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DISTROFIA MUSCULAR CONGENITA E
DEFICIENCIA DE MEROSINA

LINEU CESAR WERNECK*, ROSANA HERMINIA SCOLA**, FABIO MASSAITI IWAMOTO™ **

RESUMO - Uma proporg#o varidvel de pacientes com distrofia muscular congénita (DMC) da forma cldssica ou
ocidental apresenta defici€ncia da cadeia o, da merosina, uma proteina da matriz extracelular. Foi realizado
estudo das caracteristicas clinicas, laboratoriais e histopatolégicas de 18 pacientes com DMC, relacionadas com
o padrio de merosina encontrado na biépsia muscular. Estudo imuno-histoquimico demonstrou que 11 pacientes
eram merosina-deficiente (MD) e sete pacientes eram merosina-positiva (MP). Nenhum dos nove pacientes MD
com idade suficiente para serem avaliados alcangaram a capacidade de deambulagfio, enquanto quatro dos sete
pacientes MP atingiram deambulagdo sem auxilio. Os niveis de creatinoquinase estavam mais aumentados nos
pacientes MD, mas a diferenga entre os dois grupos nfo foi estatisticamente significativa. Estudo da condugiio
nervosa motora foi realizado em 12 pacientes. Todos os quatro pacientes MP apresentaram exames normais,
enquanto dois de oito pacientes MD apresentaram diminuigio da velocidade de condugio nervosa motora. Entre
69 pardmetros de bidpsia muscular avaliados, nio foi encontrada diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos MP ¢ MD. Esses resultados sugerem que a diferenciagiio entre os casos MP e MD serve para fins de
progndstico, pois os pacientes MP chegam a deambular. Além disso, este estudo indica que ndo existe relagao
entre a auséncia de merosina e as alterages histoldgicas encontradas na bidpsia muscular.

PALAVRAS-CHAVE: distrofia muscular congénita, merosina, imuno-histoquimica, biépsia muscular.

Congenital muscular dystrophy and merosin deficiency

ABSTRACT - Merosin o, chain, an extracellular matrix protein, is deficient in a proportion of patients with
classical congenital muscular dystrophy (CMD). A study of clinical, laboratory and histopathological features of
18 patients with CMD was performed in relation to the merosin expression in muscle biopsy. Immunohistochemistry
study showed that merosin was deficient in 11 patients and present in 7. None of the 9 merosin-deficient patients
evaluated achieved walking. In contrast, 4 of 7 merosin-positive patients achieved independent ambulation.
Creatine kinase levels were higher in merosin-deficient patients, but this difference was not statistically significant.
Motor nerve conduction study was carried out on 12 children. All 4 merosin-positive patients had normal exams
whereas 2 out 8 merosin-deficient patients presented decreased motor nerve conduction velocity. Among 69
histopathological features studied, we did not find any significant difference between merosin-deficient and
merosin-positive patients. These results suggest that merosin status evaluation is important in the determination
of the prognostic, since merosin-positive patients can achieve independent walking. This study also suggests that
there is no relation between absence of merosin and histopathological features.

KEY WORDS: congenital muscular dystrophy, merosin, immunohistochemistry, muscle biopsy.

A distrofia muscular congénita (DMC) é doenga caracterizada pela ocorréncia de fraqueza
muscular e hipotonia ao nascimento ou nos primeiros meses de vida, atraso no desenvolvimento
motor e padréio distréfico na bidpsia muscular.*?® A DMC pode se apresentar na forma cldssica ou
ocidental e na forma de Fukuyama. Nos paises ocidentais a maioria dos pacientes apresenta a forma
cldssica, enquanto a forma Fukuyama, caracterizada pela presenga de retardo mental grave, crises
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epilépticas e alteragSes encefilicas nos exames de neuroimagem, é mais comum no Japao®. Em
torno de 10 a 60% dos pacientes com DMC da forma cldssica apresentam deficiéncia da cadeiaa,da
merosina, o que permite a subdivisdo da DMC ocidental em dois grupos de acordo com o padréo de
merosina na bidpsia muscular®!#26.%-303338 Egtudos recentes t8m demonstrado que esses dois grupos
apresentam caracterfsticas clinicas, laboratoriais e eletrofisiolégicas distintas, mas nenhum analisou
a relagfo entre as alteragdes histolégicas e o padrao imuno-histoquimico da merosina®2%:3!:35:3%,

Neste estudo procuramos avaliar a expressfio da merosina muscular através de imuno-
histoquimica em pacientes com DMC com os objetivos de (1) avaliar a proporgdo de casos merosina-
deficiente (MD) nesse grupo de pacientes, (2) comparar as caracteristicas clinicas, laboratoriais ¢
eletrofisioldgicas entre os pacientes MD e merosina-positiva (MP) e (3) verificar se existe alguma
relagdo entre a auséncia de merosina e as alterages histoldgicas.

CASUISTICA E METODOS

Foram estudados 18 pacientes com distrofia muscular congénita, sendo 11 do sexo feminino e sete do
sexo masculino, com idade média de 4,98 anos. A idade média do inicio dos sintomas foi 0,23 anos (Tabela 1).
Todos os pacientes apresentavam retardo do desenvolvimento motor, hipotonia e hipotrofia muscular generalizadas,
fraqueza muscular proximal e hiporreflexia generalizada na época da investigagdo. Choro débil foi notado em
cinco pacientes e hipotonia muscular ao nascimento ou nos primeiros seis meses de vida ocorreu em 15 pacientes.
Dois pacientes apresentavam crises epilépticas, dois escoliose, dois cifoescoliose e dois deformidades dos pés
(pés valgos). Cinco pacientes apresentavam retragdes de tendGes como sinal inicial e em dez as retragGes surgiram
com a evolugdo da doenga (Tabela 1).

Na investigagiio, a creatinoquinase estava aumentada em média 6,08 vezes, desidrogenase lictica 0,67,
aldolase 1,12, aspartato aminotransferase 0,25 e alanina aminotransferase 0,07 vezes acima do limite superior
normal. A eletromiografia de agulha (EMG) foi compativel com padriio miopético em 14 pacientes, limitrofe para
miopdtico em ume normal em outro paciente. Estudo da condugio nervosa motora mostrou diminuigio da velocidade
de condugiio em dois pacientes, diminuigdo da amplitude dos potenciais em um paciente e foi normal em nove
pacientes (Tabela 2). Estudo da condugdio nervosa sensitiva foi normal nos 12 pacientes em que foi realizada.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas em 18 pacientes com distrofia muscular congénita.

Caso Sexo Idadena  Inicio dos Retragies Pés Deformidades Choro Epilepsia Escala de

investigacdo sintomas valgos dacoluna débil Vignos
1 M 0,42 0,04 + - - - -
2 F 0,58 0,00 + - - - -
3 M 0,66 0,08 + + - - -
4 F 0,75 0,00 + - + + -
5 M 1,08 0,00 - - - + -
6 F 2,00 0,25 - - - - -
7 F 2,50 0,00 + - + + +
8 F 5,00 0,00 + - - - -
9 M 7,00 0,00 + + - + - 7
10 M 8,00 0,33 + - - - -
11 F 11,00 0,00 + - - - + 7
12 F 4,00 0,00 + - - -
13 F 4,75 0,00 + - - - -
14 F 5,00 0,50 + - - - - 7
15 M 6,00 0,00 + - + - - 6
16 M 8,00 0,00 + - + + - 7
17 F 10,00 0,00 - - - - - 4
18 F 13,00 3,00 + - - - - 3

M, masculino; F, feminino; +, presente/positivo; -, ausente/negativo. A idade na investigagiio e o inicio dos sintomas estio
expressos em anos.
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Tabela 2. Caracteristicas laboratoriais e eletrofisiologicas em pacientes merusina-deficiente e merosina-positiva.

Caso CK LDH ALD AST ALT EMG VCN motora

1 13,04 0,62 3,21 NA NA Normal NA

2 3921 2,68 NA 2,60 0,33 Miopdtica NA

3 13,82 1,02 2,00 0,00 0,00 Miopitica Normal

4 8,75 1,26 4,06 0,20 0,00 Miopitica Normal

5 324 0,00 0,00 0,67 0,00 Miopitica Normal

6 8,15 0,62 1,32 0,00 0,00 Miopitica Normal

7 0,20 NA NA 0,00 0,00 Miopitica Normal

8 0,00 0,00 0,20 0,00 0,00 Miopitica Diminuida
9 0,77 0,84 0,00 0,00 0,00 Miopitica Normal
10 10,27 NA NA NA NA Miopitica Diminuida
it 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 Miopitica NA

12 7,80 1,42 2,38 0,00 0,58 Limitrofe Normal
13 0,00 NA NA NA NA Miopitica NA

14 0,00 0,18 NA 0,00 0,00 NA Normal
15 0,23 NA 0,00 0,00 0,00 Miopatica Normal
16 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00 NA NA

17 2,40 0,50 1,17 0,00 0,00 Miopética Normal
18 1,56 0,07 0,19 NA NA Miopitica NA

CK, creatinoquinase; LDH, deidrogenase lictica; ALD, aldolase; AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase.
NA, n3o avaliado; EMG, eletromiografia; VCN, velocidade de conduggo nervosa. Os valores das enzimas estio expressos em
niimero de vezes acima do limite superior normal.

Tubela 3. Padrao imuno-histoquimico de merosina e distrofina e caracteristicas clinicas em pacientes com DMC.

Caso Merosina Distrofina Idade na iiltima avaliagiio Deambulagio
1 - Falhas focais 3,10 -
2 - Falhas focais 0,58 NA
3 - Falhas focais 2,60 -
4 - Falhas focais 6,07 -
5 - Falhas focais 1,15 NA
6 - Falhas focais 7,15 -
7 - Falhas focais 2,50 -
8 - Falhas focais 5,00 -
9 - Falhas focais 8,25 ' -
10 - Falhas focais 8,40 -
1 - Falhas focais 11,00 -
12 + NA 4,30 +
13 + NA 4,75 -
14 + NA 6,10 +
15 + Normal 10,25 -
16 + Falhas focais 8,30 -
17 + Falhas focais 10,15 +
18 + Falhas focais 13,00 +

+, presente/positivo; -, ausente/deficiente; NA, ndo avaliado. A idade na (itima avaliagio do paciente estd expressa em anos,

As bi6psias musculares foram processadas através de técnicas a fresco € histoquimica sendo coradas com
hematoxilina-eosina, tricromo de Gomori modificado, oil red O, PAS, cresil violeta, ATPase pH 9,4, 4,3 ¢ 4,6,
NADH-tetrazolium redutase, miofosforilase, esterase ndo-especifica, deidrogenase succinica e fosfatases alcalina
¢ dcida. O diagnéstico andtomo-patolégico foi miopatia ativa em um caso, miopatia crénica em sete, miopatia
cronica ativa em oito, miopatia crénica em estédio final em um e misculo em est4dio final em um caso.
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Fig 1. Imuno-histoquimica para
merosina do Caso 13 (merosina-po-
sitiva). Aumento de 464X.

Fig 2. Imuno-histoquimica para
merosina do Caso 3 (merosina-de-
ficiente). Aumento de 464X.

Fig 3. Imuno-histoquimica para
distrofina com falhas focais miilti-
plas e pequenas (rosdrio). Aumen-
to de 464X.
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As bi6psias foram posteriormente armazenadas em nitrogénio liquido a -170°C até serem utilizadas para
estudo imuno-histoqufmico. A detecgdo da merosina por método imuno-histoquimico foi realizada em cortes
histolégicos de espessura de 4 micra incubados com anticorpos monoclonais anti-merosina humana (fragmento
de 80 kD da cadeia M ou o, Chemicon, Temecula, CA, USA) diluidos 1:1000 em solugdo tampio de cloreto de
sédio e fosfato de s6dio. Em seguida, os cortes foram incubados com imunoglobulina biotilinilada IgG anti-
ovelha, fluoresceina-estreptavidina e examinados em microscépio para imunofluorescéncia equipado com epi-
iluminagfo. Em 15 pacientes também foi realizado estudo imuno-histoquimico para distrofina (terminal carboxi),
utilizando-se anticorpos monoclonais (Chemicon, Temecula, CA, USA)*.

Como controle para a técnica de imuno-histoquimica para merosina foram estudadas as biépsias musculares
de dois pacientes com distrofia muscular das cinturas pélvica € escapular, um com distrofia miot6nica € um com
feocromocitoma e acidente vascular encefélico.

Andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio de computador, sendo analisadas as possiveis relagcdes
dos dados através dos testes do qui-quadrado, exato de Fischer e do 1 de Student. Diferencgas foram consideradas
estatisticamente significativas se p< 0,05.

RESULTADOS

Dos 18 pacientes com distrofia muscular congénita avaliados através de imuno-histoquimica
para merosina, 11 eram MD e sete MP (Figs. 1 e 2; Tabela 3). Nenhuma diferenca estatisticamente
significativa entre os dois grupos foi encontrada em relagdo aos sintomas avaliados e 2 distribuigao
por sexo ¢ idade. Dos 11 pacientes MD, nove ndo atingiram capacidade de deambulagao e dois
pacientes ndo apresentavam idade suficiente para serem avaliados (Casos 2 e 5). Em relacdio aos
sete pacientes MP, quatro apresentavam capacidade de deambulagdo (Tabela 3). A diferenga para
esse parametro foi estatisticamente significativa (teste exato de Fischer, p=0,02). Em relagdo ao
estudo imuno-histoquimico para distrofina, todos os pacientes MD apresentavam falhas focais
miiltiplas e pequenas em forma de rosério (Fig 3). Dos pacientes MP, trés apresentavam falhas
focais miiltiplas e um apresentava padrio normal na imuno-histoquimica para distrofina (Tabela 3).

Na média, a creatinoquinase apresentou-se mais elevada no grupo MD que no grupo MP.
Essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa. As outras enzimas musculares, com excegio
da aldolase, também estavam mais aumentadas nos pacientes MD que nos MP, mas também n3o foi
encontrada diferenga estatisticamente significativa.

Dez pacientes do grupo MD apresentaram eletromiografia com padrao miopdtico € um padrao
normal. No grupo MP, quatro apresentaram EMG miop4tica € um limitrofe para miopética. Os trés
pacientes com alterag@io no estudo da condugdo nervosa motora eram do grupo MD, enquanto os
pacientes do grupo MP apresentaram exames normais.

Entre 69 parametros de biépsia muscular avaliados, ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos MP e MD.

DISCUSSAQ

Tomé et al. foram os primeiros a relatar auséncia da cadeia o, da merosina em 13 de 20
pacientes com DMC da forma cléssica ou ocidental, levando & subdivisdo desses pacientes em
DMC merosina-deficiente (DMC-MD) e DMC merosina-positiva (DMC-MP)*. Posteriormente, o
locus génico da cadeia o., da merosina foi identificado no cromossomo 6q2, permitindo acaracterizagio
da anormalidade também a nivel genético.'® Mais recentemente, mutagdes em ponto € dele¢des foram
encontradas em pacientes com DMC-MD, embora a estrutura exata do gene ainda ndo seja totalmente
conhecida®%. A deficiéncia de merosina encontrada em pacientes com DMC de Fukuyama € considerada
de causa secundéria™ j4 que o locus génico relacionado A forma Fukuyama é 0 9q31-33%,

A proporgdo de pacientes MD encontrada nos diversos estudos tem sido bastante
varifve|*192:282230333¢ Enquanto North et al. encontraram apenas um caso MD em uma série de 12
pacientes®, mais de 60% dos pacientes de outro estudo eram MD%, Essa discrepancia de resultados
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pode ser devida a vicios de sele¢do dos pacientes ou, mais provavelmente, ao pequeno nimero de
pacientes estudados em cada trabalho. Nossos achados s@o semelhantes aos de Tomé et al. e Vainzof
et al., que encontraram predominio discreto de pacientes MD*%, No Japéo, a incidéncia de casos
MD parece ser relativamente menor que nos pafses ocidentais®'4. Kobayashi et al. examinaram
4434 biGpsias musculares e encontraram 50 casos de DMC-MP e apenas trés casos de DMC-MD¥,

A merosina (laminina-2) ¢ proteina trimérica da familia das lamininas, constituida das cadeias

, B, e v, encontrada na lamina basal dos misculos esqueléticos, células de Schwann e
trofoblastos"“ A merosina tem diversas fungGes biolégicas que incluem a mediagdo da ligagdo
entre as células e a promogdo da migragio das células de Schwann'**2, No misculo esquelético a
merosina liga-se ao alfa-distroglican, uma glicoproteina extracelular associada & distrofina, que por
sua vez se liga a actina do subesqueleto sarcolemal pelo complexo de glicoproteinas relacionado 4
distrofina®. A patogénese da doenga ainda nao ¢ conhecida, mas acredita-se que a auséncia de
merosina possa afetar as ligagGes entre as diversas moléculas, levando & degeneragdo muscular®?’,

Hipotonia muscular congénita, fraqueza muscular e atraso do desenvolvimento motor
constituem os sintomas cardinais da DMC cléssica ou ocidental. Retragoes tendinosas podem ocorrer
j4 ao nascimento ou, mais comumente, desenvolvem-se com a progressao da doenga. Deformidades
dos pés, cifoescoliose e epilepsia também podem ocorrer, mas o desenvolvimento intelectual desses
pacientes geralmente é normal'*7*®, Como em outros estudos, ndo encontramos qualquer sinal ou
sintoma clinico que permita a diferenciagdo entre os casos MD e MP»3%,

Os pacientes MD tém progndstico pior em relacdo ao desenvolvimento motor, especialmente
a capacidade de atingir a deambulagio sem auxilio®*. Assim como em outros estudos,*® nenhum
dos nossos pacientes MD atingiu deambulagio, embora dois casos necessitem de tempo de acompa-
nhamento maior para avaliagdo adequada.

Como em outros estudos o nivel de creatinoquinase apresentou-se mais elevado no grupo
MD, embora nenhum estudo tenha encontrado diferenca estatisticamente significativa®. A avaliagio
num estddio mais avangado da doenga pode ter sido a responsével pelos valores normais ou pouco
aumentados das enzimas encontrados em alguns pacientes MD. Assim como na distrofia muscular
de Duchenne, com a evolugdo da doenga, pela perda da massa muscular, deve haver redugio
progressiva nos niveis séricos das enzimas musculares*,

Eletromiografia de agulha geralmente mostra um padréio de envolvimento muscular primério,
com potenciais de baixa amplitude e curta duragdo's*?, Diminui¢o da velocidade de conduggo nervosa
(VCN) motora, como ocorreu em dois dos nossos casos, tem sido relatada em pacientes MD*-*!. Shorer
et al. encontraram diminuigéo da VCN motora em oito dos dez pacientes MD estudados®, O mecanismo
que leva a essa reducio da VCN motora € possivelmente uma deficiéncia no processo fisiolégico de
mielinizagdo dos nervos que ocorre nos primeiros meses de vida®*3!. Em relaggo ao estudo da condugéo
nervosa sensitiva, todos os trabalhos também tém encontrado resultados normais®=!.

A bi6psia muscular de pacientes com DMC apresenta um padrio distréfico, com proliferagdo
de tecido conjuntivo, infiltragdo de tecido adiposo, reduggo no mimero de fibras musculares e grande
variabilidade no didmetro das fibras. Necrose, fagocitose e regeneragdo também podem ser
encontradas em graus varidveis>®183641

A avalia¢do da distrofina, protefna responsdvel pela patogénese da distrofia muscular de
Duchenne (DMD), pode ser realizada na diferenciagdo entre DMC e DMD em pacientes do sexo
masculino’. Na DMD, a distrofina est4 praticamente ausente em todas as fibras musculares.!! Na
DMC, as alteragdes da distrofina, mais comumente falhas focais na imuno-histoquimica, sdo de
causa secunddria. Trabalhos t€m mostrado uma grande variabilidade na proporgao de pacientes com
DMC que apresentam estudo imuno-histoqufmico para distrofina alterado, provavelmente devido a
diferengas de metodologial-!182141,



786 Ary Neuropsiguiatr 1997:55(4)

Pacientes MD, embora apresentem desenvolvimento intelectual normal, podem apresentar
alteragGes na substancia branca encefélica na ressonadncia magnética semelhantes a leucodistrofia,
que atingem mais os lobos anteriores e geralmente preservam o corpo caloso, tronco cerebral, cipsula
interna e cerebelo! 2243338 Egsas alteragdes na substincia branca também podem ser demonstradas
através de potenciais evocados somato-sensoriais®®. A patogénese e a repercussio clinica dessas
alterages no sistema nervoso central ainda ndo sdo bem compreendidas, mas tanto a ressonincia
magnética quanto os potenciais evocados somato-sensoriais podem ser tteis na diferenciagio dos
pacientes MD dos MP24,

A descoberta de que uma porcentagem de pacientes com DMC cléssica ou ocidental apresenta
deficiéncia de merosina® e a posterior localizagio do locus génico da protefna'® permitiram a
caracterizagio a nivel molecular de um subtipo de DMC, a DMC-MD. Esses resultados sugerem
que nenhuma caracterfstica clinica, laboratorial, eletrofisiolégica ou histolégica permite a
diferenciag@o entre os pacientes MD e MP, sendo que para isso € necesséria a realizagdo de imuno-
histogufmica ou western blot*® Além disso, este estudo indica que nfio existe relaggo entre a auséncia
de merosina e as alteragdes histolGgicas encontradas na biépsia muscular. Do ponto de vista prético,
a diferenciagfo entre os casos de DMC-MD e DMC-MP serve para fins de progndstico, pois os
DMC-MP chegam a deambular.
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