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Resumo

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma distrofia muscular que se
expressa com déficit cognitivo em 20-30% dos casos. Apesar do cérebro destas
criangas parecer normal, ja foram encontradas alteragdes diversas, né&o
explicando, porém o acometimento cognitivo. O gene da distrofina € muito grande
e codifica a distrofina em varias isoformas. Dele¢des e duplicagdes em locais de
ligacdo as isoformas distais como a Dp140, Dp71 favorecem a incidéncia de
retardo mental. A distrofina se liga a um complexo de proteinas (CPAD), entre
elas, as distroglicanas. Dentro do complexo das distroglicanas, a a-distroglicana
tem sido demonstrada como importante no mecanismo, nédo sé de estabilizagao
da musculatura esquelética a contracao e relaxamento musculares, mas também
na sinaptogénese, migracdo neuronal e plasticidade neuronal. Seus diferentes
papéis, na musculatura esquelética e no sistema nervoso central (SNC), nos
levam a pensar sobre os mecanismos envolvidos em sua deficiéncia, bem como
da distrofina, na fisiopatologia do déficit cognitivo dos pacientes com DMD. Foram
avaliados 19 pacientes com DMD, sendo encontrada uma alta proporgao (42,1%)
com quociente de inteligéncia (Ql) abaixo da média. Os pacientes apresentavam
na época da biopsia muscular, entre 4 anos e 2 meses e 10 anos e 5 meses; e,
na época das avaliagoes, entre 6 e 12 anos de idade. Dos 19 pacientes, 2 foram
avaliados pelo Stanford-Binet. Dos 17 pacientes avaliados pelo WISC-III, 52,9%
apresentaram um QI verbal menor do que a faixa média de inteligéncia, sendo
que destes 29,4% um QI abaixo de 70. A proporgao de pacientes com QI verbal
dentro da faixa média de inteligéncia, isto é, entre a média inferior e a média
superior, foi de 47%. Em nossa amostra de musculatura esquelética de biopsias
de pacientes com DMD, obteve-se que, 89,5% dos pacientes apresentaram a
imunoexpressao da a-distroglicana entre 0 e 25% do total das fibras musculares.
Porém, um individuo apresentou uma imunoexpressdo de 70,4%, e outro de
43,2%, ambos com performance cognitiva dentro da faixa média de inteligéncia,
achado este nao mencionado em literatura. Nao houve uma relacéo
estatisticamente significante entre os valores de QI total, verbal e de execugéo
com a imunoexpressdao da a-distroglicana em fragmentos musculares destes
pacientes. A presenga da a-distroglicana no cérebro, bem como da distrofina,
sugere o seu papel na fisiopatologia do déficit cognitivo das criangas com DMD.
Os mecanismos que envolvem a inteligéncia sdo complexos. Podemos atribuir
fatores genéticos, estruturais, mas também devemos considerar os fatores
ambientais e psicossociais, no caso de nossos pacientes, de grande valia no que
se refere a caréncia de estimulos e oportunidades de aprendizado.
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1.1 Distrofia muscular de Duchenne

1.1.1 Quadro clinico

A distrofia muscular Duchenne é definida como uma desordem
ligada ao cromossomo X, locus Xp21, e se caracteriza por fraqueza muscular
progressiva devida a deficiéncia da proteina distrofina no musculo esquelético
(Dubowitz, 1995).

Ocorrendo em sua maioria antes dos 4 anos de idade, o curso
clinico da doenga mostra uma variabilidade no inicio dos sintomas. Os
sintomas inicialmente presentes sdo uma marcha anormal, quedas frequentes
ao solo e dificuldade para subir escadas. Na evolugao clinica, ocorre fraqueza
de membros superiores, deformidades como enrijecimento dos flexores de
quadril, do tenddo de aquiles e flexores de joelhos, além da escoliose
(Dubowitz, 1995).

Outros aspectos clinicos estdo presentes na DMD: atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor prévio, marcha anserina, hiperlordose
lombar, hiperglossia, aspecto herculeo com proeminéncia generalizada dos

musculos, palato ogival e hipertrofia de panturrilhas (Dubowitz, 1995).

A idade em que as criancas perdem a marcha, ocorre entre os sete e

13 anos, conforme a tese de Dubowitz® em 1960 (citado por Dubowitz, 1995).

Alguns individuos desenvolvem hipoventilagcdo noturna, evoluindo
para insuficiéncia respiratéria, conforme a tese de Dubowitz em 1960 (citado por
Dubowitz, 1995). E, a maioria dos individuos morre antes dos 20 anos de idade

devido a infecgbes respiratérias ou insuficiéncia cardiaca (Dubowitz, 1995).

Nos estagios avancados da doenga, o comprometimento da fungéo
cardiaca e respiratéria pode coexistir. A medida que ocorre envolvimento
cardiaco, este se complica devido a hipertensdo pulmonar, que pode decorrer

da insuficiéncia respiratoria, e faléncia cardiaca a direita (Melacini et al, 1996).

*Dubowitz V. Progressive muscular dystrophy in Childhood.M.D [Thesis]. Cape Town: University of Cape
Town; 1960 apud Dubowitz V. Muscle Disorders in childhood. 2nd ed. London: Saunders; 1995.
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Por outro lado, a cardiomiopatia dilatada, com insuficiéncia
ventricular esquerda, pode também causar hipertensdo pulmonar. Outro fator
complicante, é a fraqueza da musculatura respiratéria que determina a
hipoventilacdo e a hipoxemia, levando a vasoconstriccdo pulmonar com

subsequente hipertensao pulmonar (Melacini et al, 1996).

1.1.2 Quadro enzimatico

As enzimas musculares como as transaminases, a aldolase, a
lactato desidrogenase e a creatinoquinase(CK) estdo aumentadas na DMD,
bem como em outras distrofias musculares. Os valores de CK, porém estido
aumentados de 50 a 100 vezes do normal, nos estagios iniciais da doenga.

Com a evolucgao da doenga, os valores de CK caem (Dubowitz, 1995).

1.1.3 Biopsia muscular

A biopsia muscular apresenta diferentes padrées conforme o
estagio clinico da doenga, que vai desde areas focais de degeneracédo e
regeneracao, até a progressiva substituicdo do tecido muscular por tecido

fibroso e gorduroso (Dubowitz, 1995).

1.1.4 Eletroneuromiografia

A eletroneuromiografia mostra uma padréo de potenciais motores de
baixa amplitude, de acao motor, polifasicos e de curta duragdo, que ocorrem

também em todas as formas de distrofias musculares (Dubowitz, 1995).

1.1.5 Genética

Em torno de 2/3 dos pacientes apresentam mutacao no gene da
distrofina, na forma de dele¢gbes ou de duplicagdes (Koenig et al, 1987; Den
Dunnen et al, 1989). O restante das mutagdes sao representadas por

mutacdes de ponto (Roberts et al, 1994).
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Com a utilizacdo do método PCR multiplex (polymerase chain
reaction), foi possivel a detecgcdo de 98% das delecbes em estudo por Beggs
et al, de outras dele¢bdes por Chamberlain et al, e do gene responsavel pela
DMD (Chamberlain et al, 1988; Beggs et al, 1990).

A frequéncia de duplicacdes deve variar entre 5 e 15%,
provavelmente decorrente das diferentes técnicas utilizadas (Abbs, Brobow,
1992). O restante dos casos de DMD sao presumivelmente causados por
pequenas mutagdes (mutagdes de ponto), puras delegdes intronicas, ou

insercdo exonica de sequéncias repetitivas (Muntoni, 2003).

O locus responsavel pela DMD se localiza no Xp21, onde as
anormalidades foram detectadas em diversos estudos, tanto citogenéticos,
como por analise de ligagao (Greenstein et al, 1977; Zatz et al, 1981; Davies
et al, 1983; Verellen-Dumoulin et al, 1984; Francke et al, 1985; Bakker et al,
1985; Goodfellow et al, 1985).

O isolamento do gene da distrofina foi realizado por Kunkel et al
(Kunkel et al, 1985). Em 1987 o gene foi completamente clonado (Koenig
et al, 1987) e foi descoberta a proteina, produto do gene, a distrofina
(Hoffman et al, 1987).

A aplicacao da analise imuno-histoquimica, para a localizacdo da
distrofina no sarcolema (Zubrzycka-Gaarn et al, 1988; Arahata et al, 1988),
permitiu um avango na interpretacdo do diagndstico em DMD. Com a
completa auséncia da imunoreatividade da distrofina na membrana da fibra
muscular (sarcolema), foi possivel relacionar com a forma severa da doenca
(Forma Duchenne), e, com a sua presenga, mas em pouca quantidade, com a

forma menos severa (Forma Becker) (Hoffman et al, 1988).

Em varios laboratorios foram desenvolvidos diferentes anticorpos
contra a molécula de distrofina. A partir de estudos por Nicholson et al (1990),
foi observada uma relagdo entre a presenca da distrofina e a severidade
clinica. Foram usados os anticorpos para distrofina, contra diferentes partes
de sua molécula: regido terminal C, regido terminal N, e regido central rod
(Nicholson et al, 1990).
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A distrofina, em suas mutagdes distais, tem tido uma relacao
significante com o retardo mental nos pacientes com DMD. Delegbdes e
duplicagbes que impedem a ligagdo da distrofina a distroglicana e a
expressao de isoformas especificas (Dp71, Dp140, Dp116), favorecem a

ocorréncia do déficit mental (Mehler, 2000).

Delecbes nas regides distais do gene, incluindo a regido entre o exon
45 a 54, favorecem a incidéncia do retardo mental (D’Angelo, Bresolin, 2003;
Felisari et al, 2000; Mehler, 2000).

Foram identificadas duas isoformas de distrofina distais envolvidas
no déficit cognitivo: a Dp140 que se expressa predominantemente em tecido
fetal e pouco em tecido cerebral; e a Dp71 que se expressa em células gliais
e de giro denteado (Moizard et al, 1998; Felisari et al, 2000).

Em pacientes com distrofia muscular Becker (desordem alélica a
DMD) também obteve-se uma relagdo estatisticamente significante entre a

perda da isoforma Dp140 e retardo mental (Bardoni et al, 2000).

1.2 Distrofina

Tanto a distrofina como a utrofina, proteina homodloga a distrofina, e
também localizada na regido subsarcolemal, estdo presentes nao sé na

musculatura esquelética, como no cérebro (Tian et al, 1997).

A distrofina é um produto do gene da DMD, localizada na
membrana pdés-sinaptica cortical e nos neurbénios de Purkinje. Estes achados
sugerem que a distrofina tem um importante papel no cérebro onde deve

estar envolvida na fungéo e arquitetura sinaptica (Blake et al, 1999).

O cerebelo expressa uma isoforma de distrofina, diferindo em
apenas poucos aminoacidos, a chamada P-distrofina, que se localiza apds as
células de Purkinje. A C-distrofina se expressa nas células piramidais do
cortex e no hipocampo (Rae et al, 1998), ao longo da membrana do corpo

celular e dendritos (Lidov et al, 1990).
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A distrofina em camundongo se expressa largamente em neurdnios
do cortex cerebral, em neurdnios piramidais e cerebelares, e na membrana

pos-sinaptica, estando ausente em camundongo mdx (Lidov et al, 1990).

A imunoreatividade ao longo dos corpos celulares e dendritos dos
neurdnios do cortex cerebral e células de Purkinje também foi encontrada em
3 pacientes falecidos de doeng¢a ndo neuromuscular, estando ausente em 3
pacientes com DMD (Uchino et al, 1994).

1.3 Complexo de proteinas associados a distrofina (CPAD)

A distrofina se encontra na membrana plasmatica na fibra muscular
e na membrana pds-sinaptica de alguns neurbénios do cérebro. No musculo, a
distrofina esta associada a um complexo protéico oligomérico, o CPAD, cujo
papel parece ser o de estabilizar a membrana muscular e protegé-la do stress
mecanico da contracdo e do relaxamento muscular. Diversas destas
proteinas tém sido implicadas em uma variedade de processos, incluindo a
sinaptogénese e patogénese microbial. A perda de distrofina coincide com a
reducdo secundaria do CPAD (Blake, Kroger, 2000).

O CPAD pode ser dividido em trés sub-complexos: sarcoglicana,
distroglicana e citoplasmatico. O complexo distroglicana (DG) € sintetizado

amplamente e é envolvido em varios processos celulares (Blake, Kroger, 2000).

Em relacdo a distribuicdo das proteinas do CPAD, as proteinas se
distribuem da regido extracelular a intracelular: a a-distroglicana (a-DG) na
superficie muscular; seis proteinas na regidao ao longo da membrana que séo a
B-distroglicana (B-DG), a a, a B, a y e a d sarcoglicanas e sarcospan; cinco [lia
net'1[] na regido intracelular que sdo as sintotrofinas, as distrobrevinas, as
rapsinas, o n-NOS e Grb2 (Moukhles, Carbonetto, 2001).

A a e [ distroglicanas, ambas sdo produzidas por clivagem

proteolitica e glicosilagdo de um unico precursor protéico. A a-DG é um

componente da matriz extra-celular (MEC) e € também, um receptor celular.
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Ela se liga a diversos componentes da MEC incluindo a laminina a-2 e a
laminina 4 (jungdo neuromuscular), a agrina (proteina que coordena a
sinaptogénese) e o perlecan. Ja a B-DG se liga diretamente a distrofina e a
a-DG (Blake, Kroger, 2000).

A laminina se liga a distroglicana na jungao neuromuscular e facilita
0 agrupamento dos receptores de acetil-colina. A B-DG se liga a uma outra
proteina, a rapsina, que liga a distrofina aos receptores de acetil-colina
(Hemler, 1999).

A distroglicana foi identificada como o componente central do
complexo distrofina-glicoproteina (CDG). Composta pelas unidades alfa e

beta, sado proteinas pods-traduzidas originadas de um RNA mensageiro
(RNAm) codificado por um gene (Cohn et al, 2002).

Segue em anexo figura representativa do CDG:
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1.3.1 Expressao em SNC

Ha crescente evidéncia do papel do CDG nas [Jia netl] do Sistema
Nervoso Central (SNC). A distroglicana, a distrofina, as isoformas da
distrofina Dp140 e Dp71, as distrobrevinas e as sintrofinas sdo abundantes no
cérebro, sendo que algumas proteinas estdo concentrados em fragdes pods-
sinapticas (Lévi et al, 2002).

O chamado complexo CPAD-like dentro dos neurdnios € composto
pela distrofina, B-distrobrevina e sintrofina. E possivel que o complexo CPAD-
like no cérebro contenha na membrana neuronal nNOS, associado a

sintrofina, B-distrobrevina e distrofina (Blake et al, 1999).

A identificacdo da B-distrobrevina como componente de ligagcéo a
distrofina e a sua riqueza em densidades pds-sinapticas (DPS), sugere que
ambas sejam componentes das sinapses do sistema nervoso central (SNC) e
podem definir o CPAD neuronal (Blake et al, 1999).

As sintrofinas, outro componente do complexo citoplasmatico,
podem se ligar as proteinas sinalizadoras como 6xido nitrico neuronal sintase
(nNNOS), canais de sodio, kinase-3 stress-ativados e microtubulo-associado

serina/treonina kinase (Blake et al, 1999).

Estas interacbes sugerem que o componente citoplasmatico do
CPAD, composto pelas sintrofinas, distrobrevinas, rapsinas, n-NOS e Grb-2,
pode estar diretamente envolvido na ancoragem das proteinas sinalizadoras,
ao sarcolema, na proximidade com a distrofina. Esta interagdo coloca o nNOS
proximo aos receptores NMDA na membrana sinaptica excitatéria pos-
sinaptica (Blake et al, 1999).

Os neurénios distrofina-deficientes poderiam ficar mais suscetiveis
aos insultos metabdlicos e fisioldgicos, ja que o oxido nitrico é importante nos

processos de neurotoxicidade calcio-dependentes (Blake et al, 1999).

Ja a a-distrobrevina, se liga diretamente ao terminal carboxila da
distrofina e as sintrofinas, e, parece também estar envolvida na transmissao
sinaptica da juncdo neuromuscular. Ela se expressa em células granulares e

axoénios onde a distroglicana se expressa (Blake et al, 1999).
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A a-distrobrevina, como a distroglicana, laminina-a2, a isoforma de
distrofina Dp140, e a agrina, se encontram em astrécitos perivasculares e na
glia Bergmann no cerebelo (Blake et al, 1999).

Nos astrocitos a a-distrobrevinal € predominantemente associada
ao Dp71 e a sintrofina. O Dp71 pode também estar presente em neurdnios do
giro denteado possivelmente associado a B-distrobrevina (Blake et al, 1999).

Enquanto a distrofina esta apenas expressa em neurdnios, diversos
componentes do CPAD, como a distroglicana e a laminina-a2 estao
associadas a interface glial e a vascular. Além disso, a utrofina e a B2-
sintrofina, presentes na juncdo neuromuscular, estdo associadas a
microvasculatura (Blake et al, 1999).

1.3.2 Expressao em DMD

Em doencas decorrentes de mutagdes da distrofina (DMD/Becker)
ou das sarcoglicanas (sarcoglicanopatias), ocorre a ruptura das ligagdes
entre as proteinas do CPAD, e subsequente instabilidade da sarcolema e sua
lesdo induzida pela contracdo muscular. Com a lesdo, ha o influxo de Calcio
que leva o musculo a estar mais suscetivel a necrose (Cohn et al, 2002).

Quatro glicoproteinas, componentes do complexo distrofina-
glicoproteina (CDG), foram denominadas por Ervasti e col., como: 156K, 50K
(Ervasti et al, 1990).

Através do uso do anticorpo monoclonal VIA4, contra a
glicoproteina 156K (atualmente a-DG), em imunoblots, revelou-se uma
reducédo de 85% do total no musculo do camundongo mdx. Ja, nas amostras
de musculos de pacientes com DMD, a reducdo se encontrou em torno de
90% (Ervasti et al, 1990).

Este achado em camundongo mdx, foi também demonstrado com
as proteinas do CDG, que estiveram significativamente reduzidas na
musculatura esquelética (Ohlendieck, Campbell et al, 1991).

Outros autores ja demonstraram haver marcante reducédo da
expressao da B-DG e da a-DG (Culligan et al, 2001). Ja no RNAm 43-156kD,
precursor do complexo distroglicana, ndo houve demonstracdo de sua
reducao (Ibraghimov-Beskrovnaya et al, 1992).
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O componente de 43kD, também isolado no cérebro, no musculo
cardiaco e nos pulmdes, ao contrario do que ocorre na musculatura
esquelética, ndo apresentou redugdo no cérebro e pulmdes, em camundongo

mdx (Ibraghimov-Beskrovnaya et al, 1992).

1.4 DMD e Cognicgéao

1.4.1 Cérebro e cerebelo

Apesar do cérebro de individuos com DMD pareg¢a normal, ja foram
encontradas alteragcdes diversas como: discreta atrofia cerebral, leve
dilatacao ventricular e atrofia cortical nos 30 casos examinados por Yoshioka
(Yoshioka et al, 1980) e outros (Blake, Kroger, 2000; Anderson et al, 2002).
Em estudo separado por Jagadha e Becker foi encontrada uma maior

incidéncia de perda neuronal e gliose (Jagadha, Becker, 1988).

Em cérebros de pacientes com DMD foram também encontrados:
desorganizagdo da arquitetura cortical de predominio em regides fronto-
temporais, erros de migragao neuronal (heterotopias) e orientagdo neuronal
anormal com atenuacdo das arborizacdes dos terminais dendriticos
(Mehler, 2000).

Em camundongos mdx evidenciou-se uma marcante diminuigcao dos
grupamentos de GABAa, em cerebelo e hipocampo, principalmente ao redor

das células de Purkinje (Anderson et al, 2002).

Se 0 mesmo ocorre com as criangas com DMD, a sua habilidade de
aprender e de executar tarefas poderia estar prejudicada, visto que o
cerebelo tem-se mostrado como importante no papel do comportamento

motor como automacgao, aprendizado (Anderson et al, 2002).

O N-acetil aspartato (NA) € um marcador neuronal e diminui a sua
concentragcdo em situagbes de perda neuronal ou perda da fungao
mitocondrial, o que levaria ao aumento da relagdo da colina e NA. Entretanto,
relatos do aumento da NA ja foram relatados como associados a uma melhor

performance cognitiva (Era et al, 1998).




Introducdo 12

O aumento de colina no cérebro tem sido relatado em varias
desordens de SNC como doencas demenciais, tumores e Alzheimer. Nestes
casos o0 aumento pode ser interpretado como um indicativo do aumento do
turnover, da resposta inflamatéria, ou mesmo decorrente do aceleramento da
divisédo celular (Era et al, 1998).

Em espectroscopia por Ressonancia (ERM), o aumento de colina ja
havia sido descrito em cérebro de camundongos mdx nos quais foi detectado
o0 aumento da relagdo da colina com NA. O aumento desta relagdo também
foi encontrado no cerebelo e no hipocampo (Era et al, 1998).

O papel do cerebelo na funcdo visuo-motora € bem estabelecido.
Tem sido também estabelecido um crescente papel do mesmo na fungao
cognitiva, a partir da observagao de que, lesbes do cerebelo, se associam
com o comprometimento da linguagem. Parte da explicagao decorreria do fato
de que a via corticopontocerebelar € a principal responsavel pela passagem
de informagao do cortex cerebral (Era et al, 1998).

Entretanto, pouco € sabido sobre o papel cognitivo do cerebelo,
esta estrutura subcortical que se liga ao coértex pré-frontal e motor, e aos
ganglios basais. Estudos, porém, mostram em Ressonancia magnética de
cranio funcional (RMCf), que ele desempenha um papel ativo no aprendizado
motor, aparentemente agindo juntamente com o cortex pré-frontal. O
neocerebelo, com um volume extenso em humanos, tem sido proposto como
fazendo parte do papel linguistico e cognitivo (Lieberman, 2002).

1.4.2 Estudos cognitivos

Criangas com DMD apresentam déficit cognitivo ndo progressivo, em
20-30% dos casos. Apresentam um retardo mental moderado, cujo nivel de Ql
se enquadra em um desvio-padrdo para a esquerda (Blake, Kroger, 2000).
A média do QI destes pacientes é de 85, sendo que 30% tém um QI menor do
que 70 (Anderson et al, 2002).

O pobre desempenho no teste de QI destas criangas tem sido
atribuido primariamente a linguagem verbal (Blake, Kroger, 2000). E o que foi
observado também por Karagan e Zellweger, em uma série de 53 pacientes
(Karagan, Zellweger, 1978). Para Era, a proporgdo de Ql menor do que 70 foi
de 19% (Era et al, 1998).
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O déficit relacionado a memoédria de trabalho verbal e de
compreensdo auditiva deficientes sugere o acometimento do “circuito

fonolégico” (Hinton et al, 2000).

Entretanto, outros relatos mostraram uma melhor performance do
QI verbal e uma diminui¢cdo do QI com a idade (Anderson et al, 2002). Déficits
na memoaria, leitura, matematica e escrita tém sido encontrados também em

criangas com DMD (Felisari et al, 2000).

Em relagéo a idade, duragao ou gravidade da doencga, diversos estudos
mostraram nao haver qualquer relagdo com o Ql (Worden, Vignos, 1962;
Zellweger, Hanson, 1967; Prosser et al, 1969; Yoshioka et al, 1980).

Os achados em varias séries de pacientes com DMD sugerem um
grau consideravel de heterogeneidade com relagédo ao perfil neuropsicoldgico

destas criancas (Era et al, 1998).

O desempenho cognitivo especifico em atengdao e memdria se
mostrou pobre nos pacientes com DMD, bem como a sua habilidade de
compreensao verbal. As criancas teriam um maior risco em desenvolver uma
alteracdo na memoria verbal, ndo significando que todas elas teriam déficit
verbal, o que explica a grande variabilidade de desempenho destes pacientes
(Hinton et al, 2001).

Estudos comparativos entre pacientes com DMD e atrofia
muscular espinhal progressiva, ambas doengas de comprometimento motor
progressivo, demonstraram um maior comprometimento do QI verbal (Billard
et al, 1998), e de memoria (Whelan, 1987, Era et al, 1998), naqueles com
DMD (Wicksell et al, 2004).

O padrao de maior déficit nas tarefas auditivas e linguisticas em
relacdo as tarefas visuo-espaciais tem sido identificado como um padrao
comum aos disléxicos. Em casos de pacientes com DMD, sugere-se haver
alguma similaridade com problemas de leitura e linguagem. Estas criangas
nao s6 demonstraram dificuldades em analise fonolégica como também na

percepcao visual das palavras (Billard et al, 1998; Dorman et al, 1988).




Introducdo 14

1.5 a-distroglicana

1.5.1 Fungdes e imunoexpressao

A distrofina, suas isoformas, o complexo distroglicana, parecem
estar envolvidos na plasticidade neuronal induzida por lesdo, sendo possivel
que estes complexos possam participar em outras formas de plasticidade
como as relacionadas a memoria, aprendizado e outras fungdes
comprometidas em pacientes com DMD (Zaccaria et al, 2001b).

A concentragdo da a-DG, B-DG e distrofina foi confirmada em
neurbnios hipocampais, nas [lia netl] GABAérgicas, sugerindo que estas
proteinas formem um complexo nestas regides (Lévi et al, 2002).

A a-DG é um componente periférico de membrana do CDG, comum
a varios tecidos incluindo musculo, nervo, coragao e cérebro. No musculo
funciona ligando a actina da fibra muscular a matrix extra-celular (MEC), via

distrofina e cadeia laminina a-2 da merosina (Muntoni et al, 2002).

A a-DG é uma proteina altamente glicosilada. Trata-se de uma
proteina de ampla expressao, em diferentes tecidos: ela aparece em western
blots com um peso molecular de 156kDa em musculatura esquelética,
140kDa em musculatura cardiaca, e 120kDa em cérebro e nervo periférico
(Muntoni et al, 2002).

A a-DG no cérebro € menos glicosilada se comparada a sua
isoforma no musculo, que é de 156kDa. No cerebelo ela se localiza nas
células de Purkinje, corpo celular e dendritos. Na retina esta associada a uma
rica camada sinaptica plexiforme e aos vasos sanguineos. A B-DG, ja se
localiza no terminal astrocitario, que freqlientemente envolve a membrana
basal parenquimatosa dos vasos sanguineos (Tian al, 1997).

A partir de experimentos realizados em ratos e do uso de anticorpo
contra a a-DG (mAb 1B7), identificaram a sua expressdo em corpos de células
piramidais e dendritos, em células de Purkinje em cerebelo, células granulares,
e camada molecular de um modo de orientacado radial. Também foi detectada
uma imunorreatividade esparsa em processos astrocitarios na substancia

branca cerebral. No coértex cerebral, ela se expressa em corpos celulares
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piramidais e dendritos da camada V. Na substancia cinzenta a a-distroglicana
se concentra dentro de neurbnios sensoriais € em motoneurdnios nas colunas
ventrais e dorsais (Moukhles, Carbonetto, 2001). No cerebelo, esta associada

a membrana basal, na interface glio-vascular ([Jia net al, 1997).

Em cérebro de camundongo, através do uso de diferentes
anticorpos para as regides globulares N e C-terminal da a-DG, a sua
imunorreatividade foi encontrada em neurbnios do cortex cerebral,
hipocampo, bulbo olfatério, ganglio basal, talamo, hipotalamo, tronco cerebral
e cerebelo. A sua imunoexpressao também ocorreu nas células granulares do
giro denteado do hipocampo e em alguns neurbnios do talamo e do
hipotalamo onde a distrofina estava ausente, mas a utrofina e as isoformas de
distrofina estavam presentes (Zaccaria et al, 2001). Ela se expressa também
ao redor de vasos sanguineos, processos gliais de Bergmann e na camada
de células granulares (Moukhles, Carbonetto, 2001).

A a-DG se liga a duas proteinas de superficie celular: agrina
essencial para sinaptogénese, e a neurexina, responsaveis pela
especificidade na sinaptogénese (Lévi et al, 2002).

A presenga da a-DG nas [lia net[1 GABAérgicas leva a intrigante
possibilidade de que ela funcione como um sinalizador trans-neuronal para a
sinaptogénese. O fato de que a a-DG se liga a agrina e as a e  neurexinas
via seus dominios extra-celulares, da suporte para esta possibilidade
(Lévi et al, 2002)

A a-DG se localiza na mesma regiao que a laminina a-2, na
membrana basal vascular, e se associa ao corpo celular das células de

Purkinje (estruturas pds-sinapticas) ([ia net al, 1997).

Os locais comuns a expressao da distrofina foram os neurbénios
(Blake, Kroger, 2000) das células piramidais, poucos neurbnios do cortex
cerebral, as células de Purkinje do cerebelo e neurbnios das regides CA1-
CA3 do hipocampo (Zaccaria et al, 20012).
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1.5.2 Expressao em diferentes miopatias
1.5.2.1 DMD

O CPAD, na auséncia da distrofina, se rompe, causando uma
reducdo extensa dos niveis de CPAD na membrana (Blake et al, 1999),
levando ao comprometimento da sua integridade e a sua degeneragao
(Montanaro, Carbonetto, 2002).

Embora ja tenha sido observada a diminuigdo da expressido da
a-distroglicana em musculatura esquelética, como em estudos realizados em
camundongos mdx como os de Culligan e col., 1996, pouco se obtém em
estudos com pacientes DMD, como os de Cullen e col., 1996 e Ohlendieck e
col., 1993. Nestes estudos foram observadas reducdes dos niveis de a-DG
em musculo esquelético de pacientes DMD, havendo porém a manutencao de

seus vestigios na posi¢cao normal (Cullen et al, 1996).

A partir do uso de anticorpos secundarios e preparacdes de
membrana total de quatro controles e quadro camundongos mdx, revelou-se
a redugdo em 85% no musculo esquelético do camundongo mdx. Em
amostras de musculos de DMD, foi encontrada uma redugdo de 90% da

glicoproteina 156Kda, hoje conhecida como a-DG (Ervasti et al, 1990).

Foi também demonstrada em estudo por Culligan et al, a diminui¢céo
da a-DG em cérebros de camundongos mdx, com a manutencédo da B-DG em
niveis normais (Culligan et al, 2001). Ja, em cérebro de pacientes com DMD, foi

encontrada uma reducao dos niveis da 3-DG ([Jia ne al, 1998).

A a-DG é um receptor da agrina que funciona como agrupador
destes receptores de acetil-colina, como observado em células musculares de
camundongos (Gee et al, 1994). Isto ocorre através da interagdo com a

agrina e a rapsina na jungao neuromuscular (Kano et al, 2002).

Através da andlise de imunoblot com a a-DG em cérebro de
ovelhas, observou-se a sua concentracdo em sinaptossomas e membranas
sinapticas. Havendo uma perda da a-DG em cérebros de pacientes com
DMD, poder-se-ia pensar em sua contribuicdo para a deficiéncia cognitiva

presente nesta doenga (Smalheiser, Collins, 1999).
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1.5.2.2 Distrofia muscular cintura-membros (DCM)

Com excecado da DCM 2I, até o momento ndo havia sido descrita
nenhuma forma de DCM com expressdo anormal de a-DG. Achado
semelhante também pode ser encontrado na distrofia muscular congénita
(DMC) 1C, ligada as mutacbes do gene Fukutina-relacionado. Porém, estas

mutacdes também foram excluidas nestas familias (Dinger et al, 2003).

Na DCM tipo 2| e na DMC tipo 1C, ocorre a mutagédo no gene que
codifica a proteina fukutina-relacionada (PFR), uma glicosiltransferase que
altera a glicosilagcdo no musculo. Porém, nestas duas distrofias musculares nao
houve achado de envolvimento do SNC (Montanaro, Carbonetto, 2002),
apenas, recentemente foram descritos pacientes com alteragcbes estruturais
como cistos cerebelares, além do retardo mental, em um quadro de DMC tipo
1C (Topaloglu et al, 2003).

1.5.2.3 DMC

As distrofias musculares Muscle-eye-brain (MEB), Fukuyama e
Sindrome de Walker-Warburg (SWW), apresentam similaridades no que se
refere a combinagdo entre as anormalidades musculares, oculares e

cerebrais (Kano et al, 2002).

A DMC 1C, com o fenétipo de fraqueza severo, hipertrofia muscular,
e estrutura cerebral normal apresenta mutagdes do gene da PFR, homdlogo da

fukutina, levando a modificagao da glicosilacao (Kano et al, 2002).

O papel potencial da glicosilagado da distroglicana na patogénese da
DMC é proveniente dos achados no musculo esquelético de pacientes com
MEB e Fukuyama em camundongo myd (miodistréfico), nos quais ocorre
alteracdo na glicosilagdo da a-DG e consequente quebra na ligagdo de
afinidade com a laminina. Além disso, a perda da fungéo da distroglicana por
delecdo genética ou modificacdo pds-traducdo anormal resulta na presencga

de patologia cerebral semelhante a que ocorre na DMC (Moore et al, 2002).
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A hipoglicosilagao da a-DG, em DMC pode causar diversas formas
de distrofia muscular como a Fukuyama e MEB, impedindo sua ligagao da
mesma com a laminina, neurexina e agrina (Michele et al, 2002).

No camundongo myd com varias alteragées de SNC, inclusive erro
de migragdo neuronal em cértex, cerebelo e hipocampo, ocorre 0 mesmo no
musculo e no SNC. A perda das interagdes da a-DG, rompe a composicao da
MEC e sua estrutura de suporte para as células gliais (Michele et al, 2002).

Mutacdes no gene (glicosiltransferase-like, o LARGE, sao
responsaveis pela miodistrofia em camundongos, demonstrando também a
glicosilagdo reduzida da a-DG (Kano et al, 2002).

Em camundongos DG-nulos ha uma desorganizagdo das camadas
corticais, heterotopias e agrupamentos de neurbnios e glia além da
membrana basal, sugerindo um comprometimento na migragéo cortical destes
neurdnios (Montanaro, Carbonetto, 2002).

Na distrofia muscular Fukuyama, MEB e SWW ocorre um
comprometimento da migragcédo neuronal (Montanaro, Carbonetto, 2002).

Tem sido sugerido que a deficiéncia de fukutina afeta a glicosilagao
da a-DG na musculatura esquelética e cardiaca, levando a alteracdo da sua
funcdo, ndao mais podendo se localizar adequadamente na membrana extra-
celular da fibra muscular (Kano et al, 2002).

1.5.3 Glicosilagao e sistema nervoso central

A glicosilagdo é um processo complexo apds a tradugdo, no qual as
proteinas passam através do reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi.
Os carboidratos envolvidos tém o papel na modulagdo da estabilidade da
proteina, conformacdo e interagdo com outras proteinas envolvidas na
adeséo, diferenciagdo e desenvolvimento (Muntoni et al, 2002).

As glicanas podem ser divididas em dois grupos, de acordo com a
proteina a qual se ligam: as N-glicanas se ligam a asparagina, a O-glicana se
liga a serina ou um residuo de treonina. As glicanas O-ligadas mais comuns
sao aquelas onde a N-acetilgalactosamina se liga a serina ou asparagina.
Outros acucares O-ligados incluem a manose (Muntoni et al, 2002).
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A glicosilacdo da a-DG varia nos diferentes tecidos e durante o
desenvolvimento, sendo que, algumas glicosiltransferases podem ser
expressas apenas em determinados tecidos, e, na ocorréncia de mutacdes,
apenas estes tecidos estariam afetados (Montanaro, Carbonetto, 2002;
Muntoni et al, 2002).

As interagbes entre a a-DG com perlecan e laminina sdo mediadas
por carboidratos, assim, mutacbes que afetam a glicosilacdo da a-DG
poderiam prejudicar na habilidade de redistribuir e alcangar a superficie das
proteinas e as suas ligacdes (Leschzimer et al, 2000). O trafego intra-celular
e redistribuicao na superficie celular pode contribuir para o local final, desde
que a rapsina, essencial na localizacao sinaptica dos receptores de acetil-
colina (RACh), trafegue intracelularmente como um complexo da DG
(Montanaro, Carbonetto, 2002).

Apés trabalho de Michele e col., 2002 e Moore e col., 2002 houve
um progresso no entendimento do papel das interagdes celulares e
moleculares que resultam em déficits no SNC. Foi revelado o papel da a-DG
na migragao neuronal, transmissdo sinaptica e sinalizagdo de proteinas da
superficie de membrana (Montanaro, Carbonetto, 2002), fazendo a ligagcao

entre doencas que envolvam, simultaneamente, o musculo e 0 SNC.

O retardo mental nas DMC cujas mutagdes se encontram em genes
envolvidos na glicosilagdo da a-DG, como Fukutina, O-manosiltransferase-1
(POMT1), O-manosil-B1, 2-N-acetilglicosminiltransferase-1 (POMGnNT1), séo
respectivamente relacionados as distrofias musculares Fukuyama, SWW e
MEB (Montanaro, Carbonetto, 2002).
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1.6 Objetivos

O objetivo do presente estudo ¢é avaliar a relagdo da
imunoexpressao da a-distroglicana com a performance cognitiva de pacientes
com DMD




2. MATERIAL E METODOS




Material e Métodos 22

2.1 Casuistica

Foram avaliados no ambulatério do setor de Doencgas
Neuromusculares da Disciplina de Neurologia Clinica da UNIFESP-EPM, 26
pacientes, meninos entre 6 e 16 anos, com o diagnéstico de DMD, com
diagndstico realizado a partir da histoéria clinica, exame neuroldgico, dosagem
de creatinoquinase (CK) e confirmado através da biopsia muscular. Destes, 3
nao retornaram pois moravam em outro Estado e 4 apresentavam material da
biopsia muscular insuficiente para prosseguimento deste estudo, restando

portanto, 19 pacientes.

A selecdo dos pacientes ocorreu a partir de marco de 2003 até

maio de 2004, conforme os critérios acima descritos.

A histéria clinica dos pacientes, bem como a analise da forga
muscular e niveis de CK, estido resumidos na tabela 1. Foram realizadas
testagem da for¢ga muscular por meio da MRC (Muscle Research Council), em
diversos grupos musculares, bem como a avaliagdo da habilidade motora,
segundo as avaliagdes descritas por Scott e col., 1982. Todos os pacientes
avaliados apresentavam aumento dos niveis de CK e percentagem de forga
muscular menor do que 100%. A realizacdo da anamnese, era freqliente a

presenca de déficit de aprendizado.
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Tabela 1 — ASPECTOS CLINICOS DOS 19 PACIENTES COM DISTROFIA MUSCULAR DUCHENNE

paciente DN ::Iac‘ff; 'g%’PEs:f:‘ DNPM ISDA Apreiij‘i'z ado AP AF Marcha %MRC  Score HM cK
FMG  22/111992 3 5%2m RDNPM NDN PRESENTE NDN NDN perda aos 7% 34,37 9 17X
MSO  28/7/1995 28 422M NORMAL NDN AUSENTE NDN NDN perdaaos 7 81,8 7 15X
JCB  15/1/1990 12 10°2m RDNPM NDN AUSENTE NDN TIOC/DMD  perdaaos 10° 71,2 9 17X
JSM  31/7/1991 20 105m RDNPM  BCP repeticito ~ AUSENTE NDN IRMAO C/DMD  presente 50 12 27X
JFBS  18/9/1993 50 7410M NORMAL NDN PRESENTE NDN NDN perdaaos 9 58,7 12 26x
CAPC  4/9/1994 6° ge NORNAL NDN AUSENTE NDN NDN presente 76 22 38X
DDAB  6/10/1992 6° 100 RDNPM NDN AUSENTE NDN NDN presente 90 27 30X
EVL)  20/2/1997 28 6° NORMAL NDN AUSENTE NDN NDN presente 92,5 31 64X
LASL  13/10/1993 70 9°5M NORMAL NDN AUSENTE NDN NDN presente 91,8 26 60X
GBS  12/4/1997 5o 6*1M RDNPM NDN AUSENTE NDN NDN presente 90 27 55X
WRB  8/3/1995 4° 823M NORMAL NDN AUSENTE NDN NDN presente 96, 2 22 50X
JM  20/6/1992 20 112 RDNPM NDN AUSENTE NDN NDN presente 80 27 40X
WC  30/9/1995 5 ga RDNPM NDN AUSENTE NDN NDN presente 87,5 23 26X
RVA  16/9/1997 126M 6° RDNPM NDN AUSENTE NDN NDN presente 87,5 30 57X
POS  30/6/1995 5e 8%4M NORMAL NDN PRESENTE NDN NDN presente 92,5 25 50X
RAC  23/9/1994 70 9%2M NORMAL NDN PRESENTE NDN NDN presente 91,2 30 52X
TMS  23/1/1995 70 9*1M NORMAL NDN AUSENTE NDN |R|v|é/ol/3 PRIVO  preserte 92,5 23 36X
LCS  15/3/1995 6° 8211M NORMAL NDN AUSENTE NDN NDN presente 98,7 38 79X
FSS  26/6/1996 5e 7%9M RDNPM NDN PRESENTE NDN NDN presente 93,7 38 53X

23

HM= Habilidade Motora; MRC= Medical Research Council; DN= Data de nascimento; Idade inicio= Idade inicio dos sintomas; CK= Creatinoquinase: aumentada em x

vezes o0 normal;

MRC= Medical Research Council (ANEXO Ill); Score HM= Score de Habilidade Motora (ANEXO IV);

ISDA= Interrogatdrio sobre diversos aparelhos;

NDN=nada digno de nota ou, descricdo da alteracdo; AP= Antecedente pessoal: NDN = nada digno de nota ou, descricdo da alteragdo; AF= Antecedente familiar:
PRESENTE OU AUSENTE para DMD; Consangiinidade= PRESENTE OU AUSENTE; DNPM= Desenvolvimento neuropsicomotor: NORMAL OU RDNPM = retardo do
desenvolvimento neuropsicomotor; [Jia. Aprendizado= Déficit de aprendizado: PRESENTE OU AUSENTE
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Os pacientes apresentavam na época da biopsia muscular, entre 4
anos e 2 meses e 10 anos e 5 meses. A idade do inicio da queixa motora,
ocorria entre 1 ano e os 7 anos. A idade dos pacientes na época das avaliacdes

(entre margo de 2003 a junho de 2004), estava entre 6 e 12 anos de idade.

Dentre os 19 pacientes nove apresentavam retardo do
desenvolvimento neuropsicomotor prévio, representando 56,25%, do total e
em todos a hipertrofia de panturriiha e o sinal de Gowers, foram sinais

presentes.

Apenas um paciente apresentava queixa referente a outro sistema,
que nao fosse o sistema musculo-esquelético e nenhum apresentava queixa

referente a qualquer antecedente patologico.

A consanguinidade estava ausente em todos os pacientes, com

excegao de trés pacientes (15,78%), com o antecedente de DMD na familia.

Ao interrogatério inicial, a queixa de déficit de aprendizado esteve

presente em cinco pacientes, representando 26,31% do total de pacientes.

Os valores de CK dos pacientes, na época do diagnodstico, estavam

entre 15 a 79 vezes o valor normal.

Através da testagem de 32 grupos musculares, e realizando o
calculo da percentagem de MRC (% MRC), se obteve um desempenho entre
34,37 a 98,7%, conforme o calculo acima exemplificado. Em relacado a
habilidade motora (legenda acima), de um total de 40, ela ficou entre nove e
38. Deste grupo, trés ja perderam a marcha, aos sete, aos nove, e aos dez

anos, respectivamente.

O projeto foi aprovado pela comissao de ética da Universidade
Federal de Sdo Paulo — Escola Paulista de Medicina (CEP 1103/02) e todos
0s responsaveis pelos pacientes receberam um informativo por escrito sobre
o Termo de Consentimento, conforme Anexo |, relativo a realizacdo do teste
WISC-IlIl para a avaliagdo cognitiva e assinaram uma autorizagao

concordando com a sua realizagéo.
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2.2 Biopsias musculares

2.2.1 Histoquimica

Os fragmentos musculares, mantidos congelados a -80°C, foram
obtidos a partir da biopsia muscular do musculo deltéide (Schmidt et al,
1988). Os fragmentos foram congelados em nitrogénio liquido e submetidos a
técnicas rotineiras de coloragcdo e histoquimica. Foram realizados cortes
seriados de oito a dez micra de espessura no criostato a -25°C e realizadas
as seguintes coloragdes: Hematoxilina-eosina (HE), sudan vermelho (SV),
tricromio de Gomori modificado (TG) e acido periddico de Schiff (PAS). As
reagdes histoquimicas processadas foram a nicotinamida-desidrogenase
(NADH), succino-desidrogenase (SDH), adenosinatrifosfatase (ATPase) pré-
incubada em diferentes pH (9, 4; 4, 63 e 4, 35). A avaliagdo e analise do
material foram feitas através da microscopia 6ptica no microscopio Nikon,
modelo Labofot. O aspecto histolégico visto em todas as biopsias foi aquele
tipico de DMD/ Becker: presenca de necrose com macrofagia, regeneracao,

proliferagcédo de tecido conjuntivo e substituicdo gordurosa.

2.2.2 Imuno-histoquimica com a-distroglicana:
Anticorpo:

Para o estudo da a-DG foi utilizado o anticorpo monoclonal 1IH6,
fornecido p6 Kevin P. Campbell do “Howard Hughes Medical Institute,
Research Laboratories — University of lowa, College of Medicina — Estados
Unidos.” (Ervasti, Campbell, 1991).

O anticorpo IIH6 foi demonstrado como bloqueador da ligagao da a-
DG com a laminina, sugerindo seu papel na determinacdo da funcdo do
complexo glicoproteina-distrofina, sem a interferéncia da laminina (Ervasti,
Campbell, 1993), diferentemente do VIA4, outro anticorpo de ligagdo com a a-
DG (Matsumura et al, 1997).
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O IIH6 néao altera a ligagao das células de Schwann de ratos com a
fibronectina, demonstrando ter um papel maior na adesao molecular
(Matsumura et al, 1997).

Este anticorpo ja foi usado para avaliar a imunoexpressao em
musculatura esquelética de camundongo, estando substancialmente

diminuido em camundongos mdx (Lerschziner et al, 2000).

A especificidade tanto do IIH6, quanto de outro anticorpo, o VIA4-1,
nao € conhecida, estando porém ambos envolvidos na ligagdo com estruturas
glicosiladas presentes dentro da a-DG, na musculatura esquelética. A
reducao dos niveis de |IH6 e VIA4-1, em musculos, esta nos mesmos niveis,
tanto em distrofias musculares congénitas com defeito de glicosilagdo, quanto
em camundongos mdx (Jayasinha et al, 2003). Este achado sugere na
eficiéncia do IIH6 em demonstrar a expressao da a-DG, independente de se
analisar um processo primario de glicosilagdo decorrente de mutagdes de
glicosiltransferases, como também, de analisar a sua expressdao no modelo

animal da DMD, o camundongo mdx.

Técnicas:

— Seccgdes de cinco micra de espessura foram colhidas em
laminas tipo Superfrost e secas por duas horas a temperatura

ambiente.

— Foram entdo mergulhadas em acetona 100% a 4°C por dez

minutos.

— Os cortes foram incubados em soro de cabra por quinze minutos
a 37°C. Em seguida, com o anticorpo IIH6, diluido a 1/200 em
salina tamponada com fosfato (PBS), contendo 1% de albumina

sérica bovina (BSA) por 16 horas a 4°C.

— Os cortes foram lavados com PBS contendo leite desnatado

0,5%, gelado, em seis lavagens sucessivas de 5 minutos cada.
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— Os cortes foram incubados por 1 h a 37°C com anticorpo de
cabra contra imunoglobulina de camundongo, conjugada a

fluoresceina.

— As seccgoes foram novamente lavadas com PBS contendo leite
desnatado 0,5%, gelado, em seis lavagens sucessivas de 5

minutos cada.

— As laminas foram montadas em Permount — G (Southern

Biotechnology).

— Foram analisados em microscépio Olympus BX60 equipado com
epi-iluminacdo e fotografados com camera digital Spot-2

(Diagnostic Instrument Inc).

— Na mesma lamina, foram colhidos e processados sob a mesma
forma, cortes de fragmentos musculares de pessoas normais,

com idade similar a dos pacientes.

2.3 Analise de resultados

Foram realizadas de biopsias musculares de pacientes com DMD,
em suas caracteristicas conforme o grau de fibrose, necrose, infiltrado
gorduroso, tamanho da fibra, presencga de fibra hialina, grau de centralizagao
nuclear, grau de inflamacgéo, proliferacao de tecido conjuntivo e tipo de fibra
(Tabela 2).

Através da realizacdo da imuno-histoquimica para o anticorpo a-DG,
foi feita a contagem de fibras reagentes, em relagdo ao total de fibras naquele
campo. O resultado da média entre 2 a 3 campos diferentes com aumento de

20x, se expressa por percentagem de fibras reagentes para o |IH6.
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2.4 Avaliagao cognitiva

Apés realizagdo da avaliagao clinica e laboratorial, bem como a
confirmacgao do diagndstico de inteligéncia, foi explicada aos pais da crianga
a importancia da realizagdo da avaliagao cognitiva, para fins diagnésticos e
de entendimento da doenca. Foi entdo entregue aos pais da crianga, ou
responsavel, o Termo de Consentimento Livre Esclarecido para a realizagcio
do mesmo. Apdés o consentimento dos pais, foi entdo programada a

realizacado dos testes do WISC-IIl e Stanford-Binet.

Foram realizados testes nos pacientes selecionados, através da
escala Wechsler de inteligéncia (WISC-Ill), com adaptacédo para a populagao
brasileira. A partir dai, foram obtidos os respectivos quocientes de inteligéncia
(Ql total).

Os testes foram realizados pela psicéloga Ana Edina de Melo
Sampaio, com experiéncia na area de neuropsicologia ha 8 anos, mestre em

psicologia da saude pela UMESP, em margo de 2004.

Na escala de WISC-IIIl, o QI é dividido em faixa, conforme o que se
segue:
Legendas do Sistema de Interpretagdao dos Resultados do Ql

SISTEMA DE INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS

DESCRIGAO QUALITATIVA DOS ESCORES EM QI DO WISC-II

QI TOTAL Categorias
130 e acima Muito superior
120-129 Superior
110-119 Média Superior
90-109 Média
80-89 Média Inferior
70-79 Limitrofe
69 e abaixo Intelectualmente deficiente

Figueiredo, 2002.
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2.4 Avaliagdes cognitivas

WISC

Em 1939 Wechsler montou uma bateria de testes para avaliar a
inteligéncia, montando a escala Wechsler-Bellevue Scale, possibilitando as
avaliacdes da capacidade verbal e de execucao, envolvendo também os

aspectos afetivos (Matarazzo, 1976; Anastasi, Urbina, 2000).

A organizagao das escalas Wechsler de Inteligéncia para Crianga,
WISC, sofreu varias modificagdes, sendo a ultima a WISC-Ill, adaptada e

padronizada para a populagao brasileira (Figueiredo, 2002).

As escalas Wechsler de Inteligéncia (WISC-IIl), compdem-se de 13
testes divididos em dois grupos ou escalas, denominados de escala verbal e

escala de execucgao (Figueiredo, 2002).

A escala verbal avalia os seguintes aspectos (Cunha, 1993, 2000;
Figueiredo, 2000, 2002):

— a capacidade de lidar com simbolos abstratos (raciocinio

abstrato)

— as informagdées de conteudos da educagao formal e

estimulagbes ambientais
— a compreensao, memoria e fluéncia verbal.

A escala de execucao avalia os seguintes aspectos (Groth-marnat,
1999):

— grau e qualidade do contato ndo verbal do individuo com o

ambiente

— capacidade de integrar estimulos perceptuais e respostas

motoras pertinentes
— capacidade de trabalhar em situagdes concretas
— capacidade de trabalhar rapidamente

— capacidade de avaliar informacgdes visuo-espaciais.
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STANFORD-BINET

Os testes sao agrupados por niveis de idade, conforme a
distribuicao:

a) de 2 a 5 anos: provas organizadas com intervalo de meio ano, 6

provas em cada nivel e uma prova alternativa

b) de 5 a 14 anos: provas com intervalo de 1 ano, com 6 provas

para cada nivel e uma prova alternativa
c) oito provas para o nivel adulto médio e uma prova alternativa

d) trés niveis para adulto superior (adulto superior 1, 2 e 3) com

seis provas em cada nivel e uma prova alternativa.

Para a aplicagdo da prova usa-se uma caixa de objetos de brinquedo,
um conjunto de cartdes com figuras impressas, um protocolo para anotagéo das
respostas. Nos niveis inferiores de idade, as provas sdo predominantemente de

realizacao (Terman, Merrill, 1968; Anastasi, Urbina, 2000).

2.5 Avaliagao estatistica

Realizada através de teste paramétrico, uma vez que existe relacao
entre as variaveis. Foi feito estudo estatistico de regressdo, onde foi
analisada a relagcdo entre a variavel independente representada pela
percentagem de fibras reagentes para a a-DG, com a variavel independente,

representada pelo Ql.

Foi entdo realizado o coeficiente de relagcdo de Pearson que mede
o grau de relagao entre as variaveis.

Realizada analise de variancia através da ANOVA, com a relacao
entre os grupos e dentre o grupo.

Feito também o coeficiente de determinacao R-quadrado e fixado o

p como <0,05.




3. RESULTADOS
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3.1 Biopsias musculares
3.1.1 Histoquimica
Tabela 2 - BIOPSIAS MUSCULARES DOS 19 PACIENTES: ANALISES DE ROTINA E REACOES HISTOQUIMICAS

prolif.tec.

Pacientes Necrose/Regeneragao Vari_agéo Inflamagao f.hialina t'f1manh_o el segmentacao conjuntivo i c.nuclear T ATPase
calibre fibra(micra) ENDOJ/PERI Gorduroso eaten
FMG 2+/2+ presente 2+ 2+ 42-139 0 2+/2+ 2+ 3% 0 Pl
MSO 1+/1+ presente 1+ 1+ 19-85 1+ 2+/2+ 3+ 8% 0 Bl
JCB 1+/1+ presente 2+ 1+ 27-102 1+ 2+/1+ 3+ 6% 0 Pl
JSM 1+/1+ presente B il 24-204 0 2+/2+ 1+ 12% 0 Pl
JFBS 2+/2+ presente 1+ 2+ 37-103 0 2+/2+ 1+ 10% 1+ Pl
CAPC 1+/1+ presente 2+ 2+ 38-106 0 1+/2+ 1+ 5% 0 Pl
DDAB 2+/2+ presente 0 2+ 54-140 1+ 2+/2+ 1+ 10% 0 Pl
EVLJ 1+/1+ presente 2+ 1+ 15-93 0 1+/1+ 1+ 2% 0 Pl
LASL 1+/1+ presente 3+ 0 24-101 0 2+/3+ 2+ 14% 0 Pl
GBS 1+/1+ presente il il 39-116 0 1+/1+ 2+ 2% 1+ Pl
WRB 1+/1+ presente 3+ 2+ 41-152 1+ 2+/1+ 3+ 2% 1+ Pl
JIM 2+/2+ presente 2+ 1+ 48-147 1+ 1+/2+ 1+ 12% 0 Pl
wC 2+/2+ presente 1+ 1+ 24-119 0 1+/2+ 1+ 9% 1+ Pl
RVA 1+/1+ presente 2+ 2+ 29-143 0 2+/2+ 3+ 5% 0 Pl
POS 1+/1+ presente 3+ 1+ 23-108 0 2+/2+ 2+ 5% 1+ Pl
RAC 1+/1+ presente 1+ 1+ 23-137 1+ 1+/4+ 3+ 2% 0 Pl
TMS 1+/1+ presente 2+ 2+ 25-113 0 1+/2+ 1+ 5% 1+ Pl
LCS 2+/2+ presente 2+ 2+ 56-107 0 2+/3+ 3+ 3% 0 Pl
FSS 1+/1+ presente 2+ 1+ 30-103 1+ 1+/4+ 1+ 2% 1+ Pl
ATP Coloragéo para ATP ase nos ph 9,4; 4,53 e 4,35 MOTH EATEN Fibras moth eaten (em saca-bocados)
C.NUCLEAR Centralizagdo nuclear em%
ENDO Tecido conjuntivo endomisial PERI Tecido conjuntivo perimisial
F.HIALINA Fibra Hialina PI Predominancia das fibras tipo |
IF Imunofluorescéncia para distrofina PROL.MITOC. PROLIF.TEC.CONJUNTIVO Proliferagdo mitocondrial; Proliferagéo do tecido conjuntivo
INFILTR.GORDUROSO Infiltrado gorduroso TIPO | . Fibras tipo |
LEGENDAS ausente 0 VARIACAO CALIBRE Variagéo do calibre das fibras

raras ou moderadas 1+
moderadas 2+

intensa 3+

grave 4+
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A biopsia muscular dos pacientes mostrou variado grau de necrose,
regeneracgdo, inflamagao, proliferagdo de tecido conjuntivo, infiltrado

gorduroso. A segmentacao esteve presente em sete casos (36,84%).

A centralizacdo nuclear este presente em todos as biopsias dos
pacientes, bem como o predominio de fibras tipo I. O achado de moth eaten

esteve presente em sete biopsias (36,84%).

Todos os fragmentos musculares haviam sido previamente
processados com o anticorpo contra a distrofina (anti-camundongo
monoclonais), fragcbes C, N e R, (Novocastra), titulo 1/100, e apresentaram

imunoexpressao ausente.
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3.1.2 Imuno-histoquimica com a a-DG

3.1.2.1 Musculo controle

Figura 01 — Padrdo de imunofluorescéncia da a-distroglicana (20x) em musculo

esquelético normal, corte transversal e longitudinal

Figura 02 — Padrdo de imunofluorescéncia da a-distroglicana (20x) em musculo

esquelético de normal, corte transversal.
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3.1.2.2 Musculo pacientes com DMD

35

Tabela 3 — a-Distroglicana e percentagem de fibras reagentes a imuno-histoquimica

Pacientes a-distroglicana% de fibras reagentes
FMG 12,7
MSO 2
JCB 12,6
JSM 7,9
JFBS 5,7
CAPC 10,6
DDAB 43,2
EVLJ 9,8
LASL 70,4
GBS 1
WRB 17,7
JJM 14,2
wC 3,39
RVA 4
POS 16,1
RAC 4,2
TMS 5,1
LCS 0
FSS 1,7
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Tabela 4 — Expresséao da a-distroglicana, conforme categorias em percentagem

a-DG(% de fibras reagentes) 0-25 26-50 51-75 76-100
Numero 17 1 1
% 89,5 5,3 5,3

Grafico 1 — Expressao da a-distroglicana, conforme categorias em percentagem
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Conforme a Tabela 3, foram analisadas as biopsias musculares dos
19 pacientes com DMD a imuno-histoquimica com a reag¢ao para a a-DG. Foi
feita a contagem de fibras reagentes, em relagdo ao total de fibras naquele
campo. O resultado da média entre 2 a 3 campos de 20x, se expressa por

percentagem, conforme exemplificado na metodologia.
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Na tabela 4, as percentagens de reagdo foram divididas em
categorias de fibras reagentes para a a-DG: de 0 a 25%, 26-50%, 51-75%,
76-100%. Obteve-se que 17 dos pacientes (89%), apresentavam uma
imunoreatividade para a-DG, entre 0 e 25%. Apenas 1 paciente (5, 3%)
apresentou uma imunoexpressao entre 26-50%, e um paciente com
imunoreatividade entre 51-75%. Nenhum paciente apresentou

imunoreatividade entre 76 e 100% (Tabela 4).

Os dados da Tabela 4 estdao melhores expressos no grafico, sendo
que o histograma azul, representa a percentagem de fibras reagentes, e o

histograma vermelho, o numero de fibras reagentes (Grafico 1).




Resultados 38

Imunoexpressao da a-distroglicana em pacientes com DMD

Figura 03A - Cortes seriados de musculo esquelético com coloragdo com
Hematoxilina-eosina (HE) e a-distroglicana (a-DG) do paciente LAS: 70, 4% das

fibras musculares apresentaram imunoexpressao.

50 pm

Figura 03B. Cortes seriados de musculo esquelético com coloragdo com HE e a-DG

do paciente DDAB: 43, 2% apresentaram imunoexpressao.
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Imunoexpressao da a-distroglicana em pacientes com DMD

Figura 4A. Cortes seriados de musculo esquelético com coloragdo com
hematoxilina-eosina (HE) e a-distroglicana (a-DG) do paciente CAPC: 10, 6%

apresentaram imunoexpressao.

Figura 4B. Cortes seriados de musculo esquelético com coloragdo com HE e a-DG

do paciente WRB: 17,7% apresentaram imunoexpressao.
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Nas figuras 3 e 4, sdo mostrados cortes seriados de musculo
esquelético de pacientes com DMD, em diferentes padrées de

imunomarcacgao para a a-DG.

3.2 Avaliagao cognitiva

Tabela 5 — Quociente de Inteligéncia (Ql) dos 19 pacientes

Pacientes Ql TOTAL Ql VERBAL Ql EXECUGAO
FMG 54 56 60
MSO 113 116 106
JCB 63 67 64
JSM 71 83 63
JFBS 26

CAPC 84 92 77
DDAB 82 97 85
EVLJ 85 87 86
LASL 90 92 88
GBS 63 64 68
WRB 68 65 76
JIM 68 78 63
wcC 53 57 57
RVA 78 75 85
POS 56

RAC 74 70 83
T™MS 78 78 81
LCS 105 115 95
FSS 91 87 98

WISC Ill em todos os pacientes exceto JFBS E POS
STANFORD-BINET nos pacientes JFBS E POS
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Tabela 6 — Categorias de Inteligéncia. E QI total

Ql total 130e > 120-129 110-119 90-109 80-89 70-79 69e<
MMEW ED 0 1 3 3 4 8
pacientes

0,

%o d_e 0 0 5,2 15,8 15,8 21 42,1
pacientes

Grafico 2 — Distribuicdo do QI total conforme as categorias de Inteligéncia
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Tabela 7 — Categorias de inteligéncia e QI verbal dos 17 pacientes que

realizaram WISC-III

Ql total 130 e> 120-129 110-119 90-109 80-89 70-79 69e<

Numero de 0 0 2 3 3 4 5
pacientes

0,

%o de 0 0 11,8 17.6 176 235 294
pacientes

Grafico 3 — Distribuicdo do QI verbal conforme as categorias de Inteligéncia
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Tabela 8 — Categorias de inteligéncia e Ql de execucédo dos 17 pacientes que

realizaram WISC-III

Qlde 130 e > 120-129 110-119 90-109 80-89 70-79 69 e <
execucao
Numero de 0 0 0 3 6 2 6
pacientes
% de 0 0 0 17.6 35,3 11,8 35,3
pacientes

Grafico 4 — Categorias de inteligéncia e Ql de execugdo dos 17 pacientes

que realizaram WISC-IlI
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Conforme demonstrado na Tabela 5, 17 pacientes foram avaliados
pelo WISC-III e dois pacientes (JFBG e POS), através do STANFORD-BINET.

Estes pacientes, quando distribuidos conforme as categorias de
inteligéncia, que vai do intelectualmente deficiente ao muito superior a média,

apresenta a distribuicdo em numeros e percentagem conforme a Tabela 6.

Nenhum dos pacientes avaliados apresentou QI maior ou igual a
120, ou seja, muito superior ou superior a média. Um paciente apresentou um
QI entre 110 e 119, ou seja, na média superior. Trés pacientes apresentaram

um QI entre 90 e 109, representando 15,8% do total, estando dentro da média.

Dentro da média inferior, estavam trés pacientes, representando
15,8% do total. Na inteligéncia limitrofe, se encontravam quatro pacientes
(21% do total). Dentro do grupo de pacientes intelectualmente deficiente, se

encontravam 8 pacientes, representando 42,1% do total.

A representagao grafica, conforme a categoria do QI destes

pacientes, é representada pelo grafico 2.

Conforme a tabela 7, que divide as diferentes categorias de
inteligéncia, conforme o QI verbal, a grande propor¢gdo dos 17 pacientes
analisados pelo WISC-IIl, representando 52,9% do total, apresentaram
desempenho abaixo de 80, sendo que destes 29,4% com niveis abaixo de 70,

0 que implica em categorias limitrofe e intelectualmente deficiente.

Os individuos que se encontram na média e média superior,
representam 29,4% do total. Estes dados sao melhor ilustrados, conforme o

grafico 3.

Conforme a tabela 8, que divide as diferentes categorias de
inteligéncia, conforme o QI de execugdo, ha uma distribuicdo mais
homogénea entre as categorias, sendo mais comum o desempenho nas
categorias de média inferior e intelectualmente deficientes. Ha uma boa
proporcao dos individuos dentro da média. Os dados sdo melhores ilustrados

conforme o grafico 4.
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3.3 Expressao da a-distroglicana e Ql
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Grafico 4 — Relacao entre a percentagem de fibras musculares reagentes

para a-distroglicana e o Ql total
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Grafico 5 — Relacédo entre a percentagem de fibras musculares reagentes

para a-distroglicana e o Ql verbal nos 17 pacientes que realizaram o WISC-III

y = 0,4932x + 0,0814 Fibras x QI Verbal

R? = 0,3054

QI Verbal

0,6 0,65 0,7 0,75
Fibras

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 04 0,45 0,5 0,55

R-Quadrado 0,30542098
R- Coeficiente de Correlagédo 0,55264905

P=0,913155




Resultados 47

Grafico 6 — Relacédo entre a percentagem de fibras musculares reagentes
para a-distroglicana e o QI execugdao nos 17 pacientes que realizaram o
WISC-III
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3.4 Avaliagao estatistica

Conforme o Grafico 4, o coeficiente de determinagao R-Quadrado,
explicado pela variavel independente, a percentagem de fibras reagentes
para a-DG, mostra que 6% da variagdo do QI Total pode ser explicada pela

percentagem de fibras e 94% por outros fatores.

Nao houve diferenca estatisticamente significante entre a proporgao

de fibras reagentes para a-DG e o valor do QI Total.

Conforme o Grafico 5, o coeficiente de determinagcdo R-Quadrado,
explicado pela variavel independente, a percentagem de fibras reagentes
para a-DG, mostra que 30, 6% da variagao do QI Verbal pode ser explicada
pela percentagem de fibras e 69, 4% por outros fatores. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre a proporgao de fibras reagentes para a-DG

e o valor do Ql Verbal.

Conforme o Grafico 6, o coeficiente de determinagdo R-Quadrado,
explicado pela variavel independente, a percentagem de fibras reagentes
para a-DG, mostra que 5% da variagdo do QI Execugao pode ser explicada

pela percentagem de fibras e 95% por outros fatores.

Nao houve diferenca estatisticamente significante entre a proporgao

de fibras reagentes para a-DG e o valor do Ql de Execucéo.




4. DISCUSSAO
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4.1 Casuistica

Os pacientes avaliados apresentaram quadro clinico compativel
com a DMD. O retardo do desenvolvimento neuropsicomotor esteve presente
em nove dos 19 casos. Em todos, a hipertrofia de panturrilhas foi um sinal

dominante.

Eles apresentaram idade do inicio dos sintomas que vai de um ano
a sete anos. A queixa inicial se caracterizou predominantemente por quedas
freqUentes ao solo, dificuldade para correr, se levantar do chao, bem como,
para subir escadas. Estes achados em nada diferem da série de 65 pacientes
por Dubowitz (1995).

Todos apresentam CK no momento do diagndstico aumentada de

no minimo 15 vezes o valor normal.

A biopsia muscular destes pacientes foi realizada entre dois anos e
um més a nove anos apos a queixa inicial dos sintomas, refletindo a

dificuldade para alguns, do acesso ao tratamento e diagnéstico especializado.

Em todas as biopsias musculares o padrdo miopatico era evidente
com centralizagdo nuclear, variacdo do calibre das fibras, segmentacéo,
predominio das fibras do tipo I. O carater distréfico foi evidente com a
presenca de necrose e regeneragdo, de rara a moderada, processo
inflamatorio, infiltrado gorduroso e proliferagdo conjuntiva endomisial e
perimisial. A presenca de fibra hialina esteve presente em 18 dos 19

fragmentos avaliados.

Estes achados, incluindo-se a apresentacgao clinica, CK elevado, e
imunofluorescéncia negativa para distrofina, caracterizam o quadro de

distrofia muscular de Duchenne (Dubowitz, 1995).
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4.2 a-DG

Em nosso amostra de biopsias musculares de pacientes com DMD,
obteve-se que 89,5% dos pacientes, apresentaram a imunoexpressao da a-DG
entre 0 e 25% do total das fibras musculares. Porém, um individuo
apresentou uma imunoexpressdo de 70,4%, e outro de 43,2% das fibras
musculares, achado este ndo mencionado em literatura.

O nosso achado é comparavel aos encontrados em literatura tanto
em camundongo mdx, modelo animal para deficiéncia de distrofina, como em
pacientes com DMD.

Em camundongo mdx, ocorreu a diminuicdo da expressao da a-DG
em musculatura esquelética, cuja redugdo em imunoblot, ficou em torno de 80
a 90% (Ohlendieck, Campbell, 1991; Culligan et al, 1996) ou quase ausente
(Ervasti et al, 1990).

Em pacientes com DMD, a expressdao do complexo distroglicana
(a e B), esteve praticamente ausente para alguns (Montanaro, Carbonetto, 2003),
e drasticamente reduzida para outros (Ohlendieck et al, 1993; Cullen et al, 1996).

Em analise de biopsias de 17 pacientes com DMD, a imuno-
histoquimica, obteve-se uma intensa reducao de todos os componentes do
CPAD, incluindo a a-DG, em todos os pacientes, ndo havendo relacdo com a
intensidade de degeneracao das fibras musculares (Ohlendieck et al, 1993).

Interessantemente, que apesar dos achados em literatura da
diminuicdo da a-DG em pacientes com DMD e camundongos mdx, o que
observamos em alguns pacientes, é que, independente da intensa
inflamacao, e proliferagcdo endomisial, houve uma expressdo da a-DG em
niveis de 79,4% e 43,2% das fibras musculares, ndo se correlacionando
portanto com o grau de degeneragao muscular.

Convém ressaltar o fato de que foi usado o anticorpo IIH6, que
reconhece um epitopo glicosilado. A DMD n&o é causada por defeitos de
glicosiltransferases, e a anormalidade de nosso achado pode ser interpretada
como apenas um processo de redugao secundaria. Seria porém, de grande
interesse prosseguir esta investigagdo, com o estudo imuno-histoquimico,
com o uso de anticorpos centrais (core) da a-DG, o que permitiria o melhor
entendimento deste estudo.
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Em analise da musculatura esquelética de pacientes com miopatia
por corpusculo de inclusdo, através do uso de anticorpos como o IIH6 e VIA4,
que reconhecem a porgao glicosilada da a-DG, foi avaliada também a porgao
central desta proteina, sendo que foi detectada uma baixa expressao do IIH6
e VIA4, com niveis normais da porg¢&o central (Huizing et al, 2004).

Delecbes nas regides distais do gene, incluindo a regidao entre o
exon 45 a 54, favorecem a incidéncia do retardo mental (Felisari et al, 2000;
Mehler, 2000; D’Angelo, Bresolin, 2003). Dele¢des e duplicagcdes que
impedem a ligagcado da distrofina a distroglicana ou impedem a expressao de
isoformas especificas (Dp71, Dp140, Dp116), favorecem a ocorréncia do
déficit mental (Mehler, 2000).

Isto nos leva a conjecturar sobre a imunoexpressdo variavel
presente em nossos pacientes, e especular se o local da mutagdo da
distrofina, favoreceria a incidéncia de retardo mental nestes pacientes, por
determinar a dificuldade da ligagao da distrofina a distroglicana.

4.3 Avaliacao cognitiva

4.3.1 Ql total

Os 19 pacientes avaliados foram submetidos a bateria de testes
presentes no WISC-IlI, teste validado para amostra de brasileiros (Figueiredo,
2001). Dentro deste grupo de 19 pacientes, dois foram impossibilitados de
serem avaliados pelo WISC-IIl, o qual engloba a faixa entre os 6 e 16 anos de
idade. Eles apresentaram intenso comprometimento cognitivo, e, apenas
através do Stanford-Binet, que avalia a cognigao pela idade, poder-se-ia obter
uma avaliacao de Ql.

Considerando-se o QI total dos pacientes nesta amostra, ndo se
obteve nenhum paciente com uma QI superior e muito superior a média. A
maior parte dos pacientes apresentou um QI menor do que 69, isto &, se
encontrando no grupo dos intelectualmente deficientes. Apenas 5,2% dos
individuos se encontram no grupo de inteligéncia médio superior.
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O déficit cognitivo de nossos pacientes nédo teve qualquer relagéo
com a intensidade de comprometimento motor, se observarmos a percentagem
de MRC ou HM, e o valor do QIl. Tivemos pacientes com a percentagem de
MRC de 81,8 e HM de 7 e valores do Ql de 113. Por outro lado, tivemos
pacientes com percentagem de MRC de 91,22 e HM de 30, e QI de 74.

A associacgao entre deficiéncia mental e DMD tem sido longamente
reconhecida. A relagcdo do QI com a idade, duragao ou gravidade do quadro,
nao se mostrou como fator de interferéncia no desempenho cognitivo
(Worden, Vignos, 1962; Zellweger, Hanson, 1968; Prosser et al, 1969).

A proporcao de déficit cognitivo dos pacientes com DMD é de 20-
30% dos pacientes (Blake, Kroger, 2000). Rae e col., 1998 encontraram uma
proporcao de 19%, dos pacientes com DMD com QI abaixo de 70.

Apds estudo comparativo entre de uma série de meninos com DMD
e com atrofia muscular espinhal, obteve-se que os fatores como os de
privacao ambiental, reagao psicossocial presentes em ambas as doencas de
caracteristica crbénica, evolugdo fatal e de comprometimento motor grave,
foram fatores independentes no desempenho cognitivo, cuja performance foi
pior no grupo dos pacientes com DMD (Rae et al, 1998).

O achado de nosso grupo de pacientes, se comparado a literatura,
reflete uma alta proporgado de meninos (42,1%) com DMD e com QI abaixo da
média. Apesar de Rae e col. (1998) nao considerar o fator ambiental como
interferindo no desempenho do QIl, observamos em nosso grupo uma grande
dificuldade de acesso a escola para muitos dos pacientes, dificultando muitas
vezes a melhora de seu desempenho a longo prazo.

Em série de 30 pacientes com DMD, 10 apresentaram QI menor do
que 75, ndo havendo qualquer relagcdo com a idade ou gravidade do quadro.
A curva do QI mostra uma distribuicdo normal, porém com um desvio para a
esquerda (Yoshioka et al, 1980).

Conforme a meta-analise de 32 estudos com o numero total de
1231 individuos com DMD, com idade média de 12,2 anos, o escore limite
para deficiéncia mental foi de 70, para alguns, e 80 para outros. O numero de
individuos por estudo esteve entre 1 a 197, e as publicacdes datam de 1961 a
1999. A média do QI menor de 70 foi de 80,2, estando a sua percentagem em
34,8% (Cotton et al, 2001).
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Estes artigos, porém, apresentam uma variedade grande de
instrumentos de avaliacdo, que vai desde o WISC, Stanford Binet, a outros
métodos. Este achado pode refletir também na variacdo de Ql, entre os
diferentes grupos avaliados (Cotton et al, 2001).

Entretanto, em uma série de 20 pacientes por Wicksell e col., 2004,
através do uso do teste Raven de matriz colorida progressiva, como método
de avaliagdo da habilidade intelectual, ndo houve diferencga significativa entre
os pacientes com DMD e os individuos normais. Foi, porém detectada
dificuldade na memdria de curto prazo, o que repercutiria a longo prazo no
desenvolvimento intelectual (Wicksell et al, 2004).

4.3.2 Ql verbal

Em nossa série de 17 pacientes avaliados pelo WISC-III, 52,9%
apresentaram um QI verbal menor do que a faixa média de inteligéncia,
sendo que destes 29,4% um QI abaixo de 70. A proporgao de pacientes
dentre da faixa média de inteligéncia, isto €, entre a média inferior e a média
superior, foi de 47%.

A nossa série de pacientes apresentou uma boa proporgao de
pacientes com QI verbal baixo, o que nao é diferente dos achados de literatura
como da série de 53 pacientes com DMD (Karagan, Zellweger, 1978).

O pobre desempenho no teste de QI destas criangas tem sido
atribuido primariamente a linguagem verbal (Blake, Kroger, 2000). Entretanto,
outros relatos mostraram uma melhor performance do QI verbal e uma
diminuicdo do QI com a idade (Anderson et al, 2002). Déficits na memoria,
leitura, matematica e escrita tém sido associados também em criangas com
DMD (Felisari et al, 2000).

Em série de 41 pacientes, comparados com seus irmaos normais,
foi realizada uma bateria de teste neuropsicolégicos para testagem dos
desempenhos: verbal, viso-espacial, atencdo e memodria, pensamento
abstrato, aquisicdo académica. O desempenho cognitivo especifico em
atencdo e memoria se mostrou pobre nos pacientes com DMD. Os pacientes
mostraram ter mais dificuldade do que seus irmdaos em manter uma
informagdo fonolégica, assim sendo, haveria um maior risco de
desenvolverem um déficit na memoaria verbal (Hinton et al, 2001).
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Apesar da referéncia de alguns autores sugerindo que o déficit
cognitivo em pacientes com DMD seja global, outros consideram um
acometimento mais especifico, como o déficit verbal, o mais acometido,
considerando observagcdes de que algumas criangas adquiram a linguagem
mais tardiamente, alteragbes de nomeacao, fluéncia verbal, leitura, producéao
fonoldgica ou grafo-fonoldgica, expressédo da linguagem e aprendizado verbal
(Cotton et al, 2001).

Alguns autores sugerem um déficit de linguagem similar as criancas
com dislexia, mais do que propriamente um déficit cognitivo (Cotton et al, 2001).

O padrao de maior déficit nas tarefas auditivas e linguisticas em
relacdo as tarefas visuo-espaciais tem sido identificado como uma padréao
comum aos disléxicos, o que vem sendo encontrado em alguns casos de
DMD (Dorman et al, 1988). Estas criancas n&o s6 demonstraram dificuldades
em analise fonoldégica como também na percepcédo visual das palavras
(Dorman et al, 1988; Billard et al, 1998).

4.3.3 Ql de execugao

Em nossa amostra de 17 pacientes avaliados pelo WISC-III, 47,1%
apresentaram QI menor do que 80, isto é, na categoria limitrofe e de
intelectualmente deficiente. O QI esteve dentro da categoria média e média
inferior de inteligéncia, em 52,9% dos pacientes.

A média do QI de execucgao foi de 84,5, obtida a partir da meta-
analise, em 878 criangcas, em diferentes artigos. Poucos estudos
consideraram que grande parte dos sub-testes de execucdo depende da
coordenacdo motora, o que influenciaria na execucao destes testes, pelo
grave comprometimento motor (Cotton et al, 2001).

Considerando o envolvimento motor como variavel no nosso grupo,
conforme os dados da tabela referente a casuistica, na qual constam a
percentagem de MRC (Anexo Ill) e a habilidade motora (HM) (Anexo V)
observamos que ha uma diversidade de grau de acometimento entre os
individuos do grupo, o que poderia refletir no desempenho motor durante a
prova. Em nossa amostra ha individuos com uma percentagem de MRC de
34,37% para um total de 100%, até aquele com 98,7% de for¢ca muscular,
sendo que trés ja perderam a marcha.
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4.4 a-DG e Avaliagao cognitiva

4.4.1 QI total

Ndo houve uma relagdo estatisticamente significante entre a
percentagem de fibras reagentes para a-DG e o valor do QI total destes
pacientes. Isto pode ser explicado pelo pequeno numero de pacientes nesta
amostra analisada, ou mesmo se considerarmos que a a-DG nao seria o

unico fator responsavel pelo desempenho cognitivo.

Apesar de termos 2 criangas (DDAB e LASL) com QI total na faixa
média de inteligéncia, e expressdo da a-DG de 43,2% e 70,4% das fibras
musculares, respectivamente, o que implicaria em uma relagdo do QI com a
expressao da a-DG, temos trés pacientes (MSO, LCS, FSS), com QI dentro da

faixa média porém com expressao da a-DG abaixo de 25% das fibras musculares.

Considerando que a a-DG se localiza nos neurénios com a mesma
distribuicdo da distrofina (Blake, Kroger, 2000), que sdo: nos neurdnios da
células piramidais, do cortex cerebral, das células de Purkinje do cerebelo e
das regides CA1-CA3 do hipocampo ([Jia net al, 1997, Zaccaria et al, 2001?);
além de outros locais, como os processos astrocitarios na substancia branca
cerebral e nos neurbnios sensoriais e motoneurénios nas colunas ventrais e
dorsais (Moukhles, Carbonetto, 2001), nés poderiamos especular sobre o seu

papel no SNC, e, consequentemente no desempenho cognitivo.

Individuos com DMD apresentam uma perda ou diminuicdo dos
componentes do CPAD, incluindo a a-DG. Esta diminuicdo afetaria a
organizagao sinaptica dos receptores de acetil-colina, em areas envolvidas no
aprendizado e memoria (Zaccaria et al, 1998; Zaccaria et al, 2000), o que
explicaria em parte o déficit cognitivo encontrado nestes pacientes. Através
de estudos em ganglio cervical superior de camundongo, foi demonstrada a
localizagao da a-DG e a distrofina, na regido pds-sinaptica, e o envolvimento
com a estabilizacdo dos receptores de acetil-colina (Zaccaria et al, 1998;
Zaccaria et al, 2000).
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Estudos recentes ja demonstraram que a distrofina, em suas
mutacgdes distais, tem tido uma relagao significante com o retardo mental nos
pacientes com DMD (Mehler, 2000)

As duas isoformas de distrofina, Dp71 e Dp140, cujas mutagdes
estariam na parte distal do gene, apresentam ampla distribuicdo cerebral, e,
sua auséncia se mostrou como relacionada ao déficit mental destes pacientes
(Moizard et al 1997; Bardoni et al, 2000, Felisari et al, 2000).

Apesar de haver uma relacao positiva entre estas mutacdes e o déficit
cognitivo dos pacientes com DMD, ndo se sabe ainda a fungao destas isoformas
no SNC. Pelo fato de serem isoformas da distrofina, distais, isto &, serem uma
porcao envolvida na ligacdo da distrofina com o CPAD (Felisari et al, 2000),
poderiamos especular sobre o papel da sua auséncia, na expressao da a-DG,

e, assim sendo, o papel no baixo desempenho cognitivo destes pacientes.

O objetivo de relacionar o QI com a expressao da a-DG, foi o de
ilustrar esta delicada relagédo, que, em parte poderia explicar o mecanismo de
déficit cognitivo destes pacientes. Apesar de ser uma amostra pequena,
considero relevante este estudo com a finalidade de pensarmos sobre outros

mecanismos que envolvam a cognhi¢gao nestas criangas.

Considero, também, nao ser apenas um elemento que esteja
envolvido no desempenho cognitivo destas criangcas, fazendo parte dele, a
distrofina, a a-DG, e o CPAD, além do meio ambiente, com todos os fatores

psicossociais envolvidos.

A medida que desvendamos todos os elementos presentes na
musculatura esquelética e SNC, e sua relagdo, damos um passo a frente para
entender os mecanismos envolvidos no aprendizado, memodria, e tudo que

envolva a cognigéo.

4.4.2 Ql verbal

Nos 17 pacientes avaliados pelo WISC-IIl, sendo possivel avaliar o
QI verbal, ndo se obteve uma relagao estatisticamente significante entre o Ql
verbal e a expressao da a-DG. Isto poderia ser explicado pelo pequeno

numero de individuos na amostra e outros fatores envolvidos.
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Ja foi amplamente discutida a presenca da deficiéncia no Ql verbal
dos pacientes com DMD. Em nossa amostra 52,9% dos pacientes avaliados
pelo WISC-III, apresentaram um QI verbal menor do que a faixa média de
inteligéncia.

Apesar de, em nossa casuistica, nao termos obtido uma relagao
estatisticamente significante entre a a-DG e o QI verbal, ainda podemos
conjecturar sobre o0 seu papel, mesmo que em pequena parcela, no
desempenho cognitivo verbal. A auséncia da a-DG poderia ter uma possivel
relacdo com a dislexia. Ao sabermos que um dos locais envolvidos na expressao
da a-DG em SNC é o cerebelo, nas células de Purkinje (Zaccaria et al, 2001?),
podemos especular sobre a relacdo do déficit verbal nos pacientes com a
DMD e a dislexia, visto que na dislexia o cerebelo € um dos locais de maior
alteracao estrutural (Eckert et al, 2003) e um dos locais de expressdo da a-
DG (Cia net al, 1997; Zaccaria et al, 2001).

O comprometimento verbal, ou seja, de linguagem, ndo é sé
atribuido as regides corticais, como também as regiées subcorticais. O
cerebelo esta ligado as estruturas pré-frontais, cértex motor e ganglios da
base. Varios estudos tém propostos papéis linglisticos e cognitivos ao

cerebelo (Lieberman, 2002).

Ha evidéncia anatbmica e comportamental de que o cerebelo
contribui ndo apenas para a funcao motora, como também para os aspectos
de comportamento sensorial, cognitivo, linguistico e emocional. As conexdes
cerebelares com o cortex cerebral enviam sinais para areas da linguagem
como a area de Broca, no cértex pré-frontal, contribuindo enormemente para
o aprendizado e a linguagem. O cerebelo contribui ndo sé com os
mecanismos motores de producao da fala, como também do processamento
da cogni¢cdo. Com o uso de técnicas avangadas de imagem, o cerebelo lateral
revelou estar extremamente ativado durante atividades mentais, incluindo o

processamento da linguagem (Leiner et al, 1991).
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4.4.3 Ql de execugao

Ndo houve relagdo estatisticamente significante entre a
percentagem de fibras reagentes para a-DG e o QI de execugao. Isto significa
que uma alta percentagem de fibras reagentes para a-DG nao explica o

desempenho no QI de execugéo.

Pouco se pode atribuir a a-DG, no desempenho do QIl, em nossa
casuistica. Porém, podemos considerar que trés de nossos pacientes ja
perderam a marcha, o que poderia repercutir no desempenho dos testes de
QI execucao, obtivemos que dois deles apresentaram o Ql de execucao
menor do que 70. Outros trés pacientes (GBS, JJM, WC), apresentaram
também um QI de execugdo menor do que 70, porém uma percentagem de
MRC entre 87,5 e 90%.

Parece que o QI de execugdo possa estar relacionado a
capacidade do individuo em trabalhar rapidamente, apresentar respostas
motoras pertinentes, entre outras (Groth-Marnat, 1999), o que ndo dependeria
tanto da expressao da a-DG no SNC. Ja o QI verbal, estaria mais diretamente
ligado a expressao da a-DG, que se localiza em centros relacionados a

linguagem, entre eles o cerebelo (Lieberman, 2002).

4.4.4 Evidéncias da relagao entre expressao da a-DG e Ql

No total das 19 criancas avaliadas, duas apresentaram o QI dentro
da faixa média de inteligéncia e a imunoexpressao da a-DG maior de 40%
das fibras musculares. Este achado pode sugerir o papel da a-DG no

processo cognitivo destas criangas.
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O presente estudo permite concluir o que se segue:

— Comprometimento no QI € uma caracteristica marcante nos

pacientes com DMD.

— Imunoexpresséo da a-distroglicana (a-DG) esteve diminuida na

maioria dos pacientes com DMD.

— Nao foi demonstrada uma relacdo estatisticamente significante

entre a imunoexpressao da a-DG e o QI total, verbal e de execugao

— A imunoexpressao da a-DG presente em 70,4% das fibras
musculares em um paciente e 43,2% em outro, com QI dentro
da média de inteligéncia, sugere a importancia da a-DG para o

processo do desempenho cognitivo.
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Anexo |
UNIFESP - Universidade Federal de Sao Paulo - EPM
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Carta de Informacao sobre avaliagdo cognitiva

A distrofia muscular Duchenne é uma doenca que compromete
primariamente a parte motora da criangca. Em algumas criangas porém,
observamos problemas de aprendizado, referidos pelos pais e pela escola.

Com a finalidade de entender melhor esta doenca, faremos o teste de
inteligéncia chamado WISC Ill. Esta avaliagao sera realizada pela psicéloga,
membro da Equipe de Neuromuscular, da Escola Paulista de Medicina-
UNIFESP, devidamente treinada para a sua realizagao.

Estas informacgdes estdo sendo fornecidas para a sua participagao
voluntaria nesta avaliagdo. Se os senhores pais concordarem, seu(ua) filho(a)
ira realizar este teste. A partir do resultado do teste, nds profissionais,
meédicos e psicologos, poderemos ter uma idéia de qual € a dificuldade de
seu filho, e, assim poderemos ajuda-lo a se adaptar melhor na escola,
melhorando o seu aprendizado e integragao social.

O Teste
O teste WISC Ill mede a capacidade de inteligéncia da crianga.

Consiste de 13 subtestes, através de perguntas que avaliardo a
capacidade da crianga, por meio de suas respostas que deverao ser escritas
no papel. A duracédo do teste é de aproximadamente 1 hora, com o paciente
sentado em posicao confortavel.

A partir destas respostas, a psicéloga dara notas, levando a conclusao
sobre o desempenho da inteligéncia da crianga, e concluindo qual € a sua
maior dificuldade.

O paciente tem garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé
tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é a Dra
Conceicdo Campanario da Silva Pereira pode ser encontrada no enderego
R.Pedro de Toledo, 377, Telefone(s) 5571-3324. Se vocé tiver alguma
consideracdao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar — ¢j 14,
5571-1062, FAX: 5539-7162 — E-mail: HTcepunifesp@epm.brTH

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a
continuidade de seu tratamento na Instituicdo. As informacdes obtidas serao
analisadas em conjunto com outros pacientes, ndao sendo divulgada a
identificagdo de nenhum paciente.

O paciente/responsavel tem o direito de ser mantido atualizado sobre
os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de
resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.
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Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também nao ha compensacgao
financeira relacionada a sua participacao. Se existir qualquer despesa
adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

Ha o compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material
coletado somente para esta pesquisa.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu (responsavel pela crianga),
concordo voluntariamente com a realizagdo da avaliacdo de inteligéncia em
meu filho(a).

Declaro que os detalhes desse teste foram devidamente esclarecidos e
minhas duvidas respondidas satisfatoriamente.

(Nome e assinatura do paciente/responsavel legal)

Declaro que expliquei pessoalmente este termo de consentimento livre
e esclarecido, informando, respondendo e esclarecendo as duvidas
apresentadas.

Assinatura do responsavel pelo estudo

Assinatura da psicéloga

Sao Paulo, / [/

Pedro de Toledo, 377 — CEP 04039-031 — Sao Paulo — SP — Tel.(011)5571-3324
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Anexo Il

Carta de Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa

TMIFESF

AL

Universidade Federal de Sha Paildo Comité de Ciics een Pesquisa
Escola Pauiska de Medicing

Linrwarusdadie Fosiral J¢ G50 Fakei nupbl S Pago

Sa0 Paule, 21 de margo de 2003
CEP N® 110302

llmofa). Sria).

Pesquisador{a); CONCEICAQ CAMPANARIO DA SILVA PEREIRA
Disciplina/Departamento;  NeuromuscularNeurologia & NeuroCinungia
Ref.: Propeio de Pesquisa

Distrofiz muscular Duchenne: Imunoexpressdo da alfa-distroglicana em musculatura
esquelética e associagio com performance cognitiva

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federsl de Sio Paulo/Hospital Sio Paulo
ANALISOU = APROVOU o projeto acima

Conforme resolugio 196/96 do Conselho Nacional de Sadde s30 deveres do pesquisador:

1. Comunicar toda e qualquer alteracio do projelo & do lermo de consentimento. Mestas
circunstancias a inclusio de pacientes deve ser lemporariamente interrompida até a respesla
do Comite, apds andlise das mudangas propostas.

2 Comunicar lmediatamente ao Comité qualkquer evento adverso poomdo duranie o
desenvobaments do estuda,

2. 0% dados individeais de todas a3 elapas da pesquiss devern sér mantidos em ocal sequrd
por 5 anos para possivel auditonia dos drglos competanles.

4. Apresentar primeimo refatdrio parcial em {70903

Atenciosamenta,

£
L

Jf,
el
Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Liniversidade Federal de Sao Paulo/Hospital 540 Paulo
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Pacientes

Pescoc¢o
Flexores
Extensores
Ombros
Abdutores
Adutores
Flexores
Extensores
Cotovelos
Flexores
Extensores
Tronco
Flexores
Extensores
Quadril
Flexores
Extensores
Abdutores
Adutores
Joelho
Flexores
Extensores
Tornozelo
Flexores

Extensores

TABELA DE FORGCA MUSCULAR

D

%MRC= Soma dos Scores (0-5)x 100 (até o maximo de 100%)

Numero de musculos examinados(32)x 5
MRC= Medical Research Council método utilizado para a testagem de musculos do pescogo, tronco,
membros superiores e inferiores (SCOTT et al, 1982)

66
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Anexo IV

TABELA DE HABILIDADE MOTORA

Pacientes

Levanta a cabega

Supina para prona pela direita
Supina para prona pela esquerda
Prona para supina pela direita
Prona para supina pela esquerda
Consegue sentar

Senta

Consegue ficar em pé

Fica em pé

Fica em pé sobre os calcanhares
Fica em pé sobre ponta dos pés
Fica em pé sobre a perna direita
Fica em pé sobre a perna esquerda.
Pula sobre a perna direita

Pula sobre a perna esquerda

Sai da cadeira

Pula degrau pela perna direita
Desce degrau pela perna direita
Pula degrau pela perna esquerda

Desce degrau pela perna esquerda

Score HM= Score de Habilidade Motora (até um méaximo de 40)
SCOTT et al, 1982

2 PARA TODO MOVIMENTO COMPLETO

1 PARA TODO MOVIMENTO COM AJUDA

0 SE INCAPAZ DE ADQUIRIR MOVIMENTO
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Abstract

The Duchenne muscular Dystrophy (DMD) is a muscular dystrophy with cognitive
impairment present in 20-30% of the cases. Despite of the fact that theses
children’s brain looks like normal, it has already been bound a great variety of
abnormalities, however not explaining the cognitive impairment. The dystrophin
gene is very large and encodes several dystrophin isoforms. Deletions and
duplications in linking sites to distal isoforms like Dp140, Dp71 favor mental
retardation incidence. The dystrophin connects to a proteic complex (CDG),
among these proteins, the dystroglicans. Within the dystroglycan complex, the
a-dystroglycan, have been known as important in several mechanisms, not only at
skeletal muscle stabilization at muscular contraction, but also at synaptogenesis,
neuronal migration, neuronal plasticity. Its different roles, at skeletal muscle and
Central Nervous System (CNS), bring us to think about the mechanisms involved
when it is deficient, as well, as the dystrophin, at cognitive impairment
physiopathology in DMD patients. Nineteen DMD patients were assessed, and a
high proportion (42%) performed the intelligence quotient (IQ) below the average.
The patients aged at the time of the muscle biopsy, between 4 and ten years, and,
at the assessment time, between 6 and 12 years old. Among the 19 patients, 2
were assessed by the Stanford-Binet. Among the 17 assessed by WISC-III,
52.9% performed a verbal 1Q below the average, and 29.4% below 70. The
proportion of patients who performed an average verbal 1Q, was 47%. In our
muscle biopsies samples of DMD patients, 89.5% presented a-dystroglycan
immunostaining between 0 and 25%. However, one patient presented a
a-dystroglycan immunostaining of 70.4%, and the other 43.2% and who
performed an average 1Q, finding not mentioned in literature. There was no
significant statistic relationship among total 1Q, verbal 1Q and execution 1Q
and o-dystroglycan immunostaining at these patients muscle samples. The
presence of a-dystroglycan in the brain, as well as, the dystrophin, suggest
their role on the pathophysiology of cognitive impairment in DMD children.
The mechanisms involved in intelligence are complex. We can atribute genetic
factor, structural ones, but also consider the environment and psychosocials
ones, in the case of our patients, worthy if we consider the lack of stimulus
and learning opportunities.
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