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Resumo

Introducdo: A atrofia muscular espinhal (AME) é uma doenca neuromuscular ca-
racterizada pela degeneragdo progressiva dos neurdnios motores no corno anterior
da medula espinhal provocada por uma mutagdo do gene Survival Motor Neuron 1
(SMN1). A pseudocépia do gene SMN1, o gene SMNZ2, é um biomarcador da gravi-
dade da doenca. A eficicia do novo tratamento aprovado (Nusinersen) depende do
numero de cépias do gene SMN2.

Objetivo: Caracterizar clinica e geneticamente os doentes com diagndstico de
AME em seguimento na consulta de Doencas Neuromusculares do Centro de Desen-
volvimento da Crianca e apresentar os resultados iniciais das criancas sob tratamento
com Nusinersen.

Metodologia: Estudo descritivo e retrospetivo, com anélise de dados demografi-
cos, clinicos, avaliagdo objetiva, complicacdes, exames complementares de diagndsti-
co e dados genéticos de criancas com diagndstico de AME.

Resultados: Foram identificados 33 doentes, dos quais 17 ainda se encontram vi-
vos (10 do sexo masculino). De entre estes doentes, 17.6% (n=3) eram do tipo 1, 47%
(n=8) do tipo 2 e 35.3% (n=6) do tipo 3. Apenas 2 doentes AME tipo 1 com 2 copias
do gene SMN2 iniciaram tratamento com Nusinersen. Estes doentes apresentaram
uma boa evolucéo da resposta motora: 1° doente de 17 meses, score CHOP-INTEND
inicial 41/64 (aos 3 meses), 43/64 apds 6 meses e 45/64 apds 14 meses; 2° doente de
7 meses, score CHOP-INTEND inicial 29/64 (no primeiro més) e 32/64 apds 6 meses.

Conclusdo: A idade da primeira manifestacdo, a forma de apresentacao, idade de
aquisicdo de competéncias motoras e padrdao de fraqueza muscular na analise de
subgrupos foi congruente com as descricdes clinicas da literatura. As delecdes que
envolvem os exdes 7 e 8 foram as mais frequentes. Dois doentes AME 1 apresentaram
mutacdes pontuais. Os resultados preliminares do tratamento com Nusinersen pare-
cem ser promissores.

Abstract

Introduction: Spinal muscular atrophy (SMA) is a genetical neuromuscular disease
characterized by progressive degeneration of motor neurons in the anterior horn of
the spinal cord caused by a mutation in the Survival Motor Neuron 1 (SMN1) gene. The
pseudocopy of the SMNT gene, the SMNZ2 gene is a biomarker of disease severity.
The efficacy of the new treatment approved (Nusinersen) will depend on the number
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of copies of the SMN2 gene.

Objective: To characterize (clinically and genetically) patients diagnosed with SMA
at follow-up in the Neuromuscular Diseases consultation of the Child Development
Centre and to present the initial results of children under treatment with Nusinersen.

Methodology: This is a descriptive and retrospective study focusing on demo-
graphic and clinical data, objective evaluation, complications and complementary di-
agnostic tests performed (including molecular data) to children with SMA.

Results: A total of 33 patients were enrolled, 17 alive (10 males). Of all living pa-
tients, 17.6% (n = 3) were type 1, 47% (n = 8) type 2 and 35.3% (n = 6) type 3. Only
2 patients with SMA type 1 and 2 copies of the SMN2 gene started treatment with
Nusinersen. These patients had a good evolution of the motor milestones: in the first
17-months-patient, the initial CHOP-INTEND score was 41/64 (at 3 months), 43/64
after 6 months and 45/64 after 14 months; in the second 7-months-patient, the initial
CHOP-INTEND score was 29/64 (at month 1) and 32/64 after 6 months.

Conclusion: The age of first manifestations, presentation symptom, age of achieve-
ment of motor milestones and pattern of muscle weakness in all subgroup analyses
were congruent with the clinical descriptions of the literature. The deletions involving
exons 7 and 8 were the most frequent mutations. Two SMA type 1 patients had point

mutations. Preliminary results with Nusinersen treatment seem to be promising.

Introducao

A atrofia muscular espinhal (AME) foi descrita pela
primeira vez por Werdnig e Hoffmann, no final do sé-
culo XIX. Trata-se de uma doenca neurodegenerativa
rara, caracterizada pela degenerescéncia progressiva
do motoneurénio alfa localizado no corno anterior da
substancia cinzenta da medula espinhal, condicionando
atrofia e fraqueza muscular generalizada.!”® Classica-
mente, os diferentes tipos de AME encontram-se divi-
didos consoante a idade de inicio e idade de aquisicao
de competéncias motoras (desde o tipo 0 ao 4), sendo
amplo o espetro clinico, desde a morte nas primeiras
semanas de vida até a fraqueza muscular ligeira, com
sobrevida até a idade adulta.®

A AME resulta de um defeito genético no gene SMN
(Survival Motor Neuron) localizado ao nivel do braco lon-
go do cromossoma 5 (5q13).® Aproximadamente 95%
dos casos ocorrem por delecao homozigética dos exdes
7 e 8 no gene SMN |, condicionando a formacao de uma
proteina truncada e nio funcional.®® Os restantes ca-
sos ocorrem por delecdo isolada do exdo 7 ou mutagdes
pontuais nestas regioes em heterozigotia composta com
delecio do outro alelo.” A auséncia da proteina SMN é
incompativel com a vida, sendo essencial para o desen-
volvimento, em fases muito precoces da vida. Por este
motivo, existe uma pseudocépia do gene SMN/ com lo-

calizacdo centromérica no brago longo do cromossoma
5, o gene SMN2. Este gene tem um papel crucial quando
se consideram as novas abordagens terapéuticas para a
AME. O gene SMN2 difere do gene SMNI em 5 nucleé-
tidos na localizagdo 3.® A substituicio de uma citosina
por timina (c.840C>T) resulta num splicing alternativo
do pré-RNA mensageiro com exclusdo, em cerca de
85% dos casos, do exao 7. Devido a este splicing alter-
nativo, o gene SMN2 produz uma quantidade importan-
te de proteina truncada; contudo, em cerca de 15% dos
casos, o splicing alternativo permite a inclusio do exao
7, levando a formacao de uma proteina funcional.

Existe ainda a duplicacdo de outros genes (ex. genes
NAIP, SERFI e GTF2H2) que foram recentemente iden-
tificados e que provavelmente podem estar implicados
na doenca, funcionando como moduladores fenotipicos.
(10),(11),(12)

A dinamica de funcionamento do gene SMN2 per-
mite afirmar que o principal fator de influéncia na gra-
vidade do fendtipo é o nimero de cépias deste gene,
correlacionando-se com a idade de inicio, gravidade
e subtipo de AME. Os doentes com AME tipo 0 tém
uma cépia do gene SMN2, os doentes com AME tipo
| apresentam duas cépias, os doentes com AME tipo
2 apresentam trés copias e os doentes com AME tipo
3 apresentam trés ou quatro cépias do gene SMN2.(%
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Estudos indicam que existe uma relagao inversamente
proporcional entre o nimero de copias SMN2 e a gravi-
dade da doenca.(")

Apés amplos anos de investigacao!'®('9) e com os re-
sultados do estudo ENDEAR(? (para doentes com AME
tipo |), surgiu um tratamento promissor para a doenca,
o Nusinersen (Spinraza®, Biogen). Trata-se de um oli-
gonucledtido antissense que modifica o splicing do pré-
-RNA mensageiro do gene SMN2 por bloquear a regiao
NI silenciadora do intrao 7, promovendo a inclusao do
exao 7 na transcrigao génica e o aumento da producao
da proteina SMN. O estudo ENDEAR mostrou uma me-
Ihoria estatisticamente significativa nas aquisicdes moto-
ras avaliadas pelo Exame Neurolégico de Hammersmith
Infancia parte 2 (HINE-2) (41% de melhoria no grupo
de doentes tratados vs. 0% no grupo placebo), na es-
cala The Children’s Hospital of Philadelphia Infant Test
of Neuromuscular Disorders (CHOP-INTEND) (=4
pontos, 71% no grupo de doentes tratados vs. 3% no
grupo controlo) e na necessidade de ventilacao perma-
nente (39% no grupo de doentes tratados vs. 68% no
grupo controlo).(”)

O nusinersen ¢ disponibilizado em solugao (de 12
mg por 5 ml) para administragdo intratecal aos 0, 14,
28 e 63 dias, mantendo-se posteriormente com admi-
nistragoes a cada 4 meses. Apresenta um bom perfil de
seguranca e é bem tolerado, sendo os principais efeitos
secundarios (reportados até ao momento na literatura)
relacionados com o procedimento da puncao lombar.

A possibilidade de usar este novo tratamento nesta
doenga rara veio necessariamente provocar uma mu-
danca radical na respetiva abordagem terapéutica, es-
perando-se uma modificagdo profunda da histéria natu-
ral da AME. Este estudo pretende caracterizar clinica e
geneticamente os doentes com diagndstico de AME do
Centro de Desenvolvimento da Crianca do Hospital Pe-
diatrico de Coimbra e revelar os resultados iniciais dos

doentes sob tratamento com Nusinersen.

Metodologia

Estudo descritivo e retrospetivo de doentes com o
diagnéstico clinico e/ou genético de AME prévia ou atu-
almente seguidos em consulta de Doencas Neuromus-
culares no Centro de Desenvolvimento da Crianca do
Hospital Pediatrico de Coimbra. O estudo baseou-se na
analise dos processos clinicos dos doentes. Avaliaram-

-se parametros demograficos, clinicos (idade e sintoma

de apresentacdo, existéncia de controlo cefélico e do
tronco, idade de aquisicdo e perda de marcha, idade
de diagnéstico, forma clinica de AME), histéria familiar,
avaliagao objetiva (com andlise do padrao de fraqueza
muscular, disfagia, disartria, presenca de fasciculacoes da
lingua, contracturas e escoliose), necessidade de venti-
lacao nao-invasiva (VNI) permanente e de gastrostomia,
resultados de exames complementares de diagnéstico
(valores de actividade de creatina cinase [CK] sérica, da-
dos de electromiograma [EMG] e de bidpsia muscular)
e resultados da andlise molecular.

Os doentes foram divididos consoante o tipo clini-
co de AME, segundo os Criteria of the International SMA
Consortium.® Por dltimo, realizou-se a descricao da evo-
lugao clinica dos doentes sob tratamento com Nusiner-
sen com a aplicacao da escala CHOP-INTEND na ava-
liacdo da resposta motora. Salienta-se que a prescrigao
do medicamento foi realizada somente a doentes com
AME tipo |, aluz do Programa de Acesso Precoce (PAP)
que permitiu a rapida entrada do farmaco em Portugal,

para doentes com a forma mais grave da doenca.

Resultados

Foram identificados 33 doentes, dos quais |7 ainda
se encontram vivos. Dos doentes ja falecidos (n=16),
87.5% (n=14) eram do tipo |, com mediana de idade
de 6bito de 23 meses. A andlise descritiva recaiu sobre
os |7 doentes ainda vivos (Tabela ), 10 do sexo masculi-
no e 7 do sexo feminino, com idades compreendidas en-
tre os 7 meses e 40 anos. De todos os doentes, 17.6%
(n=3) eram do tipo |, 47% (n=8) do tipo 2 e 35.3%
(n=6) do tipo 3.

A idade de apresentacao foi consideravelmente infe-
rior no grupo de doentes do tipo |, tal como seria de es-
perar, pelas caracteristicas bioldgicas da doenga. Todos
os doentes do tipo | nao adquiriram controlo cefélico
ou outra competéncia motora na idade esperada. Dos
doentes do tipo 2, 75% tinham controlo cefalico e ape-
nas 50% apresentaram capacidade para ortostatismo.
Apesar do inicio tardio da marcha em todos os doentes
do tipo 3, apenas 2 conseguem marcha com apoio a data
do presente estudo.

No que diz respeito a avaliagao objetiva (Tabela Il), o
padrao mais frequente de fraqueza muscular nos doen-
tes do tipo | foi a tetraplegia, nos doentes dos tipos 2 e
3 foi a tetraparésia proximal de predominio nos mem-

bros inferiores. Apenas 2 doentes com AME tipo | e |
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Tabela I. Caracterizagao clinica dos doentes, divididos por diferentes tipos de AME.

= Aquisicdo Idade de perda
Idade de Apresentacdo Controlo ; S
TIPO AME Idaieégtual apresentacdo | clinica (mais danrlz;\écha cefélico ded:a;2$gzde l;grsr:ic;ir;?
. z . 0
méd. (meses) comum) (meses) (%) méd. (meses)
TIPO 1 (n=3) 13 meses 2.3 ggrizsz:ﬁ;ai?ia Sem marcha - - -
Fraqueza 4 d;;ntes
TIPO 2 (n=8) | 20.3 anos 8.4 nT;‘rffgr'g; nao 75 13 -
inferi adquiriram
inferiores marcha)
4 q 105
_ Inicio tardio (2 doentes tém
TIPO 3 (n=6) 26 anos 18.8 da marcha 18 100 marcha com -
apoio)
Tabela Il. Caracterizagdo clinica dos doentes, divididos por diferentes tipos de AME.
Padrdo mais . . . . Fasciculagdes :
TIPO AME frequente de Dls(,‘i':/a)gla DIS(.’;)/I")tI’Ia na lingua Contz’;c)turas Esc((:/ll)ose
fraqueza muscular ° ° (%) ° °
66.6
TIPO 1 (n=3) Tetraplegia 50 33.3 66.7 (contracturas 33.3
generalizadas)
Tetraparésia proximal
de predominio nos 62.5
TIPO 2 (n=8) membros inferiores 12.5 12.5 12.5 (contracturas 87.5
(G1-G2) com atrofia generalizadas)
das cinturas
Tetraparésia proximal
de predominio nos 50
TIPO 3 (n=6) membros inferiores 0 0 0 (contracturas nos 66.7
(G3-G4) com atrofia joelhos)
das cinturas

do tipo 2 apresentavam disfagia e fasciculacdes da lin-
gua. A presenca de escoliose grave foi notéria no grupo
de doentes com AME tipos 2 e 3.

No tocante a avaliacao ventilatéria, verificou-se que
todos os doentes do tipo | apresentaram baixa eficién-
cia ventilatéria com necessidade de VNI aos 0, | e 12
meses. Todos os doentes do tipo 2 apresentaram baixa
eficiéncia ventilatéria com necessidade de VNI em mé-
dia aos 86 meses, sendo que 50% tinham também sin-
drome de apneia obstrutiva do sono. Apenas 3 doentes
do tipo 3 necessitaram de VNI em média numa idade
superior, apenas aos 14 anos.

Dos 2 doentes com AME tipo | com disfagia, apenas
| necessitou de gastrostomia, tal como o doente com
disfagia do tipo 2.

O estudo da atividade sérica da CK foi realizado nos
doentes com AME tipo 3 (29-324 U/L, média de 174.2
U/L). O EMG foi realizado em 50% dos doentes com
AME tipo 2 e em 66.7% dos do tipo 3, mostrando sinais
de atrofia muscular com reinervagao crénica, de origem

neurogénica. A biépsia muscular, revelando atrofia mus-

cular neurogénica croénica, foi realizada em 83.3% dos
doentes com AME tipo 3.

A andlise molecular (Tabela Ill) revelou dele¢do em
homozigotia dos exdes 7 e 8 no gene SMN [ apenas em |
doente com AME tipo |, em 7 do tipo 2 e em 4 do tipo 3.
Foi detetada a variante em homozigotia (C770_780dup)
e a variante em heterozigotia (c.759dupC) em 2 doen-
tes do tipo |. Apenas | doente do tipo 3 apresentava a
delecdo em homozigotia do exao 7. Um doente do tipo
3 apresentava biépsia e EMG compativel com AME, mas
o estudo molecular foi negativo. Foi ainda determina-
do o nimero de cépias do gene SMN2 num total de 7
doentes, dos quais 3 do tipo | (com 3 [n=1] e 2 [n=2]
copias), 3 do tipo 2 (com 3 cépias) e | do tipo 3 (com
2 cépias).

Foi efetuada a comparacdo entre os 3 doentes do
tipo | de acordo com niimero de cépias do gene SMN2
(3 vs. 2), mostrando que a idade do primeiro sintoma (5
meses vs. | més), idade do diagndstico (12 meses vs. 2.5
meses) e uso de VNI (12 meses vs. | més) foram mais

tardias no doente com 3 cépias do gene SMN2. Inicia-
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Tabela lll. Caracterizagdo molecular nos diferentes tipos de AME. Determinagdo do nimero de cépias do gene SMN2 em 7 doentes.

TIPO AME DELEGAO,EXOES IDELEGLO EXA0 OUTRA MUTAGAO SMNT
Variante em homozigotia C770_780dup
1 (2 copias SMN2)
TIPO 1 L.
(3 copias SMN2) Variante em heterozigotia ¢.759dupC
(2 copias SMN2)
7
TIPO 2+ (3 doentes com -
3 copias SMN2)
4
TIPO 3* (1 doente com -
2 copias SMN2)

+ 1 doente com estudo genético realizado no estrangeiro, sendo o resultado apenas parcialmente conhecido
* 1 doente com clinica e bidpsia compativel, mas estudo genético negativo

ram tratamento com Nusinersen os doentes com AME
tipo | com 2 cépias do gene SMN2 e com idade inferior
a 6 meses, a luz do supracitado PAP

O primeiro doente, com |7 meses a data da con-
clusao deste estudo, iniciou tratamento aos 3 meses
de vida, inicialmente apresentando um fenédtipo gra-
ve, caracterizado por hipotonia generalizada, disfagia
e fasciculagées da lingua, sob VNI em 24 horas e com
uma pontuagao na escala de avaliacdo de competéncias
motoras CHOP-INTEND de 41/64. Apés 6 meses (5
administragdes), assistiu-se a uma melhoria da resposta
motora, mais notdria na extensao dos joelhos, com uma
pontuacao na escala CHOP-INTEND de 43/64. Apds 14
meses (7 administracdes), apresentava melhoria parcial
nas competéncias motoras ao nivel do controlo cefalico,
com movimentos de rotacao e inclinacdo antero-poste-
rior e ainda na capacidade de rolar para os dois lados,
iniciando os movimentos com os membros inferiores,
sendo a pontuagao total CHOP-INTEND de 45/64.
Atualmente, ao exame objetivo, apresenta movimentos
ativos dos quatro membros com G2 (MMT) proximal
nos membros superiores e G3 (MMT) nos membros in-
feriores e com necessidade de VNI apenas durante 14
horas por dia.

O segundo doente, de 7 meses de idade a data da
conclusao deste estudo, iniciou tratamento no primeiro
més de vida, apresentando uma avaliacio motora ini-
cial CHOP-INTEND de 29/64 e VNI durante 24 horas;
apds 6 meses (5 administracoes), assistiu-se igualmente
a uma melhoria da resposta motora (CHOP-INTEND
de 32/64), com aquisicao de competéncias motoras, no-
meadamente na capacidade de rolar no leito e nos mo-
vimentos de extensao dos membros inferiores. Apre-

senta movimentos ativos dos quatro membros com G3

(MMT) nos membros inferiores. Este doente mantém a

necessidade de VNI em 24 horas por dia.

Discussao

Os doentes incluidos neste estudo foram divididos
nos diferentes tipos de doenca conforme os critérios
internacionais. Nao se encontraram diferencas, face ao
que se encontra descrito na literatura, em relacdo a esta
mesma distribuicao por tipos. Também a idade do pri-
meiro sintoma, apresentagao clinica, idades de aquisicao
de competéncias motoras e padrao de fraqueza mus-
cular foram congruentes com as descricoes clinicas da
literatura.

Nos doentes com AME tipo |, os musculos expi-
ratérios estdo frequentemente envolvidos, (9 dai a
necessidade de recurso ao BiPAP em fases mais preco-
ces da vida, o que se associa a uma maior sobrevida e
qualidade de vida.®? Os doentes com AME apresentam
complicagbes digestivas, principalmente os doentes do
tipo 1@, como demonstrado no grupo analisado. As
complicages osteoarticulares (contracturas generaliza-
das) e a escoliose foram registadas principalmente nos
doentes dos tipos 2 e 3.22:@)

Perante um fenétipo sugestivo de AME, realiza-se
inicialmente o estudo para a delecao homozigética dos
exodes 7 e 8 do gene SMNI (situacdo mais comum) e
todos os nossos doentes realizaram estudo genético. As
delecbes que envolvem os dois exdes (7 e 8) foram mais
frequentes do que as delecoes isoladas do exao 7, como
estabelecido na literatura.®¥ Apenas | doente com AME
tipo 3 nao apresentava mutacdes/delecoes identifica-
veis, 0 que sugere a existéncia de uma provavel muta-
¢ao/delegao numa sequéncia promotora ou intrénica do
gene SMN/. Os 2 doentes com AME tipo | com fené-
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tipo grave apresentavam mutagdes pontuais, um deles
apresentou a variante em homozigotia mais frequente
na populagcdo portuguesa (C770_780dup) e o outro
apresentou uma nova variante em heterozigotia. O re-
sultado da andlise genética permite afirmar que existe
uma fraca correlagao entre o tipo de delecido/mutacao
e a gravidade do fenétipo clinico, o que pode contribuir
para aumentar a dificuldade do aconselhamento gené-
tico.” Contudo, o nimero de cépias do gene SMN2
€ um bom biomarcador de prognéstico e gravidade do
fenétipo clinico®®, como ficou patente na compara-
¢ao direta entre os doentes com AME tipo | com 2 e
3 cépias do gene SMN2. Os dois doentes que iniciaram
tratamento com Nusinersen tinham 2 cépias do gene
SMN2. Tendo como mecanismo de acdo a inibicdo da
regiao silenciadora intrénica 7 do gene SMN2, a sua acao
e o seu impacto na biologia da doenca vao depender
inteiramente do nimero de cépias SMN2.%)

As escalas de avaliacdo da fungao motora, adequadas
a este grupo de doentes, que permitem monitorizar a
progressao da doenca e a eficacia dos novos tratamen-
tos, sdo as escalas HINE-2 e CHOP-INTEND, tendo
sido esta Ultima a utilizada na avaliagdo dos nossos do-
entes. Segundo a metodologia dos ensaios clinicos de
fase 1117, foi considerada a existéncia de uma resposta
significativa quando se verificou um aumento no sco-
re CHOP-INTEND = 4 pontos. Nos nossos doentes,
no primeiro caso, houve uma melhoria do score em 4
pontos em |4 meses e, no segundo caso, de 3 pontos
em 6 meses. De notar que, no primeiro caso, houve
uma redugao significativa da necessidade do numero
de horas de VNI. A utilizagao de Nusinersen em novos
doentes, preferencialmente em formas mais precoces,
assim como o controlo evolutivo dos que ja o realizam,
através da aplicacao de escalas de avaliacdo da resposta
motora padronizadas, pode ser Util para se concretiza-
rem, no futuro, estudos de longevidade nestes doentes
e de seguranca associada a utilizagao do farmaco.

Conclusao

A disponibilizacdo de um primeiro farmaco com pro-
vas dadas (em ensaios duplamente cegos e randomiza-
dos) na melhoria clinica de individuos com AME ¢, sem
ddvida, um marco muito significativo para esta popula-
¢ao de doentes neuromusculares. Da nossa experiéncia,
para ja ainda reduzida em nimero, os resultados obser-

vados sao promissores, sendo que este novo tratamen-

to pode alterar o prognoéstico e a sobrevida destes do-
entes. Torna-se, assim, premente a necessidade de uma
nova revisao da classificagdo fenotipica, baseada atual-
mente apenas em critérios de idade de inicio e idade de
aquisicdo de competéncias motoras. A genética mole-
cular tera seguramente um papel crucial nesta mudanca
de paradigma, em que os aspetos farmacogendmicos se

avistam como cruciais, na pratica clinica diaria.
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