outro ponto pouco usual para esta patologia.

This paper alert for atypical form the SCA-7 and rare form the PME tha was
possible
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