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DIFICULDADES DIAGNOSTICAS NA
ATROFIA MUSCULAR ESPINHAL

Alexandra Prufer de Q-C. Araujo’, Vivianne Galante Ramos? Pedro Hernan Cabello?

RESUMO - Objetivo: Descrever o perfil clinico e laboratorial de pacientes com atrofia muscular espinhal
(AME) com delecdo no gene da proteina sobrevivéncia do neurénio motor (SMN). Método: Estudo des-
critivo de uma série de casos confirmados pela presenca da delecdo no gene SMN. Determinacdo da fre-
quéncia da positividade dos critérios clinicos e laboratoriais revisados. ~ Resultados: Foram incluidos no estudo
22 casos. Em todos havia paresia simétrica, sendo a localizagdo difusa predominante nos casos de inicio antes
de 6 meses (75 %), enquanto nos demais havia predominancia de localizacdo proximal e/ou em membros
inferiores (67 %). Fasciculagdes e atrofia foram frequentes (82 %). Os exames complementares tiveram resul-
tados variaveis, sendo a positividade da eletroneuromiografia (ENMG) de 57 % e da biopsia muscular de
58 %. Conclusdo: A presenca de dele¢do no gene SMN pode ajudar a confirmar o diagnéstico de casos
indefinidos .
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Spinal muscular atrophy diagnostic difficulties

ABSTRACT - Objective: To describe the clinical findings of patients with spinal muscular atrophy (SMA) with
survival motor neuron (SMN) gene deletion. Method: Descriptive study of SMA cases confirmed with the
deletion of the SMN gene. Frequency determination of positive clinical and laboratory revised diagnostic
criteria.  Results: All of the 22 included patients had symmetrical muscle weakness, which was diffuse in
those with onset of symptoms up to 6 months of age (75 %), and either proximal or predominant in lower
limbs in the remaining group (67 %). Fasciculations and atrophy were both frequent findings (82 %). Laboratory
tests findings were variable, with a positivity of 57 % for electrophysiology and of 58 % for muscle biopsy.
Conclusion: The presence of a deletion in the SMN gene can help to confirm this diagnosis in unclear pre-

sentations.

KEY WORDS: spinal muscular atrophy, diagnosis, electromyography, biopsy, genetic techniques.

A atrofia muscular espinhal (AME) tem origem
genética e caracteriza-se pela atrofia muscular se-
cundaria a degeneracao de neurénios motores lo-
calizados no corno anterior da medula espinhal. D o-
enca autossémica recessiva ligada ao cromossoma
5, relacionada ao gene da proteina de sobrevivéncia
do neurdnio motor (SMN), a principal desordem au-
tossOmica recessiva fatal depois da fibrose cistica
(1:6000), afeta aproximadamente 1 em 10000 nasci-
mentos. O diagnéstico da AME é dado pelo quadro
clinico, pelos resultados da eletroneuromiografia
(ENMG), da biépsia muscular e da investigagdo ge-
nética. Hipotonia, paresia, arreflexia, amiotrofia e
miofasciculagdo constituem os sinais clinicos da AME,
que pode ser subdividida em trés grupos de acordo
com a idade de inicio e evolugao.

O mapeamento do gene em 1990 no cromossomo
513" e aidentificacdo do gene SMN em 19952 consti-
tuiram passo importante para aperfeicoar o diagnéstico
desta doenca. O locus do SMN consiste de dois genes
homologos, uma cépia centromérica (SMNS) e uma c6-
pia telomérica (SMN"). Na presenca de dele¢ao de al-
guns exons do gene telomérico, situa¢do em que ado-
enca se expressa, a quantidade do gene centromérico
é o fator determinante da gravidade do quadro. A par-
tir da definicdo genético-molecular da doenca, passou-
se a utilizar mais este parametro no diagnéstico desta
doenca neuromuscular, sendo em 1999 os critérios de
diagnostico revistos 3. A presenca da delecdo no gene
SMN em individuos com fraqueza muscular simétrica
de tronco e membros elimina a necessidade de outros
exames complementares.
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No Brasil, o acesso ainda é restrito ao método de
diagnostico genético-molecular, tornando os crité-
rios adicionais, clinicos e laboratoriais necessarios em
muitos centros.

Descrevemos uma série de casos de AME confir-
mados pela presenca da delecdo no gene SMN en-
focando a positividade dos critérios clinico-laborato-
riais vigentes.

METODO

Trata-se de estudo descritivo transversal baseado em
uma amostra de conveniéncia, parte de uma tese de mes-
trado do Curso de Pés-graduagdo em Biologia Celular e
Molecular do Instituto Oswaldo Cruz. Todos os pacientes
que participaram, ou seus responsaveis legais, assinaram
termo de consentimento livre e esclarecido e o projeto
foi aprovado pelo CEP do IPPMG e pelo CONEP.

O critério de inclusdo para o estudo foi a presenca de
delecdo no gene SMN em pacientes com suspeita clinica
de AME. A extracdo do DNA foi feita a partir da camada
de leucécitos de uma aliquota de aproximadamente 5
ml de sangue periférico, seguindo o protocolo adaptado
de Lahiri e Nurnberger?. Para a amplificacdo dos éxons
7 e 8 do gene SMN foi utilizada a técnica de “Nested”
de rea¢do em cadeia da polimerase (PCR) a qual consiste
na reamplificagdo do produto primario, que aumenta
asensibilidade e protege contra a contaminacdo que pode
prejudicar o diagnostico®. Para cada reacao de PCR foipre-
parada uma solucao de 40 pl contendo: 10 mM Tris-HCI
(pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 1 ug de DNA gené-
mico, 200 pM de dNTPs; 1 M de cada iniciador; 0,03 1U/pl
de Taq DNA Polimerase.O programa de amplificacdo
referente a primeira etapa da PCR consistiu em uma des-
naturagdo inicial a 96°C por 8 minutos, seguido por 4
ciclos de desnaturacdo a 96°C por 3 minutos, 1 minuto
de pareamento a 52°C, 2 minutos de extensao a 72°C,
seguido por 28 ciclos com o tempo de desnaturacdo di-
minuido para 1 minuto e extensao final de 59 minutos
a 72°C. Na primeira etapa foram utilizados os seguintes
primers: R111FO, X7RO, SMX8FO, SMX8RO, AMXY1,
AMXY2, DYZy1.1,DYZy1.2. Para a segunda etapa da PCR
foram utilizados os primers R111 e X7DRA para o éxon
7 do gene SMN e os primers 541C960 e 541C1120 para
0 éxon 8 do gene SMN. As condi¢des de amplificagdo para
o éxon 7 foram: 5 minutos de desnaturacao inicial a 94°C,
seguido de 33 ciclos de desnaturac¢do a 94°C por 1 minu-
to, 1 minuto de pareamento a 56°C, 1 minuto de extensao
a 72°C e extensao final de 5 minutos a 72°C. As condi¢des
para o éxon 8 foram: desnaturacao inicial de 5 minutos
a 94°C, 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
pareamento a 59°C por 1 minuto, extensdo por 1 minuto
a 72°C, extensao final por 5 minutos a 72°C. Posteriormen-
te o produto de PCR foi analisado em gel de poliacrilami-
da a 12%, ap6s a digestdo com endonucleases de restri-
¢do especificas, Dra | (0,25 pl de Dra |; 2,5 pl de tampao;
7,25 pl de agua e 15 pl do produto amplificado) para o

éxon 7 e Dde 1 (0,5 pl de Dde |; 2,5 ul de tampéo; 7,0 pl
de agua e 15 pl do produto amplificado) para o éxon 8
com um periodo de incubag¢do de 1 hora a 37°C.

Realizou-se também a pesquisa de dele¢do nos exons
5 e 6 do gene da proteina de inibicdo da apoptose neuronal
(NAIP). Para a amplificacdo por PCR utilizaram-se os pri-
mers 1863 (5' CTC TCA GCC TGC TCT TCA GAT 3'), 1864 (5’
AAA GCC TCT GAC GAG AGG ATC 3'), 1857 (5' CAT TTG
GCATGTTCCTTCCAA G 3')e 1910 (5' TGC CACTGC CAG
GCA ATCTAA 3'). Foram realizados 30 ciclos a 94°C por 60
segundos, 60°C por 60 segundos e 72°C a 90 segundos®.

Dados referentes aos critérios diagnosticos revisados
para AME3 foram verificados em consulta destes pacien-
tes. Incluem-se nestes critérios:

1. Critérios clinicos:

Idade de inicio: AME tipo 1 de inicio entre o periodo
prenatal até 6 meses de vida; AME tipo 2 inicio antes
dos 18 meses; AME tipo 3 inicio ap6s.

Paresia muscular: Simétrica - De tronco e membros, com
predominio proximal, ou de membros inferiores sobre
superiores.

Atrofia.

Fasciculagao.

2. Critérios laboratoriais:

Dosagem sérica de creatinofosfoquinase abaixo de 5
vezes o valor superior normal.

ENMG com presenca de atividade espontanea anor-
mal, alteracdo da durac¢do e amplitude do potencial de
acao da unidade motora.

Biopsia muscular com atrofia em grupo, hipertrofia
de fibras tipo | ou agrupamento por tipo de fibra.

O dados referentes ao inicio dos sintomas foram ob-
tidos por histéria e categorizados em: inicio antes dos
6 meses, entre 6 e 18 meses, apds 18 meses de vida. Clas-
sificou-se a paresia em difusa, ou com predominio pro-
ximal e/ou em membros inferiores. Foram considerados
achados compativeis com o diagnéstico de AME nos exa-
mes complementares aqueles listados nos critérios diag-
noésticos revisados3, sendo outros resultados classificados
como inconclusivos, a menos que o exame estivesse nor-
mal. Os resultados das dosagens enzimaticas, ENMG e
bidpsia muscular, obtidos do prontuario, poderiam ter
sido feitos na UFRJ ou fora dela. Ndo foram repetidos exa-
mes, nem solicitados aos pacientes que ndo os tinham
realizado, por ndo haver justificativa ética na realizacao
de exames invasivos, mediante diagnéstico ja confirmado.

RESULTADOS

Foram considerados elegiveis para este estudo
30 pacientes que, em funcdo do quadro clinico, fo-
ram avaliados para a presenca de dele¢do nos ge-
nes SMN e NAIP, e incluidos 22 com delecdo no gene
da SMN. Apresentaram dele¢cdo no gene NAIP todos



Arq Neuropsiquiatr 2005;63(1) 147

os casos com tipo 1 de AME, 1/3 dos casos do tipo
2 e 15 % dos casos com tipo 3. Os resultados deta-
Ihados do estudo molecular encontram-se em outro
artigo enviado para publicacao.

A distribuicdo dos casos quanto ao sexo foi se-
melhante (59 % do sexo feminino). Encontramos
em nossa amostra uma familia com 3 casos (mae e
dois filhos) e nenhum caso com histéria de consan-
glinidade.

A distribuicdo dos casos quanto a idade de ini-
cio dos sintomas encontra-se na Tabela 1. A paresia,
sempre simétrica, apresentou localizacdo difusa em
3 dos 4 casos de inicio antes de 6 meses (75 %), en-

Tabela 1. Distribuicdo dos pacientes com AME de acordo com
caracteristicas clinicas.

Caracteristica Numero de

casos (%)

Idade de inicio

Antes de 6 meses de vida 4 (18 %)
Entre 6 e 18 meses 11 (50 %)
Apos 18 meses de vida 7 (32 %)
Localizacdo da paresia

de tronco e membros

Difusa 9 (41 %)
Com predominio

proximal 12 (55 %)
em membros inferiores 6 (27 %)
Fasciculagdo de lingua ou movimentos 18 (82 %)

espontaneos dos dedos

Tabela 2. Distribuicdo dos pacientes com AME de acordo com
as caracteristicas dos exames complementares.

Exame Numero de
casos (%)

Creatinofosfoquinase

Normal 11
Até 5 vezes o valor normal 2
Mais que 5 vezes o valor normal 0
ENMG

Normal*1 5 (36 %)
Compativel*2 8 (57 %)
Inconclusivo*3 1(7 %)
Histopatologia

Normal 0
Compativel*4 7 (58 %)
Inconclusivo*5 5 (42 %)

*1 =tipo 2, 3 casos; tipo 3, 2 casos. *2 = tipo 1, 1 caso; tipo 2, 3 casos,
tipo 3, 4 casos. *3 = tipo 2. *4 = tipo 2, 5 casos; tipo 3, 2 casos. *5 = tipo
1, 1 caso; tipo 2, 1 caso; tipo 3, 3 casos.

quanto que nos de inicio apos esta idade havia pre-
dominancia de localiza¢do proximal e/ou em mem-
bros inferiores (67 %). Fasciculagdes em lingua (8
casos) ou movimentos espontaneos em dedos (4 ca-
sos), assim como ambos os achados (4 casos), foram
encontrados na maioria. Estes sinais foram obser-
vados com freqUéncia semelhante, independente
da idade de inicio dos sintomas até 6 meses, entre
6 e 18 meses ou depois de 18 meses (75 %, 91 %
e 71 %). Atrofia muscular era evidente em 18 casos
(82 %) e em 12 destes sob forma difusa. Nos 4 casos
em que néo se observou sinal de atrofia, o tempo
de doenca (diferenca entre a idade na consulta e
idade de inicio dos sintomas) era de cerca de dois
anos, enquanto naqueles em que este sinal esta-
va presente este tempo era de mais de 8 anos em
média. Apenas em dois casos os reflexos profundos
foram considerados normais, ambos com paresia
proximal de pequena monta. Nenhum dos 22 casos
apresentava alteracdes ao exame da sensibilidade.

Os exames complementares realizados por estes
pacientes, a excecdo da dosagem de creatinofosfo-
quinase, tiveram resultados variaveis (tabela 2).
Das 14 ENMG realizadas, apenas trés o foram na UFRJ,
sendo duas destas compativeis com a suspeita diag-
néstica. A maioria das 12 bidpsias havia sido realiza-
da na UFRJ (10) e dentre elas seis eram compativeis
com o diagndstico. Um dos exames histopatolégicos
com laudo incompativel, externo a UFRJ, foi, apds
revisdo na UFRJ, considerado compativel.

Em 9 casos (tipo 1, 2 casos; tipo 2, 2 casos; tipo
35 casos), o diagnostico se mantinha indefinido antes
darealizacdo do estudo de genética molecular. Em
5 destes o exame fisico apontava para um processo
de denervacdo pela presenca de fasciculacées. Em
5 nao havia sido realizada nem a ENMG nem a biop-
sia muscular e nos 4 restantes, estes exames haviam
sido normais ou inconclusivos.

DISCUSSAO

Através da pesquisa de delecdo no gene SMN é
possivel confirmar 95 % dos casos dos tipos 1 e 2 e
80 % dos casos do tipo 3 da AME3. O diagnéstico ge-
nético-molecular é mais preciso, menos invasivo que
a bidpsia e a ENMG, porém nao esta disponivel de
forma abrangente no Brasil. Desta forma, tornam-
se importantes as informacdes obtidas pelo exame
neuroldégico e pelos exames ancestrais. Nao dispomos
de estudos comparativos entre estes exames, nem no
que diz respeito a sua sensibilidade e especificidade
nem quanto a andlise de custo e beneficio.

Os achados do exame neurolégico se mostraram
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mais positivos que os dos exames complementares
em nosso estudo. No entanto, estes exames ndo fo-
ram feitos de maneira sistematica, portanto nem
todos pacientes haviam se submetido a eles.

A paresia estava presente em todos os 22 casos
e tanto a atrofia quanto as fascicula¢ées ou movi-
mentos espontaneos dos dedos foram encontradas
em 82 % dos nossos casos. No exame fisico, a pare-
sia predominante proximal pode sugerir outras d o-
encas neuromusculares, principalmente as miopati-
as. No entanto, a atividade muscular espontanea
visivel a inspecdo, seja sob forma de fasciculacdes
ou de movimentos finos das extremidades que ndo
desaparecem com o sono, pode indicar a presenca
de denervacdo’. Sdo observadas principalmente em
doencas localizadas no corno anterior da medula,
sendo infreqlientes em miopatias ou neuropatias
axonais, podendo ser encontradas em individuos
normais. Neuropatia motora multifocal associada
a tiroidite de Hashimoto?®, miosite por corpusculos
de inclusao®, neuropatia periférica hereditaria'®, es-
tdo entre as outras doencas que podem apresentar
fascicula¢des dentre suas manifestac¢des clinicas.
Com excec¢do da Ultima, sdo doencas raras e presen-
tes em adultos. Finas e rapidas, pouco amplas, in-
capazes de causar movimentos de articulagoes, ir-
regulares e inconstantes, em geral presentes no re-
pouso, podem as fasciculacbes ser deflagradas ou
intensificadas por estimulacdo mecanica, por fadiga
e frio, e, o tecido subcutaneo abundante dificulta a
sua visualizac¢do.

Atrofia muscular, apesar de fazer parte do nome
desta entidade, pode ndo estar presente no inicio
do quadro. A maioria dos casos com maior tempo
de evolucdo (82 %) apresentou este sinal. Outra pos-
sivel explicacdo para a auséncia deste achado pode-
ria ser a existéncia simultanea de maior tecidosub-
cutaneo adiposo, mascarando a presenca da atrofia.

Analisando-se a freqUéncia da positividade dos
achados clinicos que constam nos critérios diagnosti-
cos revisados para AME3, percebe-se a maior impor-
tancia destes sobre os exames complementares. Esta
série de casos demonstra a falta de uniformidade
encontrada nos resultados dos estudos neurofisiolé-
gicos e de bidpsia em criancas com AME confirmada
pela presenca de delecdo no gene SMN. Em cerca
de 1/4 dos pacientes este diagnéstico nao foi confir-
mado pelos estudos neurofisiolégicos e/ou de bidp-
sia muscular realizados previamente ao exame de
genética molecular. A positividade em nossa amos-
tra para um resultado compativel foi pequena em

relacdo tanto a ENMG (57 %) quanto a bidpsia mus-
cular (58 %). Cabe ressaltar que 8 pacientes ndo
fizeram a ENMG e 10 ndo foram submetidos a biop-
sia; no entanto, estes ndo foram computados no
calculo do percentual de positividade apresentado.
Nem todos fizeram o exame na UFRJ, onde tanto
a ENMG quanto a histopatologia e imuno-histoqui-
mica da bidépsia muscular sdo realizados por pessoas
experientes e capacitadas. Como o estudo neste as-
pecto obteve os dados restrospectivamente, ndo foi
feita uma avaliacdo de valor preditivo destes exames
complementares, pois estaria sujeito a viés de sele-
¢do e de afericdo.

De acordo com outros estudos, o valor preditivo
dos estudos neurofisiolégicos em lactentes comsus-
peita de doenca neuromuscular é maior que 80 %".
Especificamente em casos de AME este valor caipa-
ra 65 %'. Uma correlacdo de 93 % entre os acha-
dos dos estudos neurofisiol6gicos com os da bidpsia
muscular foi observada em 15 pacientes com AME
tipo 1'3. Estes exames eram imperiosos antes do ad-
vento da analise do gene do SMN.

A ENMG é exame que possibilita a classificacdo
abrangente das doencas neuromusculares. Subdivi-
de-se em 3 etapas: estudo da conducao neural, tes-
tes de estimulacdo repetitiva e miografia. A miogra-
fia se realiza através da insercdo de uma agulha
com eletrodo no musculo e capta-se o potencial de
acdo daunidade motora; esta é a etapa primordial
quando diante da suspeita de uma doenca do cor-
no anterior. De forma ideal, obtém-se um registro
tanto no repouso quanto durante a contrag¢do vo-
luntaria. No musculo normal ndo se detecta ativi-
dade norepouso, ou seja, ocorre o siléncio elétrico.
Desta forma ficam claras certas limitacdes do exame
quando realizado em criancas, devido a dificuldade
de cooperacao proprias de certas idades e do medo
de um exame com agulha.

Os achados neurofisiolégicos isoladamente sdo
passiveis de serem encontrados em outras doencas
neuromusculares. Potenciais de fibrilacdo sdo obser-
vados no repouso em casos de denervacao, seja ela
localizada no corno anterior, ou no percurso do ner-
vo periférico. Algumas doencas musculares também
admitem a presenca de fibrila¢des. Sdo encontrados
ainda na AME potenciais de unidade motora de du-
racao e amplitude aumentada, e pode haver red u-
cdo davelocidade de condu¢do motora nas formas
de AME de instalacao mais precoce. Estas altera¢des
podem ser visualizadas desde o periodo neonatal,
porém ndo aparecem em todos os musculos'.
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Alteracdes histopatolégicas caracteristicas na
AME s&o a presenca de fibras musculares atréficas
tanto tipo | quanto tipo Il, hipertrofia de fibras tipo
| ou grupamento de tipo de fibras. Porém, alteracoes
diversas podem ser encontradas nas biopsias mus-
culares destes pacientes. Isto ocorreu em 42 % dos
nossos pacientes que se submeteram a este exame,
e é uma observacdo feita também por outros au-
tores' 7. As alteracbes dadas como caracteristicas
nado sdo observadas apenas em casos de AME, po-
dendo ocorrer em qualquer processo de denervagao
ou até mesmo em outras doencas musculares'®. Sdo
mais sujeitos a erros de interpretacdo dos achados
histopatolégicos os casos de AME tipo 1 e no tipo
3. No neonato, pode ser dificil de diferenciar os
achados da AME com os da desproporcdo congénita
de fibras'. Nas formas de evolu¢do mais arrastada,
a interposicao de altera¢des miopaticas secundarias,
como fibras angulares, nlcleos centrais, fendas e d e-
sarranjo miofibrilar, aumentam com a evolug¢édo®.

Ambos os exames complementares, a neurofisio-
logia e a bidpsia muscular apresentam limitagdes para
o diagnéstico de casos de AME, tanto no que con-
cerne a definicdo etioldgica do processo de degene-
racdo quanto a demonstracdo da existéncia deste
processo. Algumas explicacbes para exames com
resultados diversos dos esperados sao: interpretacdes
errébneas dos achados, escolha de locais errados para
arealizacdo dos exames ou a realizacdo dos exames
em fases ou muito iniciais ou terminais da doenca.

Cabe uma observacdo sobre a deteccdo da AME
em uma mae e dois de seus Unicos filhos, dentre os
casos aqui descritos. Um relato como este levantaria
a suspeita inicial de uma doenca autossémica domi-
nante, principalmente quando inexistente a historia
de consanguiinidade nesta familia. No entanto, con-
forme este exemplo ilustra, tal fato é possivel quan-
do o pai for portador de um gene para a doenca,
heterozigoto no caso. Infelizmente, dentre as téc-
nicas de biologia molecular atualmente disponiveis
no Laboratério de Genética Humana da FIOCRUZ,
nao estd a de andlise quantitativa do gene ou da
proteina de sobrevivéncia do neurdénio motor, Uni-
cos capazes de determinar o estado de portador he-
terozigoto?'.

O quadro clinico de fraqueza muscular simétrica com
atrofia e/ou fasciculacdes, principalmente quando os
valores de creatinofosfoquinase estiverem abaixo de

5 vezes seus valores superiores normais, deveria ser sus-
peito de uma AME mesmo se os exames de eletroneuro-
fisiologia ou de biépsia muscular ndo forem caracte-
risticos desta doenca e ndo mostrarem outro diagnos-
tico especifico. A pesquisa de delecdo no gene SMN
pode dirimir situacdes de duvida diagnéstica.
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