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Resumo

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), uma miopatia recessiva ligada ao cromossoma
X, € a distrofia muscular mais comum na infancia. Esta doenca caracteriza-se por uma grave e
progressiva perda da for¢ca muscular, resultando em perda da deambulagdo durante a primeira
década de vida e morte na segunda ou terceira décadas de vida.

Esta monografia tem por objetivos rever as caracteristicas gerais da DMD e abordar as
estratégias terapéuticas atualmente utilizadas na prética clinica e, particularmente, as estratégias
terapéuticas presentemente em investigacdo, referindo os resultados obtidos com cada uma
delas.

Devido a auséncia de tratamento curativo para esta doenca, o tratamento utilizado
atualmente tem por base uma abordagem multidisciplinar com o objetivo de atrasar a progressao
da doenca e melhorar a qualidade de vida destes doentes.

As abordagens terapéuticas que tém sido investigadas nos Gltimos anos, algumas das quais
ja em fase de ensaio clinico, incluem terapia génica utilizando vetores virais e ndo virais, terapia
celular e terapia farmacoldgica. Destas estratégias, a que atingiu estadios mais avancados com
resultados bastante satisfatorios foi o skipping de exfes. Também a terapia génica utilizando a
forma recombinante do virus adenoassociado, a terapia celular recorrendo a mesoangioblastos e
a leitura de coddes stop tém-se revelado alternativas promissoras. Provavelmente o melhor

tratamento para esta patologia passara pela combinacdo de varias destas promissoras

terapéuticas recentemente estudadas.

Palavras-chave

Distrofia muscular de Duchenne; terapia génica; terapia celular; terapia farmacologica;

skipping de exdes; leitura de coddes stop.
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Abstract

Duchenne’s muscular dystrophy (DMD), an X-linked recessive myopathy, is the most
common muscular dystrophy in childhood. This disease is characterized by a severe and
progressive muscle weakness, leading to loss of ambulation during first decade of life and death
in the second or third decade of life.

This monograph aims to review the general characteristicsof DMD and address
the therapeutic strategies currently used in clinical practice and, particularly, the therapeutic
strategies currently under investigation, referring the results obtained with each strategy.

Due to the absence of curative treatment for this disease, the current treatment is based
on a multidisciplinary approach in order to delay the disease progression and improve quality of
life of the ill subjects.

Therapeutic approaches that have been investigated in recent years, some of which
are already in clinical trial, include gene therapy using viral and nonviral vectors, cell therapy
and pharmacological therapy. The strategy which reached the most advanced stages with
satisfactory results was the skipping of exons. On the other hand, gene therapy using
recombinant adenoassociated virus, cell therapy using mesoangioblasts and stop codon read-
though have proved to be promising alternatives. Probably the best treatment for this condition

will be a combination of these promising therapies recently studied.

Key-words
Duchenne’s muscular dystrophy; gene therapy; cell therapy; pharmacological therapy; exon

skipping; read-through strategies.
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Introducao

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), uma miopatia recessiva ligada ao cromossoma
X, é a distrofia muscular mais comum na infancia.”) Esta doenca caracteriza-se por uma grave e
progressiva perda da forca muscular, resultando em perda da deambulagdo durante a primeira
década de vida e morte na segunda ou terceira décadas de vida.?*® Afeta cerca de 1/3.500
recém-nascidos masculinos e apresenta uma prevaléncia mundial estimada em 1/30.000.?

Atualmente ndo existe tratamento efetivo para esta doenca.””” No entanto, o padrdo dos
cuidados prestados tem melhorado, permitindo o prolongamento da sobrevida e melhoria da
qualidade de vida. Contudo, estas intervencdes sdo apenas sintomaticas, estando ainda longe do
adequado.®

Nos ultimos anos, muita investigacdo tem sido realizada de modo a encontrar possiveis
tratamentos para esta doenga, nomeadamente terapia génica, celular e farmacoldgica, sendo 0s

resultados obtidos promissores.

Objetivos

Os objetivos desta monografia sdo rever as caracteristicas gerais da DMD nomeadamente
patofisiologia e genética, manifestacdes clinicas e diagndstico, expor as terapéuticas atualmente
utilizadas na prética clinica e, particularmente, as estratégias terapéuticas presentemente em

investigacéo, referindo os resultados obtidos com cada uma delas.

Metodologia

Na pesquisa realizada para este trabalho foram incluidos artigos de revisdo, publicados
entre janeiro de 2006 e outubro de 2011, escritos em portugués ou inglés, pesquisados na base
de dados PUBMED pelos termos “Duchenne Muscular Dystrophy treatment”, “Duchenne
Muscular Dystrophy therapy” e “Duchenne Muscular Dystrophy management”. Contactaram-
se, por e-mail, os autores de alguns trabalhos que foram encontrados na pesquisa mas nao

estavam disponiveis online. Os artigos obtidos foram pré-selecionados pelo titulo e, de seguida,
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foram lidos na integra e selecionados segundo a relevancia apresentada. Foram ainda incluidos
estudos clinicos em humanos publicados recentemente.

No final incluiram-se como referéncias bibliograficas 25 artigos.

Distrofia Muscular de Duchenne

Patofisiologia e Genética

A Distrofia Muscular de Duchenne é causada por mutacdes no gene dmd das quais resulta
deficiéncia da proteina distrofina.

A distrofina, uma proteina em forma de bastonete de 427 kDa, possui quatro dominios
(Figura 1) e é essencial para proteger o sarcolema do stress gerado pelas contragcbes musculares
repetidas, tendo também funcdes no controlo de moléculas de sinalizacéo intracelular.®® A
auséncia de distrofina condiciona a ndo agregagdo do complexo de ligagdo a distrofina, levando
a fragilidade do sarcolema, conduzindo a entrada de calcio na célula e lesdo focal ou difusa da
fibra muscular. Com os ciclos repetidos de degeneracdo-regeneracdo induzidos pela atividade
do masculo, a populagdo de células progenitoras (células satélite) esgota-se e o muasculo vai
sendo progressivamente substituido por tecido conjuntivo e adiposo.”

O gene dmd localiza-se no braco curto do cromossoma X (Xp21.2) e possui 79 exdes.®® A
maioria das alteragdes que ocorrem neste gene sdo dele¢des (65-72% dos casos de DMD) que
ocorrem com maior frequéncia em regides hotspot (exdes 45-53), duplicacdes de um ou mais
exdes (7%), e mutacBes pontuais, pequenas delecdes ou insergdes (20%). A maior parte dessas
alteracdes correspondem a mutacBes nonsense, frame-shift ou em locais de splicing.?
Aproximadamente um terco destas mutacdes ocorre de novo.®

Geralmente, mutagdes in-frame resultam em formas truncadas mas parcialmente funcionais
da proteina, originando habitualmente a forma mais ligeira da doenca, a Distrofia Muscular de
Becker (BMD). Por outro lado, mutacGes frame-shift resultam na auséncia completa da proteina,
originando a forma mais grave da doenca, a DMD.® A gravidade da doenca néo se relaciona
simplesmente com a extensdo da delecdo ou duplicagdo, mas depende também do local da

proteina afetado.®
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Manifestac¢oes Clinicas

A evolucédo clinica da DMD € grave e progressiva, embora o fendtipo e progressdo da
doenca possam variar e alterar com o tempo.®

Esta doenca manifesta-se dos trés aos cinco anos de idade por alteracdes motoras: marcha
bamboleante, dificuldades em correr, saltar e levantar-se do chdo (sinal de Gower), quedas
frequentes e pseudohipertrofia dos musculos da regido gemelar. Menos frequentemente, os
doentes apresentam-se com atraso do desenvolvimento da linguagem ou global, ou
incidentalmente com elevacdo dos niveis de creatina cinase (CK) ou transaminases plasmaticas.
Com a progressdo da doenga, 0s pacientes tornam-se incapazes de deambular, ficando
dependentes de cadeira de rodas aos 11-12 anos.®?

A nivel respiratdrio, em todos os doentes, ocorre doenca pulmonar restritiva, condicionando
insuficiéncia respiratoria crénica, sendo esta a sua principal causa de morte. Um terco dos
doentes apresenta também sindrome da apneia do sono.")

Apb6s os dez anos de idade, tornam-se clinicamente evidentes alteracbes do ritmo e
conducdo cardiacas e cardiomiopatia dilatada, esta Gltima representando a segunda causa de
morte por DMD (10-40% das mortes).**"

Estes doentes apresentam ainda escoliose, fraturas de 0ssos longos e osteoporose e,
aproximadamente 30% apresentam também alteracfes intelectuais e/ou cognitivas néo
progressivas.®*? Dificuldades em alimentar-se e perda de peso sio complicacdes comuns em
estadios tardios.®

A auséncia de tratamento implica que a maioria destes doentes acabem por morrer devido a
insuficiéncia respiratéria ou cardiomiopatia, no final da adolescéncia ou quando adultos

jovens.®

Diagnostico
A suspeita de DMD deve ser levantada perante uma crianga do género masculino incapaz

de andar aos 16-18 meses de idade, ou que apresente pseudohipertrofia dos muasculos da regido
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gemelar, marcha bamboleante ou sinal de Gower antes dos cinco anos de idade, ou que

manifeste atraso global do desenvolvimento, independentemente da histéria familiar.©*%
Perante esta suspeita deve realizar-se doseamento da CK plasmatica (que se encontra

aumentada, frequentemente 50 a 200 vezes), e bidpsia de musculo, com pesquisa de distrofina

através de técnicas de imunohistoquimica e imunoblotting.®%*®

Apbs confirmagdo do
diagnostico por biodpsia, o teste genético € mandatério. Quando este é negativo, 0 gene dmd
deve ser totalmente sequenciado.®®

Nos casos em que o grau de suspeita de DMD é elevado ou existe histdria familiar, o teste

genético deve ser realizado antes da bidpsia e, caso seja positivo, a bidpsia torna-se

desnecessaria.*?

Estratégias terapéuticas atuais na pratica clinica

Na auséncia de tratamento curativo, as intervencGes terapéuticas atualmente utilizadas na
DMD, habitualmente integradas numa abordagem multidisciplinar, tém como objetivo atrasar a
progressdo da doenca e melhorar a qualidade de vida.® Na tabela 1 apresentam-se
resumidamente alguns dos tratamentos utilizados atualmente. Nesta secc¢do serd exposta apenas

a intervencao farmacoldgica que teve maior impacto no tratamento destes doentes.

Glucocorticoides

A Unica classe de farmacos que tem mostrado efeitos positivos consistentes na melhoria da
forca muscular na DMD séo os glucocorticoides (prednisona, prednisolona e deflazacort).®?

Tém sido levantadas varias hipéteses, contudo, 0 mecanismo de a¢do destes farmacos ainda
ndo foi claramente identificado.®® Estudos utilizando doses diérias de prednisona (0,75 mg/Kg)
ou de deflazacort (0,9 mg/Kg), mostraram que estes prolongam a deambulagdo durante dois a
trés anos, preservam a funcao respiratoria e reduzem a incidéncia de escoliose e cardiomiopatia
em doentes que toleraram a terapéutica a longo prazo.®

As principais desvantagens desta terapéutica séo os seus efeitos adversos nomeadamente, a

curto prazo, aumento de peso, aparéncia cushingoide, alteracbes do comportamento e
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diminuicdo da massa 6ssea e, a longo prazo, fraturas vertebrais, supressdo do crescimento linear
6sseo e cataratas. 31
Os glucocorticoides devem ser administrados nos estadios precoces da doenca

(preferencialmente pelos quatro a seis anos de idade) e acompanhados de prevencdo e

monitorizagdo atenta dos efeitos adversos.®

Novas Estratégias Terapéuticas

Embora as intervencfes utilizadas atualmente tenham permitido uma melhoria importante
da sobrevida e da qualidade de vida destes doentes, nenhuma delas é dirigida a causa primaria
desta doenca.®’ Na tabela 2 resumem-se as novas estratégias terapéuticas que tém sido

experimentadas nos ultimos anos, as suas vantagens e desvantagens.

Terapia Génica

Dado que a DMD ¢é causada por mutagdes num Gnico gene, o objetivo desta terapia é
introduzir nas células distroficas uma cépia funcional do gene dmd (transgene), ou reparar 0
gene previamente existente, de forma a recuperar a producdo de distrofina funcional, e em
quantidade suficiente, para alterar o fenétipo distréfico.©

Esta terapia tem sido subdividida consoante a utilizacdo ou ndo de vetores virais para a
transfecdo do transgene. O subgrupo que ndo utiliza vetores virais inclui: vetores plasmidicos de
4cido desoxirribonucleico (DNA), skipping de exdes e correcdo do gene.®

A quantidade minima de distrofina necessaria para induzir estabilidade funcional do
musculo ndo é conhecida, contudo estudos tém mostrado que a expressdo de aproximadamente
20% dos niveis end6genos normais é suficiente.®

As maiores dificuldades encontradas no desenvolvimento da terapia génica sdo: a
necessidade de atingir diferentes musculos (em particular o diafragma e coragdo), a otimizagédo
da via de administracdo, a necessidade de uma expressdo mais prolongada do transgene, a
possivel ocorréncia de resposta imune ou de fibrose e a prevencdo de lesbes versus

substituicdo/reparacdo das fibras musculares necréticas.®®
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a) Vetores Virais

Vetores derivados de adenovirus estdo entre os vetores mais utilizados para a terapia
génica, contudo tém sido evidenciadas reaces imunes importantes contra eles e o transgene.?
Assim, sucessivas modificacdes tém sido introduzidas nestes vetores, permitindo obter vetores
adenoviricos “eviscerados” com capacidade de carga de 35 Kb (permitindo o transporte do
DNA complementar — cDNA- do gene dmd, que possui 14 Kb) e que mantém a capacidade para
infetar células quiescentes e ndo quiescentes com elevada eficacia (incluindo miusculo
esquelético e cardiaco). Porém so dependentes de virus adjuvantes durante a producdo do
vetor, dada a sua dimensdo, sd0 menos aptos a transpor a parede dos vasos e 0 transgene
introduzido dificilmente se integra no genoma da célula hospedeira, carecendo, por isso, de
administracbes repetidas e em doses elevadas, 0 que pode ser problematico devido ao
desenvolvimento de anticorpos neutralizantes contra o vetor e transgene.™?

Os vetores lentiviricos tém a capacidade de integrar, de forma estavel, trangenes no genoma
de células quiescentes e ndo quiescentes mas, embora pouco frequentemente, essa integracao
pode conduzir a mutagénse. Estes vetores apresentam baixa propensdo para ativar uma resposta
imune do hospedeiro, no entanto esta podera ocorrer, dificultando a expressdo generalizada do
transgene em tecidos in vivo.*? Dado permitirem a expressdo permanente do novo gene na
célula, estes vetores sdo Uteis para a transducgdo ex vivo de células aut6logas com o gene dmd,
permitindo uma posterior expanséo e transplante das mesmas para o paciente.®

Atualmente, o vetor virico de escolha para a aplicacdo desta terapia na DMD ¢ a forma
recombinante do virus adenoassociado (rAAV), que tem a capacidade de infetar células com
capacidade replicativa ou quiescentes, permitindo a expressdo persistente do transgene por
vérios anos (dois a sete).®"? O facto de possuir pequenas dimensdes facilita a saida destes
vetores do interior dos vasos, porém diminui a sua capacidade de carga (inferior a 5 Kb). Para
ultrapassar esta limitacdo, e baseado em observacg6es clinicas de pacientes com grandes dele¢des
apresentando manifestacfes ligeiras, criaram-se genes que codificam versfes truncadas da

distrofina, chamadas mini e microdistrofinas (Figura 2). Estudos em animais tém demonstrado
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que estas sdo eficazes na prevencao do desenvolvimento de distrofia e no tratamento de distrofia
ja estabelecida.®"?

Os vetores rAAV tém sido vastamente utilizados j& que pareciam ndo evocar resposta
imunoldgica em varios estudos. Contudo, com a utilizacdo deste vetor em animais de maior
porte (nomeadamente cdes) identificou-se a ocorréncia de resposta imune celular, embora
ligeira, que pode ser bloqueada pela instituicio de imunossupresséo transitéria.

Pelo facto de o transgene ndo ser integrado no genoma, este vai sendo perdido durante a
renovacdo celular, necessitando de ser readministrado. Por este facto e devido a possibilidade de
resposta inflamatdria, ndo devera ser possivel a utilizacéo repetida do mesmo serétipo, pelo que
se ter4 que recorrer & administracéo de diferentes ser6tipos em cada sesséo terapéutica.®

Embora se tenham revelado eficazes na prevencdo e tratamento desta distrofia, as mini e
microdistrofinas ndo repdem na totalidade as fungfes da distrofina, nomeadamente no que se
refere as fungdes de sinalizacdo intracelular. Por isso, e também como forma de ultrapassar as
dificuldades em relacdo & diminuta capacidade de carga de alguns vetores, desenvolveram-se
duas estratégias (vetores de trans-splicing e vetores de recombinacdo ou sobreposi¢cdo) com o
objetivo de prover a célula de um gene que codifica a distrofina completa. Estas estratégias tém
por base a administracdo a célula de dois vetores, cada um contendo um fragmento de cDNA.
Utilizando a maquinaria da célula hospedeira, esses fragmentos sdo depois ligados originando o

cDNA completo do gene.®

b) Vetores Plasmidicos

Uma forma mais simples de proceder a transferéncia de genes por vetor seria utilizando
DNA plasmidico que, adicionalmente, acarreta a possibilidade de aplicacdo a todos os doentes
com DMD, independentemente da mutagéo.(3*5’ Porém, os vetores plasmidicos sdo ineficientes
na transferéncia do gene e, a administragéo intramuscular desses, ndo beneficia da complexagédo
com particulas carregadas como, por exemplo, lipidos. O adjuvante que tem permitido uma
maior expressdo do gene transportado pelo plasmidio é a electroporacdo, mas esta tem resultado

em lesdo muscular significativa.®®
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c) Skipping de Exdes

A descoberta da existéncia de fibras distrofina-positivas (fibras revertidas) em, pelo menos,
50% dos doentes com DMD indicou a presenca de mecanismos intrinsecos de splicing
alternativo que podem, embora de forma erratica e pouco eficiente, restaurar com sucesso a
expressdo de distrofina em midcitos isolados. Isto, associado ao facto de se ter demonstrado que
varias familias com BMD apresentam manifestacdes ligeiras e esperanca de vida igual ou
proxima a da populacdo em geral, conduziu & tentativa de, artificialmente, aumentar a
quantidade de fibras revertidas com objetivos terapéuticos.

Assim, criaram-se oligonucleotideos antissense (AONs - sequéncias de 20 a 30
nucleotideos homdélogas do exdo alvo ou préximo dele) que se ligam ao local alvo do gene dmd
impedindo a normal formacao do spliceossoma, resultando em remocéao dessa zona do pré-acido
ribonucleico mensageiro (MRNA) (Figura 3). Como resultado, obtém-se uma distrofina
internamente truncada cuja funcionalidade depende da funcdo da zona excluida, convertendo-se
um fenétipo grave de DMD num fenétipo ligeiro de BMD.® Atualmente, as configuracdes de
AONs mais testadas sdo o 2"O-metil fosforotioato (2°OMe) e o morfolino-fosforodiamidato
(PM0).©@

Apds a obtencéo de resultados animadores em estudos em animais, realizaram-se ensaios
clinicos de AONs em humanos. Inicialmente testou-se a administracdo intramuscular destes
compostos mas, embora os resultados tenham sido bastante animadores, essa via ndo é viavel
dado que o tecido muscular corresponde a uma percentagem significativa do peso corporal,
tornando-se essencial a administracio por via sistémica.®"®

Seguiu-se entdo a realizacdo de ensaios clinicos de fase I/1l testando outras vias de
administracdo em humanos. Num deles foram testadas, via injecGes subcutaneas abdominais,
cinco doses semanais de 0,5-6 mg/kg de PRO051 (AON cujo alvo é o exdo 51) seguidas de
injecBes semanais de 6 mg/kg durante 12 semanas. Este tratamento foi bem tolerado em todas as
doses e induziu skipping especifico e detetdvel do exdo 51 nas doses de 2,0 mg/kg ou
superiores. Expressdo de nova distrofina foi observada em aproximadamente 60 a 100% das
fibras musculares em 10 dos 12 pacientes, as quais aumentaram, de forma dose-dependente,
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para mais de 15,6% da expressdo no musculo saudavel. Ocorreu ainda uma melhoria modesta
no teste da caminhada durante seis minutos.*?

Num outro estudo testou-se 0 AVI-4658 (AON também direcionado ao exdo 51) em doses
semanais de 0,5-20 mg/kg por via intravenosa, durante 12 semanas. Este composto foi bem
tolerado em todas as doses, induziu o skipping do exdo 51 e expressdo de nova distrofina de
forma dose-dependente, em todos os doentes que receberam doses iguais ou superiores a 2
mg/kg. Dos sete individuos que responderam ao tratamento, a distrofina aumentou de 8,9 para
16,4% do normal. Os trés doentes com a melhor resposta ao tratamento apresentaram 21, 15 e
55% de fibras distrofina-positivas apds o tratamento. Mostrou-se também a reposicdo no
sarcolema do a-distroglicano e da sintase neuronal do 6xido nitrico.®

Nos varios estudos realizados verificou-se que, embora se atingissem valores elevados de
skipping nos musculos esqueléticos, estes eram bastante mais reduzidos no coragdo. Tal facto €
explicado pela diferente estrutura e patologia do mdsculo cardiaco, que € constituido por
cardiomidcitos isolados e cuja permeabilidade membranar ndo é tdo alterada. Esta dificuldade
pode ser ultrapassada recorrendo-se a doses mais elevadas do AON ou pela conjugacdo de
peptideos aos PMOs (pPMO) de forma a facilitar a sua entrada na célula. Com a utilizacdo de
pPMOs obteve-se skipping mais eficiente, incluindo no musculo cardiaco, com doses mais
baixas de composto, permitindo ainda melhoria fenotipica. Contudo, falta avaliar a existéncia de
toxicidade e/ou resposta imune contra os conjugados.®

Embora promissor, o skipping de exdes apresenta varias limita¢cdes. Uma delas é o facto de
ser especifica para a mutacdo, implicando a documentacdo da mesma em cada doente. Contudo,
dado que as mutacfes ocorrem mais frequentemente em hotspots, varios pacientes com
mutacgdes proximas podem beneficiar do mesmo AON, nomeadamente o skipping do exdo 51
(presente em 19% dos doentes com delecées, aproximadamente 13% do total de doentes).™®
Outra limitacdo esta relacionada com o facto de apenas ser eficaz quando ainda ha tecido
muscular presente, o que implica que o tratamento seja iniciado em fases precoces.
Adicionalmente os AONs possuem baixa semivida, necessitando de readministracfes frequentes
que podem dar origem a efeitos adversos.*®
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De modo a ultrapassar a limitacdo da semivida e administracfes repetidas, tém sido
desenvolvidas técnicas de ministrar os AONs a célula via vetores viricos, integrados nos genes
das ribonucleoproteinas nucleares U1 e U7. Contudo, estas apresentam as limitacOes ja referidas
para 0s vetores viricos. Outra alternativa serd a transfecdo desses genes ex vivo em células
autdlogas pluripotentes, que seriam posteriormente transplantadas no doente. No entanto, a

eficacia do transplante de células estaminais é ainda muito baixa.®

d) Corregdo do Gene

Esta técnica tem por base a criacdo de incompatibilidade de uma base nucleotidica entre um
vetor oligonucleotideo e a sequéncia do genoma, de forma que 0s mecanismos endogenos de
reparacdo do DNA alterem essa base no DNA genémico.®

Estudos utilizando oligonucleotideos quiméricos de RNA-DNA e oligodesoxinucleotideos
demonstraram que estes compostos sdo eficazes na correcdo a nivel do genoma e mRNA e
recuperagdo da expressdo da distrofina em modelos animais.®®

Contudo, esta abordagem tem que ser individualizada a cada caso. Além disso, a eficacia
demonstrada foi baixa (1 a 5%) e apenas um de dois alelos é corrigido por estes vetores,
podendo ocorrer, com igual probabilidade, incompatibilidade entre as duas cadeias de DNA

resultando em rejeic&o ou aceitac&o da correcdo introduzida no genoma.®®

Terapia Celular

Esta terapia tem por base o transplante de células estaminais com o objetivo de que, estas
ou as suas descendentes, transportando o gene normal da distrofina, se integrem no musculo
distrdfico, proliferem e se diferenciem para formar novas fibras musculares, ou se fundam com

as ja existentes, recuperando a producéo de distrofina.”

a) Células Estaminais Embriondrias
Estas células tém sido utilizadas como terapia celular devido a sua capacidade ilimitada de
autorrenovacdo e de diferenciacdo em todos os tipos de células adultas (pluripoténcia). Contudo,

este procedimento levanta preocupacdes a nivel ético e moral.®")
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b) Células Estaminais Adultas

Células estaminais adultas sdo células intrinsecas a varios tecidos capazes de preservar,
originar ou substituir células terminalmente diferenciadas do respetivo tecido. Estas células
apresentam varias limitacGes, como restricdo no tipo de células em que se podem diferenciar,
nem todas possuem aptiddo para transpor a parede dos vasos, ndo exibem crescimento e diviséo

indefinidas e sdo de dificil isolamento e manutencéo em laboratério. "

b1) Mesoangioblastos

Mesoangioblastos sdo células estaminais derivadas de vasos sanguineos capazes de se
diferenciar em varios tipos celulares, incluindo células musculares esqueléticas e cardiacas.
Dada a sua capacidade de transpor a barreira vascular, a eficicia destas células, administradas
por via intra-arterial, foi testada em modelos animais, designadamente o céo, tendo-se obtido
expressdo de distrofina em mais de 70% das fibras musculares, cuja forga de contracdo estava
normal, ocorrendo melhoria da mobilidade. Neste estudo ndo foram descritos efeitos adversos
relacionados com este tratamento.”®

Dada a capacidade de restaurar, de forma parcial mas significativa, a estrutura e funcédo
musculares, a administracdo intra-arterial de mesoangioblastos tem-se tornado um dos mais

promissores protocolos para terapia celular na distrofia muscular.®

b2) Células CD133+ Derivadas do Mudsculo ou Sangue

Células expressando o antigénio de células estaminais CD133, isoladas a partir do sangue e
de muasculo esquelético, mostraram-se capazes de originar fibras distrofina-positivas em estudos
em ratinho. A seguranga deste método foi avaliada através de injegdo intramuscular de células
CD133+ derivadas de musculo, tendo-se mostrado que este procedimento é seguro e viavel.*??
Nos estudos realizados, verificou-se que as células CD133+ derivadas de musculo sdo mais
eficientes na melhoria da morfologia e recuperacdo da funcdo do musculo esquelético, que as

derivadas do sangue.®?"
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b3) Células Satélite

As células satélite sdo células progenitoras que se localizam entre a membrana basal e o
sarcolema das fibras musculares. Estas células tém sido as mais estudadas devido & sua
capacidade de diferenciacdo em mioblastos esqueléticos, ativando subsequentemente a
diferenciacdo miogénica, originando novas fibras musculares.®*"

Quando transplantadas em ratinho, as células satélite mostraram-se responsaveis pela
regeneracdo de fibras musculares maduras, restauragdo da expressdo de distrofina, redugéo da
inflamacdo e fibrose musculares e melhoria da funcdo muscular fisiolégica. Contudo, o
crescimento in vitro de células satélite recém-isoladas reduziu significativamente o seu

potencial miogénico in vivo.?"

b4) Células Estaminais Mesenquimatosas

Células estaminais mesenguimatosas foram convencionalmente definidas como células néo
hematopoiéticas, aderentes, que expressam marcadores como CD90, CD105 e CD73 e que sdo
negativas para CD14, CD34 e CD45.%%

Estas células possuem capacidade de diferenciacdo em vérios tecidos, havendo alguma
evidéncia no sentido da diferenciacdo seletiva em tecidos lesados. Além disso pensa-se que
estas células tém a capacidade de regular respostas inflamatdrias associadas a processos
bioldgicos. Assim, os efeitos terapéuticos deste tipo de células devem-se a sua diferenciacdo em
células do tecido lesado, & producdo de fatores pardcrinos que inibem a apoptose e a estimulago
da proliferacdo de células enddégenas e/ou ativacdo de células estaminais tecidulares residentes
no local da lesdo.®

Contudo, a maioria dos estudos realizados com estas células ndo demonstraram uma

melhoria significativa da forca muscular contréctil.??

Terapia Farmacolégica

a) Leitura dos Codédes Stop
Aproximadamente 10 a 15% dos casos de DMD sédo devidos a mutagcdes nonsense que

causam o0 término prematuro da traducdo do mRNA, resultando numa proteina truncada ou
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ausente.*® Com esta estratégia pretende-se induzir alteracdes conformacionais no mRNA,
permitindo que o ribossoma insira um aminoacido nos coddes stop prematuros durante a
traducdo, resultando na produgdo de distrofinas completas. Esta abordagem afeta seletivamente
0s coddes stop prematuros dado que a conformacdo geométrica do mRNA nesse local é
diferente da existente no terminal 3" do gene.®

Um ensaio clinico publicado recentemente, em que se administrou gentamicina na dose de
7,5 mg/kg/dia a quatro cohorts de doentes, no grupo dos doentes tratados durante 14 dias, os
niveis plasmaticos de CK diminuiram 50% e no grupo dos que foram tratados durante seis
meses, 0s niveis de distrofina subiram significativamente (com os valores maximos atingindo 13
a 15% do normal) acompanhado por diminuicdo dos niveis de CK.%?% Contudo, a gentamicina
¢ um antibidtico de largo espectro que pode causar nefro e ototoxicidade, distirbios
gastrointestinais e resisténcias bacterianas.®®

O composto PTC124 é um composto administrado por via oral, que se tem mostrado eficaz
na recuperacao da expressdo de distrofina em estudos em animais e células distroficas humanas,
tendo prosseguido para ensaios em humanos.*” Num ensaio clinico completado recentemente
ndo foram observadas diferencas entre o grupo placebo e o de alta dose e verificou-se melhoria
da funcdo entre o grupo placebo e o de baixa dose, embora ndo significativa. Admite-se que
neste estudo o PTC124 em baixa dose induziu a producdo de distrofina mas ndo em niveis
suficientes para causar diferengas na fun¢do muscular. A anélise de outros parametros ainda esta
pendente.®

As limitacGes associadas a esta intervengdo sdo o facto de ser aplicdvel a uma pequena
percentagem de doentes e a possibilidade tedrica de perda da fidelidade resultando em supressao

da leitura de todos os coddes stop (incluindo os fisioldgicos).

b) Compensacdo da Auséncia da Distrofina
A utrofina é uma proteina semelhante a distrofina cuja expressdo aumenta na auséncia desta
Gltima, contudo ndo o suficiente para compensar funcionalmente a sua perda e prevenir a

progresséo da distrofia muscular.® Assim, estratégias com vista a amplificar o upregulation
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enddgeno da utrofina sdo atrativas para o tratamento da DMD, dado que beneficiam todos os
doentes independentemente da mutagdo especifica que apresentam, e podem ser administrados
por via sistémica ja que a superexpressao de utrofina noutros tecidos nao parece causar efeitos
deletérios.®

A molécula BMN195 foi uma das testadas com este objetivo e a que obteve resultados mais
promissores. Esta mostrou-se capaz de aumentar a producdo de utrofina em modelos animais,
no entanto, num ensaio clinico de fase |1 ndo foi possivel obter concentragdes plasmaéticas
eficazes devido a baixa biodisponibilidade.

Outra alternativa tem passado pela administracdo de microutrofinas as células musculares
por meio de vetores, nomeadamente vetores plasmidicos e rAAVSs. Esta alternativa apresenta as
vantagens e desvantagens anteriormente descritas para a introducdo do gene dmd por esta via,
contudo, acresce a vantagem de introduzir uma proteina j& expressa na célula e, portanto, menor

risco de desenvolvimento de resposta imune contra o transgene.

c¢) Estimuladores do Crescimento e Regenerag¢do Musculares

O fator de crescimento insulina-like tipo 1 (IGF-1) promove a regeneracdo muscular através
da estimulagdo da proliferacdo e diferenciagdo das células progenitoras. Adicionalmente
promove a sintese proteica e inibe a sua degradacao pelo bloqueio da transcricdo de ligases da
ubiquitina. Assim, o IGF-1 foi testado em modelos animais com DMD tendo-se verificado uma
melhoria na massa e forga musculares, diminuicdo da fibrose, da suscetibilidade a contracéo e
da necrose no musculo. Embora estes resultados tenham sido animadores, ainda ndo foram
realizados ensaios clinicos em humanos."¥

A miostatina é um regulador enddgeno negativo do crescimento muscular e o bloqueio da
sua acdo, com consequente desinibi¢do das células progenitoras, parece ser uma possivel via
para aumentar a regeneracéo muscular.“ Vrias abordagens tém sido consideradas para reduzir
a funcdo da miostatina, das quais a que obteve resultados mais promissores foi a sua inibicao

direta através de anticorpos monoclonais (MYO-029). Um ensaio clinico de fase Il, em que se

administrou MY0-029 a doentes com vérias distrofias musculares, mostrou que este farmaco
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ndo estd associado a efeitos adversos graves a curto prazo e conduziu a melhoria das
propriedades contrateis de fibras musculares isoladas em quatro dos cinco pacientes que
receberam este tratamento.**® Alguns estudos tém aumentado a expressdo de inibidores da
miostatina (como por exemplo a folistatina) de modo a bloquear a sua acdo, através da
utilizacdo de rAAVs e plasmideos. Estes demonstraram melhoria na massa e forca
musculares.®”

Embora os resultados obtidos com estas intervencdes tenham sido animadores, deve ter-se
em conta que estas ndo sdo dirigidas a correcdo do mecanismo patofisiolégico da doenca,

devendo ser consideradas terapias adjuvantes de tratamentos ditos “curativos”.®

Conclusao

A Distrofia Muscular de Duchenne é uma patologia devastadora que atinge individuos em
fase muito precoce, afetando consideravelmente a sua qualidade de vida e encurtando de forma
dréstica a sua sobrevida.

As virias abordagens terapéuticas utilizadas atualmente, integradas numa rede de cuidados
multidisciplinares, tém permitido que estes doentes atinjam a idade adulta, mantendo uma
qualidade de vida aceitdvel. Contudo, esses tratamentos estdo longe de serem 0s mais
adequados, sendo necessaria a procura ativa de uma cura.

Das estratégias estudadas nos ultimos anos, a que atingiu estddios mais avangados com
resultados bastante satisfatorios foi o skipping de exdes. Também a terapia génica utilizando
rAAVs, a terapia celular recorrendo a mesoangioblastos e a leitura de codBes stop tém-se
revelado alternativas promissoras, embora todas elas se encontrem em fases demasiado precoces
para serem implementadas na préatica clinica. Provavelmente o melhor tratamento para esta
patologia passard pela combinacdo de vérias destas promissoras terapéuticas recentemente
estudadas.

Espera-se que a investigagdo nesta area continue para que seja possivel obter-se uma cura
para a DMD ou, alternativamente, se consiga proporcionar a estes doentes uma sobrevida e

qualidade de vida aproximadas as da populacdo saudavel.
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Tabela 1- Estratégias terapéuticas em utilizagdo na prética clinica para o tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne

Tipo Intervencéo Esquema Resultados Observacoes
Terapia Glucocorticoides 0,75mg/kg de Prolongamento da Devem ser iniciados em
Farmacoldgica Prednisolona ou deambulagdo em 2 a 3 anos; estadios precoces da
0,9mg/kg de Preservacdo da funcdo doenga.
Deflazacort respiratéria e reducdo da

diariamente

incidéncia de escoliose e de

cardiomiopatia, a longo prazo.

Suporte

Respiratdrio

Ventilagdo ndo-invasiva

por

pressdo positiva (Bilevel Positive

Airway Pressure- BiPAP)

Inicialmente, durante a
noite, sendo depois
alargado quando surge

hipoventilag&o diurna.

Tratamento de hipoventilagéo
noturna;
Aumento da sobrevida média

até aos 25 ou 30 anos de idade.

Manobras de tosse assistida;
Imunizacdo antipneumocdcica;

Vacina anti-influenza anual.

Prevencéo de infecdes

respiratorias
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Tabela 1- Estratégias terapéuticas em utilizagdo na prética clinica para o tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne

Tipo Intervencéo Esquema Resultados Observacoes

Suporte Cardiaco Inibidores da enzima de conversdo Igual ao da populacdo Normalizacdo ou melhoria da Deve  ser  iniciado
da angiotensina (ou antagonistas em geral. disfuncdo ventricular esquerda precocemente devido ao
dos recetores de angiotensina) e com diminuicdo dos sintomas facto de o miocardio
Bloqueadores f. e melhoria da sobrevida. estar afetado muito

antes de causar

sintomas.

Tratamento de Técnicas de fisioterapia Prevencdo ou minimizacdo de
ComplicacGes contracturas articulares;

Ortopédicas Promogé&o da deambulacéo.




Tabela 1- Estratégias terapéuticas em utilizacdo na préatica clinica para o tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne

Tipo Intervencéo Esquema Resultados Observacoes
Ortoteses Prolongamento da marcha Devem ser utilizadas
durante 18 meses a 2 anos; antes da perda da

Diminuicdo da incidéncia de deambulag&o.
escoliose;
Conforto para o paciente;

Alinhamento articular correto.

Prolongamento da deambulag&o; Atraso do desenvolvimento e

Glucocorticoide. diminuicdo da gravidade da
escoliose.

Artrodese Realizada quando a Alinhamento da coluna
escoliose estd vertebral;

instalada. Prevencdo do agravamento da

deformidade;

Tratamento da dor causada por

32



Tabela 1- Estratégias terapéuticas em utilizagdo na prética clinica para o tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne

Tipo Intervencéo Esquema Resultados Observacoes
fraturas de vertebras
osteopordéticas;
Diminuicéo da taxa de declinio
respiratorio.
Monitorizacdo dos niveis de Minimizacdo da perda de
vitamina D; massa 0ssea tendo em vista a
Ponderar utilizagdo de suplementos prevencdo de fraturas.
de vitamina D e calcio.
Tratamento de Monitorizacdo peso corporal, Manutencao de estado

ComplicacGes

Gastrointestinais

Aconselhamento dietético;
Gastrostomia (quando alimentagéo

oral ja ndo é possivel);

nutricional adequado.
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Tabela 1- Estratégias terapéuticas em utilizagdo na prética clinica para o tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne

Tipo Intervencéo Esquema Resultados Observacoes
Inibidores da bomba de protdes ou Tratamento de refluxo
antagonistas dos recetores H2, gastroesofagico e esofagite.
associados ou ndo a pro-cinéticos,
sucralfato ou antiacidos.
Laxantes, emolientes, enemas; Tratamento de obstipacgéo.
Hidratacdo e dieta adequadas.
Tratamento de Farmacos anticolinérgicos e/ou Minimizagdo dos sintomas de
Alteracdes saco coletor urinario. urgéncia urindria e da
Urinarias dificuldade em manter a

continéncia diurna e/ou

noturna.
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Tabela 1- Estratégias terapéuticas em utilizacdo na préatica clinica para o tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne

Tipo Intervencéo Esquema Resultados Observacoes
Intervencédo a nivel Iguais as utilizadas para a Manifestam-se ~ como
Psicoldgico populagdo em geral (Terapia da depressdo,  ansiedade,
fala, apoio psicolégico e, caso alteracdes do
necessario, utilizacdo de ajustamento emocional,
antidepressivos, preferencialmente comportamento
0s inibidores da recaptacdo da argumentativo/ de
serotonina). oposicao e
temperamento
explosivo.

Tratamento da Dor  Fisioterapia;
Correcéo postural;
Ortoteses;
Aperfeicoamento da cadeira de

rodas e da cama do doente;
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Tabela 1- Estratégias terapéuticas em utilizagdo na prética clinica para o tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne

Tipo Intervencéo Esquema Resultados Observacoes

Tratamento  farmacologico  (por
exemplo, relaxantes musculares,

analgésicos e anti-inflamatorios).

A elaboracéo desta tabela teve como base as referéncias bibliograficas ©, 9, 9 ¢ ),



Tabela 2- Novas estratégias terapéuticas para o tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne

Tipo Estratégia Acéo Vantagens

Desvantagens

Terapia Génica Adenovirus Funcionam como veiculos Elevada capacidade de
para transferir o gene da carga.
distrofina ou minidistrofina

aos musculos afetados.

Moderadamente imunogénicos;

Pouco tropismo para o musculo

Lentivirus Transducdo permanente;

Virus adenoassociado Elevado tropismo para o

esquelético;
Possivel resposta imune contra o
transgene.
Risco de mutagénese insercional;
Util para a modificacdo ex Possivel resposta imune contra o
vivo de células. transgene.
Baixa capacidade de carga;
musculo estriado; Possivel resposta imune contra o
Administracéo sistémica transgene.

eficaz;

Baixa imunogenicidade.
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Tabela 2- Novas estratégias terapéuticas para o tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne

Tipo

Estratégia

Acéo

Vantagens

Desvantagens

Plasmideos de DNA

Administracdo de DNA

transportando a distrofina

Simples;

Relativa facilidade / custo de

Toxicidade potencial;

Eficacia de transfe¢do baixa;

completa, diretamente no sintese; Possivel resposta imune contra o
mausculo. Transporte de distrofina transgene.
completa.
Oligonucleotideos antissense Inducdo do skipping de Poucaimunogenicidade; Terapia personalizada;
exfes originando distrofinas Administracdo sistémica Potencial toxico dos  peptideos
truncadas mas parcialmente eficaz. conjugados.
funcionais.
Oligonucleotideos quiméricos Corregdo do gene Correcdo permanente do Terapia individualizada;
de RNA-DNA / gene; Baixa eficacia.

Oligodesoxinucleotideos

Producdo de  distrofina

completa.
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Tabela 2- Novas estratégias terapéuticas para o tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne

Tipo Estratégia

Acéo

Vantagens

Desvantagens

Terapia Celular Células estaminais

embrionérias

Células estaminais adultas

Transplante de células com o

objetivo de repopular o
musculo com células
contendo o0 gene da

distrofina.

Autorrenovacao ilimitada;

Pluripotentes.

Questdes éticas e morais;

Risco de rejeicdo quando alogénicas.

Ndo levantam  questbes

éticas e morais.

Menor capacidade de diferenciacdo;

Isolamento e  manutencdo  em
laboratorio dificeis;

Risco de rejeicdo quando alogénicas.

Terapia Gentamicina/ Leitura dos codbes stop Administracdo sistémica; Né&o aplicavel a todos os doentes;
Farmacoldgica PTC124 originando distrofinas Producdo de  distrofina Possibilidade de perda da seletividade
completas. completa. para 0s coddes stop prematuros.
Upregulation da utrofina Substituicdo da distrofina Aplicavel a todos os Estudos em estadios muito iniciais.
pelo seu homologo, utrofina, doentes;

recuperando-se as suas

funcdes.

Sem risco de reacdo imune

contra o transgene.

39



Tabela 2- Novas estratégias terapéuticas para o tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne

Tipo Estratégia Acéo Vantagens Desvantagens
IGF-1 finibidores da Estimulacdo do crescimento Aplicavel a todos o0s Nao corrige a deficiéncia de base.
miostatina e regeneracdo musculares. doentes;

Possivel aplicacdo a outras

distrofias.

A elaboracéo desta tabela teve como base as referéncias bibliograficas @, ), @ ©) 00 04 (1) () 122) g (239)
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Lamina Basal

Membrana Plasmatica Varsinina

Distrofia

Figura 1 — Distrofina e complexo de ligacdo a distrofina. A distrofina possui quatro
dominios: um dominio amino-terminal (NT), que liga a actina do citosqueleto; um grande
dominio em forma de bastonete, constituido por 24 repeticdes espectrina-like e quatro regides
flexiveis e elasticas; um dominio rico em cisteina (CR), que liga a uma de uma série de
glicoproteinas associadas (complexo de ligagdo a distrofina), o B-distroglicano ($-Dg), que por
sua vez se liga ao a-distroglicano (0-Dg) e, através dele a matriz extracelular, via laminina. Por
fim, a distrofina tem o dominio carboxi-terminal (CT) que se liga a proteinas internas,

nomeadamente a forma neuronal da sintase do 6xido nitrico (NNOS).®
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MINIDISTROFIA -Wﬂ 222KDa

MCRODISTROFIA m‘ 167KDa
[\,

- Dominio N-terminal ﬂ Dominio rico em Cisteina - Dominio C— terminal

Figura 2 - Comparagéo da distrofina completa com as suas versdes truncadas funcionais.

Distrofina: proteina completa, de 427 kDa, possui quatro dominios: dominio amino-terminal
(NT), dominio em forma de bastonete, constituido por 24 repeticdes espectrina-like e quatro
regibes flexiveis e elasticas, dominio rico em cisteina (CR), dominio carboxi-terminal (CT).
Minidistrofina e microdistrofina: versdes truncadas funcionais da distrofina que carecem da
maior parte do dominio em forma de bastonete (possuindo apenas quatro ou cinco repeticdes
espectrina-like) e partes do dominio N e C- terminal. A diferenca entre as duas é determinada
pelo ndmero de repeticBes espectrina-like. Estas versbes da distrofina foram criadas com o
objetivo de ultrapassar a limitada capacidade de carga de alguns vetores utilizados na terapia
génica, uma vez que mantém as principais funcGes da distofina mas possuem tamanho mais

reduzido (222 kDa e 167 kDa, respetivamente).®*)
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Figura 3 — Comparacdo da transcricdo do gene dmd em individuo normal, com Distofia
Muscular de Duchenne (DMD) e com utilizagdo de skipping de exdes. A: No individuo
normal a transcri¢cdo do gene dmd processa-se de forma adequada originando distofina completa
e funcional. No individuo com DMD portador de delecédo, por exemplo no exdo 50 ou exfes 49-
50, a leitura do gene é interrompida no local da delecdo originando proteinas truncadas e ndo
funcionais. B: Com a utilizac8o de oligonucleotideos antissense (AON), que possuem sequéncia
homdloga ao DNA do exdo alvo ou préximo dele, permitindo que se liguem ao local alvo
impedindo a normal formagdo do spliceossoma, consegue-se ultrapassar a zona do gene

alterada, obtendo-se uma distrofina internamente truncada mas funcional.®%
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ARQUIVOS DE MEDICINA -
Instrucgoes aos Autores

Estas instrugdes seguem os “Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals “ (disponivel em URL:
www.icmje.org).

Os ARQUIVOS DE MEDICINA publicam
investigacdo original nas diferentes areas
da medicina, favorecendo investigacao de
qualidade, particularmente a que
descreva a realidade nacional.

Os manuscritos sdo avaliados inicialmente
por membros do corpo editorial e a
publicacdo daqueles que forem considerados
adequados fica dependente do parecer
técnico de pelo menos dois revisores
externos. A revisdo e feita anonimamente,
podendo os revisores propor, por escrito,
alteracdes de conteido ou de forma ao(s)
autor(es), condicionando a publicacdo do
artigo a sua efetivagao.

Todos os artigos solicitados serdo
submetidos a avaliagdo externa e seguirdo o
mesmo processo editorial dos artigos de
investigacdo original.

Apesar dos editores e dos revisores
desenvolverem os esforcos necessarios para
assegurar a qualidade técnica e cientifica dos
manuscritos publicados, a responsabilidade
final do conteido das publicagbes e dos
autores.

Todos os artigos publicados passam a ser
propriedade dos ARQUIVOS DE MEDICINA.
Uma vez aceites, os manuscritos nio podem
ser publicados numa forma semelhante
noutros locais, em nenhuma lingua, sem o
consentimento dos ARQUIVOS DE MEDICINA.
Apenas serdo avaliados manuscritos
contendo material original que ndo estejam
ainda publicados, na integra ou em parte
(incluindo tabelas e figuras), e que ndo
estejam a ser submetidos para publicacdo
noutros locais. Esta restricdo ndo se aplica a
notas de imprensa ou a resumos publicados
no ambito de reunides cientificas. Quando
existem publicacdes semelhantes a que e
submetida ou quando existirem duvidas
relativamente ao cumprimento dos critérios
acima mencionados estas devem ser
anexadas ao manuscrito em submissao.

Antes de submeter um manuscrito aos
ARQUIVOS DE MEDICINA os autores tem que
assegurar todas as autorizacdes necessarias
para a publicacdo do material submetido.

De acordo com uma avaliacao efetuada sobre
o material apresentado a revista os editores
dos ARQUIVOS DE MEDICINA prevém
publicar  aproximadamente 30%  dos
manuscritos submetidos, sendo que cerca de
25% serdo provavelmente rejeitados pelos
editores no primeiro més apos a rececdo sem
avaliacdo externa.

TIPOLOGIA DOS ARTIGOS PUBLICADOS NOS
ARQUIVOS DE MEDICINA

Artigos de investigacdo original

Resultados de  investigagdo  original,
qualitativa ou quantitativa.

O texto deve ser limitado a 2000 palavras,
excluindo referencias e tabelas, e organizado
em introdu¢do, métodos, resultados e
discussdo, com um maximo de 4 tabelas e/ou
figuras (total) e ate 15 referéncias.

Todos os artigos de investigacdo original
devem apresentar resumos estruturados em
portugués e em inglés, com um maximo de
250 palavras cada.

Publicac¢des breves

Resultados preliminares ou achados novos
podem ser objeto de publica¢des breves.

O texto deve ser limitado a 1000 palavras,
excluindo referencias e tabelas, e organizado
em introdu¢do, métodos, resultados e
discussdo, com um maximo de 2 tabelas e/ou
figuras (total) e ate 10 referéncias.

As publicagdes breves devem apresentar
resumos estruturados em portugués e em
inglés, com um maximo de 250 palavras cada.

Artigos de revisao

Artigos de revisdo sobre temas das diferentes
areas da medicina e dirigidos aos
profissionais de saude, particularmente com
impacto na sua pratica.

Os ARQUIVOS DE MEDICINA publicam
essencialmente artigos de revisdo solicitados
pelos editores. Contudo, também serdo
avaliados artigos de revisdo submetidos sem
solicitacdo prévia, preferencialmente
revisdes quantitativas (Meta-analise).

O texto deve ser limitado a 5000 palavras,
excluindo referencias e tabelas, e apresentar
um maximo de 5 tabelas e/ou figuras (total).
As revisGes quantitativas devem ser
organizadas em introducdo, métodos,
resultados e discussao.

As revisdes devem apresentar resumos nio
estruturados em portugués e em inglés, com
um maximo de 250 palavras cada, devendo
ser estruturados no caso das revisdes
quantitativas.
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Comentarios

Comentarios, ensaios, andlises criticas ou
declaragdes de posicdo acerca de tépicos de
interesse na area da saide, designadamente
politicas de satde e educagdo médica.

O texto deve ser limitado a 900 palavras,
excluindo referencias e tabelas, e incluir no
maximo uma tabela ou figura e ate 5
referéncias.

Os comentarios ndo devem apresentar
resumos.

Casos clinicos

Os ARQUIVOS DE MEDICINA transcrevem
casos publicamente apresentados
trimestralmente pelos médicos do Hospital
de S. Jodo numa selecdo acordada com o
corpo editorial da revista. No entanto e bem-
vinda a descricio de casos clinicos
verdadeiramente exemplares,
profundamente estudados e discutidos. O
texto deve ser limitado a 1200 palavras,
excluindo referencias e tabelas, com um
maximo de 2 tabelas e/ou figuras (total) e ate
10 referéncias.

Os casos clinicos devem apresentar resumos
ndo estruturados em portugués e em inglés,
com um maximo de 120 palavras cada.

Séries de casos

Descricoes de séries de casos, tanto numa
perspetiva de tratamento estatistico como de
reflexdo sobre uma experiéncia particular de
diagnéstico, tratamento ou progndstico.

O texto deve ser limitado a 1200 palavras,
excluindo referéncias e tabelas, organizado
em introducdo, métodos, resultados e
discussdo, com um maximo de 2 tabelas e/ou
figuras (total) e ate 10 referéncias.

As séries de casos devem apresentar resumos
estruturados em portugués e em inglés, com
um maximo de 250 palavras cada.

Cartas ao editor

Comentarios sucintos a artigos publicados
nos ARQUIVOS DE MEDICINA ou relatando
de forma muito objetiva os resultados de
observacdo clinica ou investigacdo original
que nido justifiquem um tratamento mais
elaborado.

O texto deve ser limitado a 400 palavras,
excluindo referéncias e tabelas, e incluir no
maximo uma tabela ou figura e ate 5
referéncias.

As cartas ao editor ndo devem apresentar
resumos.

Revisoes de livros ou software
Revisodes criticas de livros, software ou sitios
da internet.

O texto deve ser limitado a 600 palavras, sem
tabelas nem figuras, com um maximo de 3
referéncias, incluindo a do objeto da revisao.
As revisodes de livros ou software ndo devem
apresentar resumos.

FORMATACAO DOS MANUSCRITOS

A formatacdo dos artigos submetidos para
publicacgdo nos ARQUIVOS DE MEDICINA
deve seguir os B"Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals”.

Todo o manuscrito, incluindo referéncias,
tabelas e legendas de figuras, deve ser
redigido a dois espagos, com letra a 11
pontos, e justificado a esquerda.
Aconselha-se a utilizacdo das letras Times,
Times New Roman, Courier, Helvetica, Arial,
e Symbol para carateres especiais.

Devem ser numeradas todas as paginas,
incluindo a pagina do titulo.

Devem ser apresentadas margens com 2,5 cm
em todo o manuscrito.

Devem ser inseridas quebras de pagina entre
cada secgao.

Nao devem ser inseridos cabegalhos nem
rodapés.

Deve ser evitada a utilizacdo ndo técnica de
termos estatisticos como aleatdrio, normal,
significativo, correlacdo e amostra.

Apenas sera efetuada a reproducido de
citacdes, tabelas ou ilustracdes de fontes
sujeitas a direitos de autor com citagdo
completa da fonte e com autorizacdes do
detentor dos direitos de autor.

Unidades de medida

Devem ser utilizadas as unidades de medida
do Sistema Internacional (SI), mas os
editores podem solicitar a apresentacdo de
outras unidades ndo pertencentes ao SI.

Abreviaturas

Devem ser evitados acrénimos e
abreviaturas, especialmente no titulo e nos
resumos. Quando for necessaria a sua
utilizagdo devem ser definidos na primeira
vez que sdo mencionados no texto e também
nos resumos e em cada tabela e figura, exceto
no caso das unidades de medida.

Nomes de medicamentos

Deve ser utilizada a Designacdo Comum
Internacional (DCI) de firmacos em vez de
nomes comerciais de medicamentos. Quando
forem utilizadas marcas registadas na
investigacdo, pode ser mencionado o nome
do medicamento e o nome do laboratério
entre paréntesis.
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Pagina do titulo

Na primeira pagina do manuscrito deve
constar:

1) o titulo (conciso e descritivo);

2) um titulo abreviado (com um maximo de
40 carateres, incluindo espacos);

3) os nomes dos autores, incluindo o
primeiro nome (ndo incluir graus académicos
ou titulos honorificos);

4) a filiacdo institucional de cada autor no
momento em que o trabalho foi realizado;

5) o nome e contactos do autor que devera
receber a correspondéncia, incluindo
endereco, telefone, fax e e-mail;

6) os agradecimentos, incluindo fontes de
financiamento, Dbolsas de estudo e
colaboradores que ndo cumpram critérios
para autoria;

7) contagens de palavras separadamente
para cada um dos resumos e para o texto
principal (ndo incluindo referéncias, tabelas
ou figuras).

Autoria

Como referido nos “Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals”, a autoria requer uma contribui¢do
substancial para:

1) concecdo e desenho do estudo, ou
obtencdo dos dados, ou analise e
interpretacdo dos dados;

2) redagdo do manuscrito ou revisio critica
do seu conteudo intelectual;

3) aprovacao final da versdo submetida para
publicacdo.

A obtencdo de financiamento, a recolha de
dados ou a supervisdo geral do grupo de
trabalho, por si s6, ndo justificam autoria.

E necessario especificar na carta de
apresentacdo o contributo de cada autor para
o trabalho. Esta informacgao sera publicada.
Exemplo: José Silva concebeu o estudo e
supervisionou todos os aspetos da sua
implementacdo. Anténio Silva colaborou na
concecdo do estudo e efetuou a andlise dos
dados. Manuel Silva efetuou a recolha de
dados e colaborou na sua analise. Todos os
autores contribuiram para a interpretagio
dos resultados e revisido dos rascunhos do
manuscrito.

Nos manuscritos assinados por mais de 6
autores (3 autores no caso das cartas ao
editor), tem que ser explicitada a razao de
uma autoria tao alargada.

E necessaria a aprovacio de todos os autores,
por escrito, de quaisquer modificagcdes da
autoria do artigo ap6s a sua submissao.

Agradecimentos

Devem ser mencionados na seccdo de
agradecimentos os colaboradores que
contribuiram substancialmente para o
trabalho mas que ndo cumpram os critérios
para autoria, especificando o seu contributo,
bem como as fontes de financiamento,
incluindo bolsas de estudo.

Resumos

Os resumos de artigos de investigacdo
original, publicagdes breves, revisdes
quantitativas e series de casos devem ser
estruturados (introdugio, métodos,
resultados e conclusdes) e apresentar
contetddo semelhante ao do manuscrito.

Os resumos de manuscritos nio estruturados
(revisdes nao quantitativas e casos clinicos)
também ndo devem ser estruturados.

Nos resumos ndo devem ser utilizadas
referéncias e as abreviaturas devem ser
limitadas ao minimo.

Palavras-chave

Devem ser indicadas ate seis palavras-chave,
em portugués e em inglés, nas paginas dos
resumos, preferencialmente em concordancia
com o Medical Subject Headings (MeSH)
utilizado no Index Medicus. Nos manuscritos
que nio apresentam resumos as palavras-
chave devem ser apresentadas no final do
manuscrito.

Introducao

Deve mencionar os objetivos do trabalho e a
justificagdo para a sua realizagdo.

Nesta sec¢do apenas devem ser efetuadas as
referéncias indispensaveis para justificar os
objetivos do estudo.

Métodos

Nesta seccdo devem descrever-se:

1) a amostra em estudo;

2) a localiza¢do do estudo no tempo e no
espago;

3) os métodos de recolha de dados;

4) analise dos dados.

As consideragdes éticas devem ser efetuadas
no final desta seccao.

Anadlise dos dados

Os métodos estatisticos devem ser descritos
com o detalhe suficiente para que possa ser
possivel reproduzir 0s resultados
apresentados.

Sempre que possivel deve ser quantificada a
imprecisdo das estimativas apresentadas,
designadamente através da apresentacio de
intervalos de confianga. Deve evitar-se uma
utilizagdo excessiva de testes de hipdteses,
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com o uso de valores de p, que ndo fornecem
informacdo quantitativa importante.

Deve ser mencionado o software utilizado na
analise dos dados.

Consideragcdes éticas e consentimento
informado

Os autores devem assegurar que todas as
investigacdes envolvendo seres humanos
foram aprovadas por comissdes de ética das
instituicoes em que a investigacdo tenha sido
desenvolvida, de acordo com a Declaracdo de
Helsinquia da Associagdo Médica Mundial
(www.wma.net).

Na seccdo de métodos do manuscrito deve
ser mencionada esta aprovacio e a obtenc¢do
de consentimento informado, quando
aplicavel.

Resultados

Os resultados devem ser apresentados, no
texto, tabelas e figuras, seguindo uma
sequéncia logica.

Ndo deve ser fornecida informacdo em
duplicado no texto e nas tabelas ou figuras,
bastando descrever as principais
observacgdes referidas nas tabelas ou figuras.

Independentemente da limitagdo do nimero
de figuras propostos para cada tipo de artigo,
s6 devem ser apresentados graficos quando
da sua utilizacdo resultarem claros beneficios
para a compreensdo dos resultados.

Apresentacgio de dados numéricos

A precisio  numérica utilizada na
apresentacdo dos resultados ndo deve ser
superior a permitida pelos instrumentos de
avaliacao.

Para variaveis quantitativas as medidas
apresentadas nao deverdo ter mais do que
uma casa decimal do que os dados brutos.

As proporg¢oes devem ser apresentadas com
apenas uma casa decimal e no caso de
amostras pequenas nido devem  ser
apresentadas casas decimais.

Os valores de estatisticas teste, como t ou
fOZ, e os coeficientes de correlagio devem
ser apresentados com um maximo de duas
casas decimais.

Os valores de p devem ser apresentados com
um ou dois algarismos significativos e nunca
na forma de p=NS, p<0,05 ou p>0,05, na
medida em a informacdo contida no valor de
P pode ser importante. Nos casos em que o
valor de p e muito pequeno (inferior a
0,0001), pode apresentar-se como p<0,0001.

Tabelas e figuras
As tabelas devem surgir apds as referéncias.
As figuras devem surgir apds as tabelas.

Devem ser mencionadas no texto todas as
tabelas e figuras, numeradas (numeragio
arabe separadamente para tabelas e figuras)
de acordo com a ordem em que sdo
discutidas no texto.

Cada tabela ou figura deve ser acompanhada
de um titulo e notas explicativas (ex.
defini¢des de abreviaturas) de modo a serem
compreendidas e interpretadas sem recurso
ao texto do manuscrito.

Para as notas explicativas das tabelas ou
figuras devem ser utilizados os seguintes
simbolos, nesta mesma sequéncia:

514§ 1, T4 .

Cada tabela ou figura deve ser apresentada
em paginas separadas, juntamente com o
titulo e as notas explicativas.

Nas tabelas devem ser utilizadas apenas
linhas horizontais.

As figuras, incluindo graficos, mapas,
ilustragoes, fotografias ou outros materiais
devem ser criadas em computador ou
produzidas profissionalmente.

As figuras devem incluir legendas.

Os simbolos, setas ou letras devem contrastar
com o fundo de fotografias ou ilustragoes.

A dimensdo das figuras é habitualmente
reduzida a largura de uma coluna, pelo que as
figuras e o texto que as acompanha devem
ser facilmente legiveis apds reducio.

Na primeira submissio do manuscrito nio
devem ser enviados originais de fotografias,
ilustracbes ou outros materiais como
peliculas de raios-X. As figuras, criadas em
computador ou convertidas em formato
eletrénico ap6s digitalizacio devem ser
inseridas no ficheiro do manuscrito.

Uma vez que a impressdo final sera a preto e
branco ou em tons de cinzento, os graficos
ndo deverdo ter cores. Graficos a trés
dimensdes apenas serao aceites em situacdes
excecionais.

A resolucao de imagens a preto e branco deve
ser de pelo menos 1200 dpi e a de imagens
com tons de cinzento ou a cores deve ser de
pelo menos 300 dpi.

As legendas, simbolos, setas ou letras devem
ser inseridas no ficheiro da imagem das
fotografias ou ilustragdes.

Os custos da publicacdo das figuras a cores
serao suportados pelos autores.

Em caso de aceitagio do manuscrito, serdo
solicitadas as figuras nos formatos mais
adequados para a producio da revista.

Discussao

Na discussio ndo deve ser repetida
detalhadamente a informacdo fornecida na
seccdo dos resultados, mas devem ser
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discutidas as limitacdes do estudo, a relacao
dos resultados obtidos com o observado
noutras investigagbes e devem = ser
evidenciados os aspetos inovadores do
estudo e as conclusdes que deles resultam.

E importante que as conclusdes estejam de
acordo com os objetivos do estudo, mas
devem ser evitadas afirmagdes e conclusoes
que nao sejam completamente apoiadas
pelos resultados da investigacdo em causa.

Referéncias
As referéncias devem ser listadas apds o
texto principal, numeradas consecutivamente
de acordo com a ordem da sua citagdo. Os
numeros das referéncias devem ser
apresentados entre paréntesis. Ndo deve ser
utilizado software para  numeragio
automatica das referéncias.
Pode ser encontrada nos “Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals” uma  descrigao
pormenorizada do formato dos diferentes
tipos de referencias, de que se acrescentam
alguns exemplos:
1. Artigo

Vega K], Pina [, Krevsky B. Heart
transplantation is associated with an increase
risk for pancreatobiliary disease. Ann Intern
Med 1996;124:980-3.

2. Artigo com Organizag¢ao como Autor

. The Cardiac Society of Australia and New
Zealand. Clinical exercise stress testing.safety
and performance guidelines. Med ] Aust
1996; 64:282-4.

3. Artigo publicado em Volume com
Suplemento

. Shen HM, Zhang QF. Risk assessment of
nickel carcinogenicity and occupational lung
cancer. Environ Health Perspect 1994; 102
Suppl 1:275-82.

4. Artigo publicado em Numero com
Suplemento

payne DK, Sullivan MD, Massie M]. Women's
psychological reactions to breast cancer.
Semin Oncol 1996;23 (1 Suppl 2):89-97.

5. Livro

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and
leadership skills for nurses. 2nd ed. Albany
(NY): Delmar Publishers;1996.

6. Livro (Editor(s) como Autor(es))

Norman IJ, Redfern SJ, editores. Mental health
care for elderly people. New York: Churchill
Livingstone;1996.

7. Livro (Organiza¢do como Autor e Editor)
Institute of Medicine (US). Looking at the
future of the Medicaid program. Washington:
The Institute;1992.

8. Capitulo de Livro

Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and
stroke. In: Laragh JH, Brenner BM, editors.
Hypertension: pathophysiology, diagnosis,
and management. 2nd ed. New York: Raven
Press;1995. p. 465-78.

9. Artigo em Formato Eletrénico

Morse SS. Factors in the emergence of
infectious diseases. Emerg Infect Dis [serial
online] 1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun 5]; 1
(1): [24 screens]. Disponivel em: URL:
http://www.cdc.gov/ncidod/ EID/eid.htm

Devem ser utilizados os nomes abreviados
das publicacdes, de acordo com o adotado
pelo Index Medicus. Uma lista de publicacdes
pode ser obtida em http://www.nlm.nih.gov.
Deve ser evitada a citacio de resumos e
comunicagdes pessoais.

Os autores devem verificar se todas as
referéncias estdo de acordo com os
documentos originais.

Anexos

Material muito extenso para a publicacio
com o manuscrito, designadamente tabelas
muito extensas ou instrumentos de recolha
de dados, podera ser solicitado aos autores
para que seja fornecido a pedido dos
interessados.

Conflitos de interesse

Os autores de qualquer manuscrito
submetido devem revelar no momento da
submissdo a existéncia de conflitos de
interesse ou declarar a sua inexisténcia.

Essa informacdo serd mantida confidencial
durante a revisio do manuscrito pelos
avaliadores externos e nao influenciara a
decisdo editorial mas serda publicada se o
artigo for aceite.

Autorizacgoes

Antes de submeter um manuscrito aos
ARQUIVOS DE MEDICINA os autores devem
ter em sua posse os seguintes documentos
que poderdo ser solicitados pelo corpo
editorial:

- consentimento informado de cada
participante;

- consentimento informado de cada individuo
presente em fotografias, mesmo quando
forem efetuadas tentativas de ocultar a
respetiva identidade;
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mencionados na sec¢do de agradecimentos.

50



Apéndices

51



Glossario

Codao stop: sequéncia de trés nucleotideos no DNA ou mRNA que representa a instru¢do para
o0 término da transcri¢do ou traducao, respetivamente.

Electroporacao: € um processo no qual, através da aplicacdo externa de um campo elétrico, se
obtém um aumento significativo da condutividade elétrica e permeabilidade da membrana
plasmética das células.

Mutagao:

- in-frame: mutacdo que ndo causa alteracdo do padrdo de leitura em tripleto do
genoma, podendo contudo levar a sintese de uma proteina anormal.

- frame-shift: mutacdo genética causada por insercdes ou dele¢fes na sequéncia de
DNA, de um numero de nucleotideos ndo divisivel por trés. Devido ao facto de a expressao
génica por coddes ocorrer em tripletos, as insercBes ou delecbes referidas podem alterar o
padrdo de leitura, isto € o agrupamento dos coddes, resultando numa traducdo completamente
diferente da original.

- missense: mutacdo pontual na qual um Unico nucleotideo é alterado, resultando num
coddo que codifica para um aminoacido diferente. A proteina resultante pode ser ou ndo
funcional.

- nonsense: mutacdo pontual na sequéncia de DNA que origina um coddo stop
prematuro, ou um coddo nonsense no transcrito de mRNA, resultando na producdo de uma
proteina truncada, incompleta e, geralmente, ndo funcional.

Mutagénese: criacdo de alteracdo na sequéncia de DNA.

Plasmideo: pequena molécula de DNA circular que se replica independentemente do genoma.
Skipping: pular

Spliceossoma: grande complexo composto por vérias ribonucleoproteinas (entre as quais
ribonucleoproteinas nucleares pequenas — sSnRNPs- U1, U2, U5 e U4/6) responsavel por dirigir
0 processo de splicing.

Splicing: processo em que enzimas processadoras do RNA removem todos os intrdes no
transcito de RNA (transcrito primario), tornando-o mais curto (transcrito secundario).

Traducdo do mRNA: processo pelo qual a sequéncia de nucleotideos de uma molécula de
RNA mensageiro dirige a incorporacdo de aminoacidos em proteinas; ocorre no ribossoma.
Transfegdo: processo de introdugdo propositada de material genético em células.

Transgene: gene ou material genético transferido, naturalmente ou por técnicas de engenharia

genética, a partir de um organismo para outro.
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Distrofia Muscular de Duchenne - Revisao de Casos Seguidos na Consulta de

Pediatria do Centro Hospitalar Sao Joao

Introducao

No &mbito da tese de mestrado realizada afigurou-se pertinente a realizacdo de uma reviséo
dos doentes com Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) seguidos na consulta de Pediatria no
Centro Hospitalar Sdo Jodo. Assim, o objetivo desta casuistica é descrever as caracteristicas

desses doentes e avaliar a possibilidade de tratamento com estratégias terapéuticas inovadoras.

Métodos

Com a cooperac¢do do Dr. Miguel Ledo (Coordenador da Unidade de Neuropediatria), Dr.?
Esmeralda Rodrigues (Unidade de Doengas Hereditarias do Metabolismo do Servico de
Pediatra) e Departamento de Genética do Hospital de Séo Jodo foi possivel obter uma listagem
de 11 doentes seguidos por distrofinopatia na consulta de Pediatria desse hospital, nos Gltimos
12 anos.

Dos 11 doentes referidos, 2 foram excluidos por ndo possuirem diagnéstico de DMD
(diagnosticados com Distofia Muscular de Becker e a-Distroglicanopatia) e 2 devido ao facto de

0 processo clinico ndo estar disponivel, resultando na incluséo de 7 doentes.

Caracterizac¢do dos doentes

A amostra de doentes avaliada compreendeu criancas do sexo masculino, cuja média de
idades é de 8,04 anos, variando entre 2 anos e 6 meses e 14 anos.

Relativamente a razdo que motivou a referenciacdo dos doentes a consulta de Pediatria foi,
num dos casos, no contexto de seguimento prévio noutra especialidade por outra patologia,
tendo sido, apds avaliacdo inicial pelo pediatra, levantada a suspeita de DMD. Nos restantes
individuos a suspeita foi levantada e, por consequéncia foram referenciados, em metade dos
casos, por alteracbes do desenvolvimento motor (nomeadamente hipotonia e fadiga) e nos
restantes, por alteragfes analiticas em exame de rotina ou por outra causa. Em nenhum dos
casos existia histéria familiar. A idade média de diagnostico foi de 2,86 anos (variando de 17
meses até 5 anos).

Em todos os doentes foi realizada bidpsia muscular e estudo genético. Em apenas um dos
doentes ndo foi identificada a mutacdo especifica devido ao facto de, na época em que o teste foi
realizado, o método de pesquisa da mutagdo ser diferente do atual e possuir menor sensibilidade

para a detecdo destas mutacGes. Em 5 dos 7 doentes (71,43 %), a mutacdo identificada foi uma
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delecdo e todas elas na regido hotspot. No outro doente identificou-se uma duplicacéo (14,29
%).

Em relacdo a evolugdo clinica, apenas 2 dos 7 doentes (28,57 %) apresentam declinio
progressivo da fungdo motora. Os restantes individuos mantém quadro clinico estavel, um dos
quais (individuo F) se encontra a fazer aquisi¢des lentas e progressivas da capacidade motora
(de acordo com a idade).

Em todos os doentes em analise, exceto o individuo E que ndo apresenta alteracoes, estdo
descritas alteracdes de desenvolvimento geral nomeadamente cognitivas (défice na abstracao,
caracteristicas disléxicas), dificuldade na motricidade grossa e grafomotricidade e sociais
(dificuldades de integracdo social e marginalizacdo) que condicionam a necessidade de apoio a
nivel de ensino especial, suportes educativos e apoio psicoldgico e de tarefeira.

Quanto ao atingimento de outros 6rgaos, apenas um doente apresenta doenga respiratoria e
nenhum dos doentes apresenta envolvimento cardiaco.

Relativamente ao tratamento instituido, a fisioterapia faz parte do tratamento de 6 dos 7
doentes e a hidroterapia esta incluida no tratamento de 4 doentes. Apenas um dos doentes utiliza
ortotese, nomeadamente no tornozelo-pé. Apenas 3 dos 7 doentes estdo medicados com
corticoterapia, fazendo esquema alternante de prednisolona (os individuos D e G, 20 dias on/10
dias off, e o individuo C em periodos alternados de 10 dias).

Os dados recolhidos encontram-se expostos no Quadro 1.

Discussao

Apesar do reduzido nimero de doentes incluidos nesta revisao, é possivel verificar que os
resultados estdo de acordo com os descritos na literatura, nomeadamente no que se refere a
idade de diagnostico, a forma de apresentacdo e complicacfes associadas a esta patologia, ao
método de diagndstico e as alteragdes genéticas mais comummente encontradas.

Apenas o doente com idade e estadio da doenca mais avancados apresenta atingimento do
sistema respiratorio e nenhum dos doentes incluidos apresenta envolvimento cardiaco. Estes
achados estdo de acordo com o descrito na literatura, nomeadamente atingimento respiratério na
primeira década de vida e envolvimento cardiaco clinicamente evidente apds os dez anos de
idade, afetando cerca de um tergo dos doentes com 14 anos e todos os doentes com 18 anos.
Contudo, seria de esperar que um maior nimero de doentes apresentasse atingimento cardiaco.
Tal ndo se verificou, provavelmente, devido ao tamanho reduzido da amostra e também a idade
precoce dos individuos.

Nesta revisdo é também evidente a importancia de tratamentos de reabilitagdo muscular.

Tem sido descrito que o tratamento com glucocorticoides prolonga a deambulagéo durante
dois a trés anos, preserva a funcdo respiratéria e reduz a incidéncia de escoliose e

cardiomiopatia em doentes que toleram a terapéutica a longo prazo, e que deve ser instituido nos
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estadios precoces da doenca (preferencialmente pelos quatro a seis anos de idade). Esta
terapéutica tem-se mostrado eficaz nos doentes descritos ja que 2 dos 3 pacientes mantém
funcdo muscular estavel, e aguele cuja evolucdo tem sido desfavoravel pode ser explicado pelo
facto de o tratamento ter sido iniciado tardiamente (por recusa do cuidador), pouco tempo antes
da recolha dos dados e quando o doente ja se encontrava em fase de declinio.

Tendo em conta que a grande maioria dos doentes descritos nesta revisao apresenta delecdo
em regido hotspot do gene dmd, podemos inferir que serdo possiveis candidatos a terapéuticas
genéticas nomeadamente ao skipping de exfes. Esta técnica consiste na utilizacdo de
oligonucleotideos antissense (sequéncias de 20 a 30 nucleotideos homélogas do exao alvo ou
proximo dele) que se ligam ao local alvo do gene dmd impedindo a normal formacdo do
spliceossoma, resultando em remocéo dessa zona do pré- acido ribonucleico mensageiro (pré-
mRNA). Como resultado, obtém-se uma distrofina internamente truncada cuja funcionalidade
depende da funcdo da zona excluida, convertendo-se um fenétipo grave de DMD num fenétipo

ligeiro de distrofia muscular de Becker.

Conclusao

Apesar dos muitos avangos conseguidos nos Ultimos anos, a evolugdo clinica dos
individuos com DMD, tal como a qualidade vida, continua a ser desfavoravel.

Contudo, o envolvimento de equipa multidisciplinar no tratamento destes doentes permite
otimizar os recursos existentes de modo a minorar as consequéncias desta patologia, sendo
portanto uma abordagem fundamental.

Tendo em conta que 0s ensaios clinicos experimentando novas abordagens terapéuticas tém
obtido resultados muito promissores, torna-se importante, ap6s a documentacdo da alteracdo
genética especifica, avaliar a possibilidade de inclusdo de doentes com esta patologia em
estudos clinicos. Por forma a facilitar o seu reconhecimento, é também fundamental que exista

uma rede organizada de codificaco e referenciacdo destes doentes.
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Quadro 1- Caracterizagdo dos doentes com Distrofia Muscular de Duchenne

Idade de
Idad inicio Idade ao Forma clinica de Histdria S Estudo Evolugdo  Caracterizagéo . Tratamento
Nome R ~ L Bidpsia muscular (o . . Desenvolvimento S
e dos diagndstico apresentacéo familiar genético clinica clinica instituido
sinais
A 12A ™ 1A +5M Referenciado por Pai com 10.05.2000: 09.02.2001:  Estavel; - Cirurgia a Dificuldades de - Fisioterapia,
Oftalmologia, para  aniridia, Mdsculo de aspeto  Delecdo in-  sem cataratas aos 7A;  aprendizagem inicio de
avaliagdo por cataratas global frame nos limitagdo - Obesidade devido a utilizacdo de
Pediatria, devidoa  (fez moderadamente exfes 45-49  muscular desde os 7A; desatencéo e ortétese
aniridia e cataratas. ~ cirurgia) e alterado. do gene da aparente. irrequietude. tornozelo-pé aos
Na avaliagdo glaucoma. Imunohistoquimica  distrofina. Desenvolvimento 11A (uso prévio
identificou-se CKnormal.  com expressdo motor normal: de talas
hipertonia Irm& de 10A  subsarcolémica de - Hipertrofia posteriores
membros foi estudada Dys 1,2 e 3 ténuee gemelar, durante 1 ano);
inferiores, ndo se tendo irregular, 0 mesmo diminuicao da - Hidroterapia;
hipertrofia gemelar, encontrado acontecendo com forca muscular - Iniciou aos 11A
ROTSs normais. alteracoes. sarcoglicanos a, f3, contra resisténcia, Dorzolamida/
Estudo analitico: yed —IDistrofia ROTS normais; Timolol +
TGO 175 U/L, muscular Hinavicdn: Latanoprost (1
TGP 178 UIL, congénita, ] ;':nov'sao’ gota 12/12h).

provavelmente
Sindrome Walker-
Warburg (a
correlacionar com
quadro clinico).

DHL 519 U/L, CK
3752 U/L, Aldolase
5,88U/L.

envolvimento
respiratorio ou
cardiaco.
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B 14A 3A+8M 4A + 1M Fadiga isolada. Ausente. 26.06.2001: 06.09.2002:  Declinio - Perda de - Dificuldades de  -Fisioterapia;
Na avaliacéo Mdsculo de aspeto  Nao foram progressiv  deambulacdo aos  aprendizagem -Hidroterapia;
clinica identificou- global muito detetadas 0 TA,; associadas a -BiPAP noturno,
se proeminéncia alterado. delegﬁes ou (agravame - Cirurgia para défice na Ambu
bilateral da regi&o Imunohistoquimica  duplicagdes  nto do corregéo de abstracéo, intermitente e
gemelar, sinal de com expresséo de no gene da estado escoliose aos13 caracteristicas Acapella®:;
Gower +. Dysl,2e3 distrofina. geral) A disléxicas e imunizacao anti-
Realizagdo de negativa. (40% das - Padréo de dificuldade na influenza;
estudo analitico mutagoes doenca pulmonar  grafomotricidade Complexo
que mostrou CK podem ser restritiva aos - necessita de polivitaminico
1532 U/L, Aldolase subtis e nao 11A, com FvC ~ apoioanivelde ooy e
128.8 U/L. detetadas de 54%: ensino especial e leite de maanésio

pelos - Deformidade suportes 3 ’ .
métodos torécica educativos (uso (- Néo fez
utilizados). importante de computador e terape”,t(;ca com

hiporreflex,ia adaptacdo de corticoides).

generalizada, ];(\)/;rngzg Oe).

RCP flexores, . '

halux valgus. Ma - lelculdades_de

perfusio integracdo social

periférica: e mar_ginalizagéo

L - apoio

- Obstipagdo; psicoldgico e de

- Sem tarefeira.

envolvimento

cardiaco.

C TA oM 2A + 1M Atraso de Ausente. 16.02.2005: 29.12.2005:  Declinio - Hiperlordose Ligeiro atraso - Fisioterapia
desenvolvimento Tem 2 Musculo de aspeto  Estudo de progressiv. lombar sem global do desde 11M;
motor (a0s OM ndo  jrm3os, um global muito Sindromede o desvios laterais desenvolvimen - Hidroterapia;
sentava. Aos 12M dos quais foi ~alterado. X frégil: da coluna to (locomotora- - Terapia
senta sem apoio, investigado  Imunohistoquimica  Negativo. vertebral motricidade ocupacional;
angulos popliteose  (por possivel com expressao de evidentes, grossa e - Terapia da fala
adutores hipotonia Dys1,2e3 22 05.2006: pseudohipertrofia  coordenagéo (suspensa aos
aumentados). proximal negativa. Delecéo dos gemelar, visuo-motora, 5A):

Realiza estudo global) ndo exdes 48-52 hipotonia de nomeadamente 5 ’ tad
analitico que tendo sido no gene da todos os na expresséo - Froposta de
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mostra TGO 308 detetadas distrofina. membros, forca grafomotora) — inicio de
U/L, TGP 132 U/L, alteracGes. muscular 3+ necessidade de corticoide aos 4A
DHL 1170; CK (exceto extensdo apoio de ensino que a mée
19329 U/L. joelhos 3/3- ¢ especial. recusou até aos
dorsiflexdo 3/3); 6A — iniciou
- Marcha de base Prednisolona 0,75
alargada, mg/Kg/d em
dificuldade em periodos
subir degraus e alternados de 10
sentar, sinal de dias.
Gower +.
- Osteoporose
coluna lombar e
fémur aos 7A,
- Sem
envolvimento
cardiaco.
12A 5A 5A AlteragBes de Ausente. 02.11.2005: 17.05.2006:  Estavel. - -Necessidade de - Fisioterapia;
enzimas hepaticas Mae Mdsculo de aspeto  Delecéo Pseudohipertrofia  alternativas de - Hidroterapia;
em estudo analitico  rastreadaem global muito ex0es 45-54 gemelar, sinal de  avaliacdo e - Inicia
derotina: TGP 376  25.08.2006: alterado. dp gene da Gower +, forca ocupacéo (evitar corticoterapia aos
U/L, DHL 3290 nio Imunohistoquimica  distrofina. muscular 4+, a sobrecarga de 7A. Atualmente
U/L, CK 28009 portadora de com expresséo de R,OTS mais escrit_a_ou _ com Prednisolona
U/L. alterggées Dys 1 2e3 deb_el_s; permitir mais 0,57 mg/Kg/d, 20
somaticas no  negativa. - Dificuldade em  tempo para os dias on/10 dias
gene da subir escadas testes se. off:
distrofina. - Obesidade; neCESS&rIO); _ Esomeprazol;
Irméo - DMO diminuida  ~ ISOIMeNtO & i 565 104
saudavel. apenas nacoluna ~ Mmargmalizagao .~ 0 4

lombar aos 10A;
- Sem
envolvimento
respiratério ou
cardiaco.

social -
necessidade de
apoio
psicoldgico.

Colecalciferol
(1/2 por dia).

58



com expressdo de

E 3A+ 2A 2A Alteracdes de Ausente. 19.08.2010: 18.10.2010:  Estavel. - - Sem alteragcdes. - Aos 3A opta-se
9M enzimas hepaticas Irmdo de 8A Mdsculo de aspeto  Delecéo dos Pseudohipertrofia por ndo iniciar
em estudo analitico  sgudavel. global muito ex0es 45-47 gemelar, sinal ainda
de rotina: TGO 135 alterado. do gene da Gower -; corticoterapia.
U/L, TGP 180 U/L, |munohist0quimica distrofina. -
DHL 1621 U/L, com expressao de Desenvolvimento
CK 3072 U/L. Dys1,2e3, motor normal.
sarcoglicanos a, f3,
Y e §, merosina ¢ o-
distroglicanos
normal — Distrofia
muscular
indeterminada.
F 2A + 5M 17M Hipotonia Ausente. 21.12.2010: 21.01.2011:  Estavel - Atraso motor, - Atraso global do - Fisioterapia
6M identificada aos 5M Mdsculo de aspeto  Delecdo dos  (fazer quedas desenvolvimento.  desde os 11M;

e sem controlo geral exfes 51-55  aquisi¢des  frequentes, - Budesonido +
cefalico aos 7M. moderadamente no gene da lentas e pseudohipertrofia Montelucaste (1
Aos 11M alterado. distrofina. progressiv. gemelar, ROTs por dia).
identifica-se Imunohistoquimica as) rotulianos + e (- opta-se por ndo
hipotonia axial, com expressao de SIMetricos; iniciar ainda
polegares adutos. Dys1,2e3ténuee - Asma; corticioterapia)
Em estudo irregular em - Hipertrofia
analitico: CK algumas fibras e amigdalina e
11526 U/L, TGO ausente nas adenoideia
221 U/L, TGP 216 restantes - DMD vs (proposto para
U/L DMB cirurgia);

- Sem

envolvimento

cardiaco.

G 5A  3A+7M 4A AlteracGes de Ausente. 17.02.2011: 18.05.2011:  Estavel. - Ligeiro atraso - Imaturidade na - Fisioterapia;
enzimas hepaticas Mdsculo de aspeto  Duplicagéo do psicomotricidade - Terapia da fala;
em estudo analitico globalmente muito  nos exdes desenvolvimento, e competéncias - Iniciou
(por recorréncia ao alterado. 53-60 do pseudohipertrofia  sociais, com corticoterapia aos
servico de urgéncia Imunohistoquimica  gene da gemelar, sinal de  tendéncia parase  4a- prednisolona
por retorragias): distrofina. Gower -, marcha  alhear, com ’
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TGO 537 U/L,
TGP 759 UIL,
DHL 1832 UI/L.

Em 10.02.2011:

CK 18298 U/L,
DHL 1363 UI/L,
TGO 386 U/L,
TGP 631 U/L.

Dys1,2e3
negativa.

autbnoma; sobe e
desce escadas;

- Hipertrofia
adenoamigdalina
e otite média com
efusdo (realizou
cirurgia aos 5A);
- Obstipacéo;

- Sem
envolvimento
cardiaco e sem
osteoporose.

interesses
particulares e
défice de atencéo,
agravado por
défice auditivo
(Sindrome de
Asperger em
estudo);

- Necessita de
apoio para
estimulacdo
global,
principalmente na
psicomotricidade
e linguagem,
apoio de ensino
especial e apoio
psicolégico.

12,5 mg/d, 20
dias on/ 10 dias
off;

- Sucralfato;

Legenda: BiPAP: Bilevel Positive Airway Pressure; CK: Creatina cinase; DHL: Desidrogenase latica; DMB: Distofia Muscular de Becker; DMD: Distrofia Muscular de Duchenne; Dys: Distrofina;
RCP: Reflexo calcaneo-plantar; ROTs: Reflexos osteotendinosos; TGO: Transaminase glutdmico-oxalacética, TGP: Transaminase glutdmico-pirdvica.
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