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Epigrafe:
“Néo ha prazer mais complexo que o do pensamento.”

Jorge Luis Borges.



Agradecimentos

Aos meus pais que me proporcionaram todas as oportunidades que um

filho pode ter e por serem modelo de forga, resiliéncia e carinho.
A minha irma, Milena Virginia Gaviraghi, por sua ternura e compreensao.

A minha futura esposa, Gabriela Petitot Rezende, pelo apoio

incondicional, mesmo nos momentos mais dificeis, e pelo amor, sempre.
A todos os pesquisadores que forneceram dados para esta pesquisa.

Ao grupo de pesquisa em genética de doengas neuromusculares da
UFRGS (NEMUG).

Ao meu orientador Prof. Dr. Jonas Alex Morales Saute pela ajuda em
todas as etapas do projeto, pela paciéncia, pelos ensinamentos e pela

amizade.



RESUMO:

Introducgédo: A distrofia muscular de cinturas (LGMD, da sigla em inglés) tipo
2G/R7 relacionada a teletonina, causada por variantes patogénicas bi-alélicas
no gene TCAP, leva a fraqueza muscular progressiva das cinturas pélvica e
escapular, além do compartimento anterior da perna, iniciando usualmente a
partir da segunda década de vida. A descrigao do locus LGMD2G/R7 e do gene
TCAP como causador da doenga foi realizada no Brasil, onde é estimado que
esta doenca seja responsavel por cerca de 5% dos casos de LGMD
autossdbmicas recessivas € em que praticamente todos os casos sao
homozigotos para a variante nonsense c.157C>T/(p.GIn53*). Objetivos: Nosso
objetivo foi expandir a descricado das caracteristicas clinicas e genéticas dos
pacientes com LGMD2G/R7 no Brasil e compara-la com os relatos e séries de
casos ja relatados na literatura mundial. Metodologia: Realizamos uma coorte
histérica multicéntrica (13 centros, 8 na regido sudeste, 4 na regido sul e 1 no
centro-oeste) em que dados clinicos e genéticos de casos-indices e familiares
afetados com diagndstico confirmado de LGMD2G/R7 foram revisados entre
julho de 2017 até setembro de 2023. Foram construidas curvas de sobrevida
para necessidade de dispositivos auxiliares de marcha e de cadeira de rodas e
estratificadas de acordo com o sexo do participante. Posteriormente foi
realizada busca sistematizada da literatura dos casos ja descritos até o
momento de LGMD2G/R7 globalmente. Resultados: Foram identificados 39
casos de LGMD2G/R7 no Brasil, todos homozigotos para a variante patogénica
c.157C>T/(p.GIn53*). Cerca de 60% necessitava do uso de dispositivos
auxiliares de marcha, sendo a mediana de duragdo da doenca para atingir esta
incapacidade de 21 (5.2-36.7) anos. Ja 36.8% necessitavam de cadeira de
rodas para locomogao, sendo a mediana de duragdo da doenga para atingir
esta incapacidade de 33 (28.6-37.4) anos. Apesar da idade de inicio ter sido
similar entre homens e mulheres, a progressdo para incapacidade foi
significativamente menor entre as mulheres. Envolvimento cardiaco e
respiratorio foram pouco frequentes. No mundo, encontramos 81 familias (106
casos) descritas, sendo o Brasil o pais com maior numero de familias, 31

(37,5% do total). Globalmente foram descritas variantes do tipo nonsense,



frameshift, intrénicas e pequena duplicagdo em homozigose ou heterozigose
composta, sendo 88.7% das variantes de perda de funcdo. As variantes mais
frequentemente encontradas foram a c¢.157C>T/(p.GIn53*) presente em
38,75% das familias, principalmente no Brasil, a c.75G>A (p.Trp25*) presente
em 16,25%, principalmente na Bulgaria, e a variante
c.26_33dupAGGTGTCG/(p.Glu12Argfs*20) presente em 15%, principalmente
na China. Conclusdo: A LGMD2G/R7 é mais frequente no Brasil do que
previamente relatado, sendo a totalidade dos casos, nesse estudo, causadas
por uma mesma variante nonsense no TCAP. A velocidade de progresséo para
incapacidade foi similar ao de outras formas mais frequentes e mais estudadas
de LGMD, como a LGMD2A/R1 relacionada a calpaina 3 e LGMD2B/R2
relacionada a disferlina, sendo possivel, enquanto ndo ha caracterizagdo de
sua histéria natural por desfechos de avaliagdo clinica, considerar
comportamento similar ao dessas outras formas. Além disso, assim como
descrito para LGMD2B/R2, as mulheres acometidas parecem ter progressao
mais lenta da doenca por fatores ainda desconhecidos. Os dados da presente
dissertagdo sao fundamentais para o planejamento de futuros estudos clinicos,
incluindo estudos terapéuticos buscando tratamentos modificadores do curso

incapacitante deste agravo cronico e negligenciado de saude.

PALAVRAS-CHAVE: Distrofia muscular de cintura dos membros; LGMD2G;
LGMD-R7-teletonina; TCAP; teletonina



ABSTRACT:

Introduction: Limb-girdle muscular dystrophy (LGMD) type 2G/R7
telethonin-related (LGMD2G/RY7) is caused by biallelic pathogenic variants in
the TCAP gene, and leads to progressive muscle weakness in the pelvic and
scapular girdles, as well as the anterior compartment of the leg, typically
beginning in the second decade of life. The causative LGMD2G/R7 locus and
TCAP gene's were initially described in Brazil, where this condition is estimated
to account for approximately 5% of autosomal recessive LGMD cases, with
almost all cases being homozygous for the nonsense variant
c.157C>T/(p.GIn53*). Objectives: Our aim was to expand the clinical and
genetic characterization of LGMD2G/R7 patients in Brazil and compare it with
previously reported cases and case series worldwide. Methods: We conducted
a multicenter historical cohort study (13 centers, 8 in the southeast region, 4 in
the south region, and 1 in the central-west region) where clinical and genetic
data of index cases and affected family members with confirmed LGMD2G/R7
diagnosis were reviewed from July 2017 to September 2023. Survival curves for
mobility aids and wheelchairs were constructed and stratified by participant
gender. A systematic literature search was then conducted for globally reported
LGMD2G/R7 cases up to the study period. Results: We identified 39
LGMD2G/R7 cases in Brazil, all homozygous for the pathogenic variant
c.157C>T/(p.GIn53*). Approximately 60% required walking aids, with a median
disease duration to reach this incapacity of 21 (5.2-36.7) years. Additionally,
36.8% were wheelchair bound, with a median disease duration to reach this
incapacity of 33 (28.6-37.4) years. Despite similar age at onset between men
and women, disease progression to incapacity was significantly slower in
women. Cardiac and respiratory involvement was infrequent. In the systematic
review, we identified 81 families (106 cases) with LGMD2G/R7 worldwide, with
Brazil having the highest number of families, accounting for 31 (37.5% of the
total). Worldwide reported variants included nonsense, frameshift, intronic, and

small duplications in homozygosity or compound heterozygosity, with 88.7%



clearly causing loss-of-function of the gene. The most frequently found variants
were ¢.157C>T/(p.GIn53*) in 38.75% of families, mainly in Brazil, c.75G>A
(p-Trp25*) in  16.25%, mainly in Bulgaria, and the variant
€.26_33dupAGGTGTCG/(p.Glu12Argfs*20) in  15%, mainly in China.
Conclusion: LGMD2G/R7 is more prevalent in Brazil than previously reported,
with all cases in this study caused by the same nonsense variant in TCAP. The
progression rate to incapacity was similar to other more common and
well-studied forms of LGMD, such as LGMD2A/R1 related to calpain 3 and
LGMD2B/R2 related to dysferlin. Until natural history is characterized through
clinical assessment outcomes, LGMD2G/R7 can be considered to behave
similarly to these other forms. Additionally, similar to LGMD2B/R2, affected
women seem to experience slower disease progression due to as-yet-unknown
factors. The data presented here are crucial for planning future clinical studies,
including therapeutic investigations seeking to modify the disabling course of

this chronic and neglected health condition.

KEY WORDS: Limb Girdle Muscular dystrophy; LGMD2G; LGMD-R7-telethonin
related; TCAP; telethonin
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1. INTRODUCAO

As distrofias musculares (DM) sdo um grupo de doengas com
grande heterogeneidade clinica e genética, compartilhando achados
distroficos, tais como fibrose, variabilidade no tamanho da fibra muscular
e internalizagdo dos nucleos celulares, na analise patoldgica do tecido
muscular (Mercuri & Muntoni, 2013). O principal fenétipo clinico é o
envolvimento predominante das cinturas pélvica e escapular, como nas

distrofias musculares das cinturas (LGMD, da sigla do termo em inglés).

A LGMD tipo 2G (LGMD2G), ou LGMD-R7-relacionada a teletonina
(LGMD-R7), conforme nova proposta de classificagdo (Straub et al, 2018),
€ uma forma autossOmica recessiva de LGMD causada por variantes
patogénicas no gene TCAP. A perda da funcéo da cauda de titina (TCAP),
também conhecida como teletonina, o produto desse gene, leva a
fraqueza precoce proeminente dos musculos quadriceps e tibial anterior
com inicio médio na segunda década de vida (Moreira et al., 2000;
Winckler et al., 2019). O locus LGMD2G/R7 foi mapeado em pacientes
brasileiros em 1997 (Moreira et al., 1997). O mesmo grupo, em 2000,
(Moreira et al, 2000) identificou 2 variantes patogénicas no TCAP em
heterozigose composta como a causa da LGMD2G/R7 naquela primeira
familia, e que afetaram membros de 2 familias adicionais com
LGMD2G/R7, homozigotos para uma das variantes patogénicas no TCAP
encontradas na familia inicial (c.157C>T/(p.GIn53%)). Um grande e recente
estudo colaborativo de LGMD2/R no Brasil liderado pelo nosso grupo de
pesquisa estudou 305 familias independentes e concluiu que a
LGMD2G/R7 é responsavel por 5,3% dos casos no pais, sendo que todos
0s casos da série eram homozigotos para a variante p.GIn53* no TCAP
(Winckler et al.,, 2019). Aparentemente, a LGMD2G/R7 é um subtipo
ultrarraro de LGMD2/R fora do Brasil, com poucos relatos ou séries de
casos descrevendo esta doenga em outros paises, cabendo a
comunidade médica e cientifica brasileira assumir protagonismo no

melhor entendimento desta condigao e na busca por tratamentos.

O ~campo das doencas neuromusculares genéticas esta

experimentando uma revolugao tanto nas possibilidades diagndsticas
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(com o advento do sequenciamento massivo paralelo) quanto
terapéuticas (com o advento de terapias avangadas especificas que
atuam em nivel de RNA ou DNA). Entretanto, o desconhecimento da
historia natural da LGMD2G/R7 e o baixo numero de casos descritos até
o momento dificultam a busca por tratamentos modificadores da doenca.
Nao sabemos quais as melhores formas de mensuracéo de eficacia de
terapias promissoras, nem quais os delineamentos dos estudos serao
factiveis. Posto isso, o grupo de genética das doengas neuromusculares
do HCPA/UFRGS iniciou linha de pesquisa para estudos avancados da
LGMD2G/R7. Esta linha inclui o desenvolvimento de modelo celular em
mioblastos de camundongos através de edi¢do génica, visando avangar
no entendimento da fisiopatologia da condicdo e a descoberta de novas
moléculas com potencial terapéutico, e a presente dissertacdo, que da
inicio aos estudos clinicos dedicados. Nosso objetivo aqui sera expandir a
casuistica brasileira e compilar a casuistica mundial desta doenga,
ampliando o conhecimento sobre caracteristicas clinicas e genéticas da
LGMD2G/R7, dando subsidios iniciais sobre o curso clinico até atingir
marcos significativos de incapacidade de locomogdo e seus

modificadores.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Realizamos busca na literatura de relatos de casos, séries de casos, ou
coortes de pacientes com diagndstico molecular confirmado de LGMD2G/R7.
Para a busca dos estudos foram consultada as bases de dados PubMed e
Bireme, utilizando-se os descritores de interesse: “‘LGMD2G/R7” OR
‘LGMDR7” OR “LGMD2G” OR “Telethoninopathy” OR “TCAP Muscular
Dystrophy ” em 27 de setembro de 2023.

% PublicagGes identificadas através de — -

8 pesquisa de base de dados (n = 147) Publicacdes excluidas antes da
":-E Pubmed — 62 > avaliagdo:

3 Bireme - 85 Duplicadas (n = 50)

Publicacées avaliadas (n =97) l—' Publlcagoe:eiﬁﬂqu;d(iszaEg)s leitura do

PublicagOes avaliadas para
elegibilidade (n = 45)

Rastreio

Motivo das exclusdes:
- Apenas citam a doenca de interesse (n =5)
- Revisdo histérica (n=1)

Publicacdes incluidos
(n=39)

[
o
@
=
2
an
L
i

Figura 1: Fluxograma da sele¢cao dos estudos

Foram encontradas 147 publicagdes, sendo 50 destas excluidas por
serem duplicadas, restando 97 estudos para serem revisados. Destes 97, 52
foram excluidos apds leitura do resumo por ndao apresentarem dados novos
para a presente tese, se limitarem exclusivamente a revisdo histopatoldgica
el/ou fisiopatologica da doenca, ou tratarem de modelos em animais, restando
45 publicacbes de interesse. Apds a leitura completa, 5 publicacbes foram
excluidas por apenas citarem a doenca de interesse e 1 por se tratar de revisao
histérica, restando, portanto, 39 publicag¢des.

Antes de detalharmos os aspectos relacionados as questdes da
pesquisa encontrados na busca sistematizada a literatura, realizaremos uma

breve revisao da literatura sobre a LGMD2G/R7 utilizando multiplas referéncias
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originais e de revisdes narrativas sobre o tema obtidas tanto através da reviséo
sistematizada da literatura apresentada acima, quanto por buscas manuais

sobre o tema.

2.1 Aspectos historicos e caracteristicas clinicas do LGMD2G/R7

Moreira et al. (1997) relataram uma familia brasileira de ascendéncia
italiana na qual varios membros eram afetados por uma forma Unica de distrofia
muscular de cinturas e dos membros. Os pais ndo afetados tiveram um total de
8 filhos, dos quais 6 foram afetados. A idade média de inicio foi de 12,5 anos,
quando os pacientes mostraram dificuldade em caminhar, correr e subir
escadas. Na mesma época, eles apresentaram dificuldade para realizar a
dorsiflexdao do pé. A dificuldade de andar sobre os calcanhares apareceu antes
da dificuldade em caminhar na ponta dos pés. Os musculos faciais e
extraoculares foram poupados em todos os pacientes. Embora os musculos do
pescoco fossem levemente afetados ou ndo acometidos, a atrofia muscular
proximal era marcada nos membros superiores e a atrofia muscular proximal e
distal era evidente nos membros inferiores. Os reflexos tendinosos eram
abolidos, ndo havendo envolvimento de nervos sensitivos e cranianos ou de
coordenacgao motora. A presenga de pés caidos foi uma caracteristica comum
a todos pacientes. Quatro dos 6 irmaos afetados estavam em cadeira de rodas.
Nenhuma evidéncia de doenca cardiaca foi detectada. Os niveis plasmaticos
de creatina quinase (CK) estavam 3 a 17 vezes aumentados nos primeiros
estagios da doenca, mas diminuiram a niveis quase normais naqueles

pacientes que ja estavam em cadeira de rodas.

Nos membros afetados da familia com LGMD2G/R7 relatados por
Moreira et al. (1997), Moreira et al. (2000) identificaram duas variantes no gene
TCAP em heterozigose composta. Além disso, membros afetados de 2 familias
adicionais eram homozigotos para uma das variantes patogénicas do TCAP.
Nos nove pacientes LGMD2G/R7 dessas duas familias, a idade de inicio variou
de 9 a 15 anos, com acentuada fraqueza nos musculos distais das pernas e
envolvimento proximal, frequentemente com hipertrofia da panturriiha que
podia ser assimétrica. Desses pacientes, cinco perderam a capacidade de

andar na terceira ou quarta década, enquanto os quatro restantes (idades
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variando de 22 a 44 anos) ainda eram capazes de caminhar (Moreira et al,
2000).

Considerando as descrigcdes iniciais e séries mais recentes, a idade
média no inicio da fraqueza muscular na LGMD2G/R7 varia de 12,5 a 12,9
anos (Moreira et al, 2000; Winckler et al, 2019). Os niveis plasmaticos de CK
sdo geralmente elevados (3 a 17 vezes; média de 600UI/L; Moreira et al, 2000;
Winckler et al, 2019) na doenca e vacuolos com aros sdo observados nas
bidpsias musculares (Moreira et al, 2000). Em casos raros, a apresentacao da
LGMD2G/R7 se assemelha a uma miopatia distal, semelhante a Miopatia de
Miyoshi, com fraqueza acentuada das panturrilhas (Zatz et al, 2003), e pode
apresentar, na eletromiografia de agulha, potenciais mistos de unidades
motoras neurogénicas e miopaticos, fraqueza facial, com tibial anterior
poupado (Cotta et al, 2014).

Em um estudo recente que avaliou 18 pacientes brasileiros com
LGMD2G/R7, coordenado pelo nosso grupo, 25% dos pacientes estavam em
cadeiras de rodas e 43,8% necessitavam de auxilio de muletas ou andador
para caminhar. A mediana de idade na dependéncia de cadeira de rodas foi de
42 anos e na dependéncia de ajuda para caminhar foi de 36 anos, entretanto
devido ao tamanho restrito da casuistica naquele momento nao foi possivel
construir curvas de sobrevida para incapacidade. Nenhum desses pacientes
apresentou cardiopatia estrutural; diferente de uma familia relatada por Moreira
e colegas (2000), na qual foi observado envolvimento cardiaco em 3 dos 6
membros afetados; 23% apresentaram comprometimento respiratério (Winckler
et al, 2019). A histéria natural da LGMD2G/R7 através de desfechos de
avaliagdo clinica (como escalas clinicas e instrumentos de performance) é

desconhecida.

E importante ressaltar que a cardiomiopatia hipertréfica-25 é causada
por variantes patogénicas heterozigotas missense em TCAP, apresentando
herangca autossébmica dominante e provavelmente um mecanismo
fisiopatolégico diferente do LGMD2G/R7 e que este fendtipo ndo alvo de

estudo da presente dissertacao
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2.2 Epidemiologia

A LGMD2G/R7 é uma doenca ultrarrara, mais frequente no Brasil do que
em outras regides do mundo. Um grande e recente estudo colaborativo em
LGMD2/R no Brasil que estudou 305 familias ndo relacionadas descobriram
que LGMD2G/R7 é responsavel por 5,3% dos casos e que todos os casos
eram homozigotos para a variante p.GIn53* no TCAP (Winckler et al. al, 2019).
Curiosamente, a LGMD2G/R7 foi encontrada em propor¢des semelhantes no
Sul, Sudeste e Centro-oeste do pais, mas nenhum caso nas regides nordeste e
norte foi relatado, sugerindo que algumas diferengas de etnias entre as regides

podem estar agindo para explicar esse fendbmeno.

Em um estudo recente entre 246 individuos da india com diagndstico de
LGMD2/R, 8 casos (3,25%) de 7 familias nao relacionadas foram
diagnosticados com LGMD2G/R7 baseado na patologia muscular (Western
Blot), todos do sul da india, compartilhando a mesma origem étnica (grupo
linguistico dravidiano). A andlise genética revelou uma nova variante
patogénica do tipo nonsense c.32C>A/(p.Ser11*) em homozigose em uma
familia e uma duplicagdo de 8pb c.26_33dupAGGTGTCG/(p.Arg12fs31* em
homozigose em outro paciente. Ndo foram encontradas variantes patogénicas

em TCAP nas outras 5 familias (Francis et al, 2014).

Relatos de casos de LGMD2G/R7 com a mesma variante brasileira
c.157C>T/(p.GIn53*) em TCAP foram descritas apenas em Portugal (Negréo et
al, 2010). Relatos de casos de familias com outras variantes de perda de
funcdo em TCAP foram descritos na Grécia (Brusa et al, 2018), Turquia
(Ikenberg et al, 2017), Asturias, norte da Espanha (de Fuenmayor-Fernandez et
al, 2016), Moldavia (Olivé et al, 2008) e em duas familias chinesas (Yee et al,
2007).

Em estudos recentes que avaliaram as frequéncias relativas dos
subtipos de LGMD em populagdes maiores, um unico caso de LGMD2G/R7 foi
encontrado entre 483 sujeitos da Italia (Magri et al, 2017), ndo foram
encontrados casos na Australia (N = 100, Waddell et al, 2011) e no México (N =
290, Gémez-Diaz et al, 2012), e nenhum caso foi encontrado nos EUA entre
uma série de individuos com miopatia miofibrilar da Clinica Mayo (N = 63,

Selcen et al.,, 2004). Em outra grande série dos EUA, 4656 pacientes com
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suspeita clinica de LGMD foram recrutados e o diagndstico molecular foi
estabelecido em 27% dos casos. Os autores encontraram mutacdes em TCAP;
no entanto, eles ndo mencionaram o numero de familias identificadas com
LGMD2G/R7, apenas descreveram que o numero foi inferior a 1% das familias

com diagndstico molecular confirmado (Nallamilli et al, 2018).

2.3 Genética Molecular e Fisiopatologia

A teletonina é uma proteina sarcomérica de 197 aminoacidos e 19 kD
expressa em células musculares estriadas esqueléticas e cardiacas, localizada
na periferia do disco Z (Figura 2 e 3) e que serve como ancora estrutural e
como centro de sinalizagao (Zatz et al, 2003; Zhang et al, 2009). A teletonina é
um ligante de uma grande proteina sarcomérica, a titina, auxiliando na
fosforilagcdo do dominio C-terminal da teletonina nos miocitos em diferenciagéo
inicial.

A titina € a maior proteina conhecida nos mamiferos, podendo medir de
2970 a 3700 kD e possuindo, em média, de 27 a 33 mil aminoacidos em sua
composicao, dependendo da isoforma. Estende-se da linha Z a linha M e,
juntamente com a teletonina, € responsavel por estabilizar a fibra muscular,
sendo considerada um importante sensor biomecanico, que regula o
comprimento e a distensibilidade do sarcomero conforme a tensao aplicada,
sendo crucial para a manutengcdo da arquitetura tecidual, principalmente no

tecido muscular cardiaco (Castro-Ferreira et al, 2011).
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Figura 2: Sarcomero muscular estriado: a. Um diagrama esquematico mostrando os
principais componentes do sarcdmero. A banda A compreende filamentos de miosina
reticulados no centro pela montagem da banda M. Os filamentos finos contendo actina sédo
amarrados na extremidade farpada no disco Z e interdigitam com os filamentos grossos na
banda A. Duas proteinas gigantes contribuem para a estrutura do disco Z. A nebulina (800 kDa)
corre ao longo dos filamentos finos e se sobrepde ao disco Z, e a titina (3 MDa) com 1 ym de
comprimento corre entre a linha M e o disco Z. b. Micrografia eletrbnica de uma segéo
longitudinal do musculo branco de peixe mostrando detalhes do sarcémero. Adaptado de
Luther PK t al, 2009.

Figura 3. Estrutura do Disco Z: A) O disco Z esta representado esquematicamente como um
unico par de F-actinas antiparalelas (barras vermelhas) unidas por a-actinina 2 (bege). A regiao
N-terminal da titina (verde) interage com a teletonina (amarela) e com a regiao C terminal da
nebulina (haste azul) antes de atravessar o disco Z, onde um nuimero variavel de repeticbes Z
(ovais verdes) organiza a ligagdo de a-actinina 2. A titina também interage com a porgao
central da a-actinina 2, antes de prosseguir em dire¢cdo ao centro do sarcdmero (nao
mostrado). B) Essa representagédo 3D ajuda a definir a topologia correta de trés componentes

principais do disco Z: a-actinina (bege), F-actina (vermelho) e a parte N-terminal da titina
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(verde). Neste desenho, a F-actina é organizada em uma geometria quadrada, conforme
indicado pelos dados EM, e a a-actinina esta unindo a F-actina nos "lados" dos quadrados.
Duas moléculas de titina foram colocadas ao redor de cada F-actina. Adaptado de Faulkner et
al., 2001.

A teletonina cola duas titinas paralelas (Figura 3) no mesmo sarcémero,
ligando-se diretamente ao seu dominio Z1Z2 N-terminal, aumentando
drasticamente a capacidade de resisténcia mecanica da titina (Zhang et al,
2009). A teletonina também pode se sobrepor a miosina e esta entre as
proteinas mais abundantes no musculo. A interagdo da teletonina com a titina
parece ser importante na miofibrilogénese (Mayans et al., 1998; Zatz et al,
2003). A teletonina também interage com miostatina, calsarcina, Ankrd2,
proteina quinase D e BMP10 (Zhang et al, 2009). Varios parceiros detectados
pelo TCAP em um interactoma de proteinas envolvidas nas LGMD sugerem
que ela também pode desempenhar um papel na manutengao da integridade
do genoma, de acordo com o recente relato que mostra uma relagdo entre
TCAP e o turnover de p53 (Blandin et al, 2013).

S bt

Figura 4. Estrutura da titina Z1Z2-teletonina: (A) Representagdo grafica de dois dominios
Z1Z2 Ig da titina N-terminal separados, unidos por um fragmento da molécula de teletonina
N-terminal (TLT). Duas moléculas de titina sdo individualmente coloridas em azul e vermelho
(ZA e ZB, respectivamente); TLT é colorido de amarelo. (B) Esquema detalhado do
alinhamento da fita b para o complexo de titina Z1Z2-teletonina (T2T); (C) Vista em superficie
do conjunto T2T, ilustrando o extenso contato e interdigitacdo dos dominios da folha TLT b

entre moléculas de titina opostas. Adaptado de Lee et al, 2006.
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2.3.1 Modelos animais
2.3.1.1 Zebrafish

O zebrafish emergiu recentemente como um modelo de organismo
promissor para o estudo de distrofias musculares. A deplecdo de tcap,
homologo do TCAP no zebrafish, resultou em fendtipos do tipo distrofia
muscular com uma interagcdo sarcomero-membrana alterada, mas com reuniao
normal do sarcémero. Curiosamente, um padrao unico de expressao de Tcap
foi encontrado 48 horas apds a fertilizacao (hpf), diferente em cada embrido.
Em alguns embrides, os transcritos de tcap foram detectados apenas
anteriormente, somente posteriormente, somente dorsalmente ou apenas
ventralmente. A expressdo variavel da Tcap se correlaciona com o
aparecimento de espasmos corporais, sugerindo que a transcrigdo da tcap

pode responder a forga de estiramento (Zhang et al, 2009).

O knock-out da expressédo da teletonina no zebrafish leva a fenétipos
moderados ou graves de fraqueza, que foram resgatados pela co inje¢do do
MRNA de TCAP (Zhang et al, 2009), confirmando o modelo de perda de fungao
para a patogénese desta doenca. Estes estudos genéticos sugeriram que a
patogénese no LGMD2G/R7 é devida a uma interrupcdo da interagdo

sarcoOmero-tubulos T (Figura 5), mas n&o da estrutura de organizagdo da

unidade sarcomérica por si so.

i - .

Figura 5 - Knockdown do Tcap ndo afetou a montagem dos sarcémeros: (A — C)
Coloragao anti-a-actinina de peixes de tipo selvagem (A) e mutantes de tcap com fenétipo fraco
(B) ou grave (C). Embora as miofibrilas nos tcap parecessem onduladas, desorientadas e
desiguais em comprimento, elas ainda tinham um padrao estriado bem organizado, indicando a

montagem ininterrupta do disco Z. Adaptado de Zhang et al, 2009.
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Sarcolemma

Figura 6 - O knockdown de Tcap afeta o desenvolvimento do tubulo T: Imagens
representativas da microscopia eletrénica mostrando o alinhamento do tdbulo T e do disco Z
em peixes do tipo selvagem (G) ou em mutantes tcap (H). Ao contrario dos peixes do tipo
selvagem com tubulos T e discos Z bem alinhados (seta), os tubulos T nos mutantes estavam

desalinhados ou ausentes em algumas regides (ponta de seta).

2.3.1.2 Modelo de camundongos

Em 2010, Markert et al. geraram camundongos knockout no TCAP e
descreveram a fungdo muscular esquelética em camundongos afetados com 4
e 12 meses de idade. A histologia muscular de camundongos Tcap-null revelou
variagdo anormal do tamanho das miofibras com nucleagdo central,
semelhante aos achados nos musculos de pacientes com LGMD2G/R7. Uma
analise de uma proteina de ligagao ao Tcap, miostatina, mostrou que a delegao
do Tcap era acompanhada por niveis proteicos aumentados de miostatina. Os
camundongos Tcap-null exibiram um declinio na capacidade de manter o
equilibrio no rota-rod em relagdo aos controles do tipo selvagem. Nao foram
detectadas diferencas nos ensaios de forga ou fadiga dos musculos extensores
longos dos dedos ou soleo (Markert et al 2010). Ibrahim et al. descobriram que,
aos 3 meses de idade, a densidade do tubulo T parecia normal em
cardiomiécitos isolados de camundongo Tcap - / -, mas que havia defeitos
isolados do tubulo T e pequenas alteragbes no manuseio do calcio. Aos 8
meses de idade, os cardiomiocitos Tcap - / - apresentaram perda progressiva
dos tubulos T, remodelacdo da superficie celular e potenciais de calcio
prolongados e dissincronos. Os camundongos Tcap - / - foram mais sensiveis
do que o tipo selvagem a sobrecarga mecanica crénica devido a constricao

aortica toracica, com maior frequéncia de disparo de calcio, perda significativa
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dos tubulos T e de sua regularidade. Esses autores concluiram que o TCAP é
um regulador dependente da carga da estrutura e fungdo dos tubulos T no

coragao (Ibrahim et al, 2013).

2.4 Diagnostico

Devido a grande heterogeneidade clinica e genética da LGMD, um
diagndstico definitivo ndo sera possivel com base apenas nos achados clinicos.
A elevacgdo da CK é inespecifica e sua auséncia néo exclui esse diagnéstico. A
eletroneuromiografia € geralmente de pouca utilidade na diferenciacdo entre

formas hereditarias de doenga muscular (Paganoni S, et al, 2013)

Até recentemente, a bidpsia muscular era considerada o exame
diagnostico de escolha para LGMD, permitindo a avaliagdo de achados
morfologicos mais especificos e o uso de anticorpos para avaliar a quantidade
e localizagdo de diferentes proteinas musculares. Além das caracteristicas
distréficas usuais, muitas fibras musculares tinham um ou mais vacuolos com
aros na histopatologia de pacientes com LGMD2G/R7. A imuno-histoquimica e
a analise de Western blot demonstram deficiéncia de teletonina (Vainzof M, et
al, 2002).

Novamente, a grande heterogeneidade clinica e genética da LGMD
torna extremamente trabalhoso e caro o uso de técnicas convencionais de
sequenciamento de DNA para essas condigbes. Com o advento da tecnologia
de sequenciamento massivo paralelo, € possivel analisar varios genes ao
mesmo tempo, a um custo reduzido. O diagnéstico molecular preciso encerrara
a investigacao do paciente; na maioria das vezes, ndo havera necessidade de
exames complementares adicionais, geralmente caros e invasivos; possibilitara
aconselhamento genético adequado e, assim, aumentara a possibilidade de
opgoes reprodutivas apropriadas para o casal; além do desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas. O TCAP é um gene pequeno que pode ser
avaliado por técnicas convencionais de sequenciamento, no entanto, como a
suspeita clinica ndo € especifica o suficiente e mesmo no Brasil onde a
LGMD2G/R7 € mais frequente, sua frequéncia representa apenas 5% dos
casos de LGMD2/R (Winckler et al., 2019; Winckler et al, 2022), a analise de
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multiplos genes por painéis ou sequenciamento de exoma sera geralmente

uma abordagem diagndstica mais eficiente.
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3. MARCO CONCEITUAL.:

LGMD2G/R7

Busca ativa de novos casos

Anélise dos Dados

Variagdo entre sexos

Possiveis Marcadores Clinicos Distribuigdo no Pais/Mundo

Efeito Fundador

Figura 7: Marco Conceitual

“Index Cases:

W >30cases

W 20-30coses

W 10-19cases

[ <10cases
Map Legend:
1 Portugal
8 Spain
3. France
4. UnitedKingdom
5. Turkey
6. Greece
F 8 Bulgaria
8. Moldova

Figura 8: Mapa de distribuicdo da LGMD2G/R7.
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4. JUSTIFICATIVA

A distrofia muscular de cinturas tipo 2G/R7-teletonina (LGMD2G/R7) é
uma doenca neuromuscular autossébmica recessiva rara e atualmente
incuravel, causada por variantes patogénicas bi-alélicas no TCAP. A perda de
funcdo da teletonina, o produto desse gene, leva a uma fraqueza precoce
proeminente dos grupos musculares do quadriceps e tibial anterior de inicio na
adolescéncia ou no inicio da vida adulta que resulta em significativa

incapacidade de locomogao.

A descrigao do locus LGMD2G/R7 e do TCAP como gene causador da
doenca foi realizada no Brasil, onde essa doenca € responsavel por 5,3% do
LGMD2/R e onde praticamente todos os casos sao homozigotos para a
variante nonsense p.GIn53* (Winckler et al., 2019). Fora do Brasil, a
LGMD2G/R7 é um subtipo ultrarraro de LGMD2/R, com escassos relatos de

casos descrevendo esta doenca.

Nos dultimos anos, o campo das doengas neuromusculares vem
experimentando uma revolugdo nas ferramentas diagndsticas e nas
possibilidades de tratamento, especialmente para doengas monogénicas.
Contudo, a LGMD2G/R7 pertence ao grupo de enfermidades que nao possui
tratamento modificador da doenga. Aparentemente, a LGMD2G/R7 é um
subtipo ultrarraro de LGMD2/R fora do Brasil, com poucos relatos ou séries de
casos, descrevendo esta doenga em outros paises, cabendo a comunidade
médica e cientifica brasileira assumir protagonismo no melhor entendimento

desta condig&o e na busca por tratamentos.

A maior casuistica ja relatada até o momento no Brasil, vem de um
estudo recente (Winckler et al., 2019) liderado pelo nosso grupo no qual como
ja dito a LGMD2G/R7 foi responsavel por 5,3% dos pacientes com LGMD2/R.
Contudo, como iniciativa similar a presente, mas na LGMD2L/R12, encontrou
37 pacientes brasileiros (Silva et al, 2019), sendo que a coorte geral (Winckler
et al, 2019) havia encontrado apenas 12 casos desta outra condigdo, €
esperado que haja mais casos no Brasil, sendo possivel, assim, a ampliagcao
da série brasileira, facilitando a avaliacdo das caracteristicas fenotipicas e

genotipicas, facilitando o caminho para futuros estudos que se proponham a
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pesquisa de biomarcadores clinicos e escalas funcionais especificas para a

doenca, pensando em medir resultados de novos tratamentos moleculares.
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5. OBJETIVO
5.1 Objetivo primario:

Tentar expandir a descricao das caracteristicas clinicas e genéticas dos
pacientes com LGMD2G/R7.

5.2 Objetivos secundarios:

5.2.1. Fornecer dados mais acurados sobre idade de inicio de doenca,
incapacidade de locomogao, niveis de CK e variantes patogénicas mais

frequentes.

5.2.2 Descrever a progressdao da doenga através de marcos de

incapacidade de locomogéao

5.2.3. Buscar modificadores clinicos e genéticos desta progressao para

incapacidade
5.2.4. Avaliar a frequéncia de acometimento respiratério e cardiaco.
5.2.5. Descrever a distribuicdo da doenca no Brasil.
5.2.6. Descrever a distribuicdo da doenga no Mundo.

5.2.7. Dar subsidios iniciais sobre a possibilidade de efeito fundador.
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Abstract: Limb-girdle muscular dystrophy type 2G/R7 (LGMD2G/R7) is an ultra-rare
condition initially identified within the Brazilian population. We aimed to expand clinical
and genetic information about this disease, including its worldwide distribution. A
multicenter historical cohort study was performed at 13 centers in Brazil in which index
cases and their affected relatives' data from consecutive families with LGMD2G/R7
were reviewed from July 2017 to August 2023. Additionally, a systematic literature
review was conducted to identify case reports and series of the disease worldwide.
Thirty-nine LGMD2G/R7 cases were described in the cohort, being all homozygous for
the ¢.157C>T/(p.GIn53*) variant in TCAP. We generated survival curves, finding that
the median disease duration before individuals needed walking aids was 21 years.
Notably, women exhibited a slower disease progression, requiring walking aids 13
years later than men. LGMD2G/R7 was frequently reported not only in Brazil but also in
China and Bulgaria, with 106 cases identified globally, with possible founder effects in
the Brazilian, Eastern European, and Asian populations. These findings are pivotal in
raising awareness of LGMD2G/R7, understanding its progression, and identifying
potential modifiers. They will significantly contribute to the development of future

natural history studies and clinical trials for this disease.

Keywords: limb-girdle muscular dystrophy; LGMD2G; LGMDRY7; Telethonin; TCAP;

natural history; epidemiology
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1. INTRODUCTION

Limb-girdle muscular dystrophy type 2G, also known as telethonin-related
LGMD2G/R7, is an autosomal recessive inherited condition caused by bi-allelic
pathogenic variants in the TCAP gene (Mercuri et al., 2019; Zatz et al., 2003). The
resulting loss of function in the titin tail, a protein that serves as a crucial structural
anchor in both skeletal and cardiac muscle sarcomeres, leads to destabilization
between the Z-lines, resulting in impairment in muscle contraction (Castro-Ferreira et
al., 2011; Mercuri et al., 2019; Zatz et al., 2003).

The disease was initially described in 1997 by Eloisa Moreira (Moreira et al., 1997),
and in 2000, the same authors identified, for the very first time, pathogenic variants in
the TCAP gene on chromosome 17q12 as responsible for the clinical presentation of
LGMD2G/R7 (Chamova et al.,, 2018). In Brazil, through a large collaborative study
involving 370 subjects with LGMD2/R, it was found that LGMD2G/R7 accounted for
5.3% of cases, all of which had one of the variants described in Moreira's studies,
TCAP: c.157C>T/(p.GIn53*) in homozygosity (Winckler et al., 2019). Individuals
affected by the disease generally exhibit proximal tetraparesis predominantly in the
lower limbs, accompanied by distal weakness of the lower limbs, especially in the tibial
anterior muscle (lkenberg et al., 2017). Occasionally, some individuals present with
facial paresis (Cotta et al., 2014), abdominal weakness (de Fuenmayor-Fernandez de

la Hoz et al., 2016), and ventricular extrasystoles (lkenberg et al., 2017).

Brazil is among the locations in the world with the highest number of identified cases of
LGMD2G/R7; however, the existing descriptions lack detailed information regarding
clinical, genetic, and disease progression milestones leading to disability. Therefore,
our objective is to expand understanding of these aspects of the disease in the
Brazilian population through a historical cohort study and globally through literature
review, providing more robust information that can aid in patient and family care. This
endeavor paves the way for designing studies to assess the effectiveness of future

therapies specific to this condition.

40



2. METHODS

2.1 Design and subjects

A multicenter historical cohort was conducted involving 13 specialized neuromuscular
disease centers in Brazil (8 in the southeast, 4 in the south, and 1 in the midwest
region). The selection of centers stemmed from a previous study (Winckler et al., 2019)
that also involved 13 centers in Brazil. However, six centers, two in the South, two in
the North, and two in the Northeast, did not have LGMD2G/R7 cases and were
therefore not included in this study. For the current study, six additional centers were
added (3 in the South and 3 in the Southeast). A common clinical research file was
established for these centers, where clinical and genetic data of all index cases with
genetically confirmed diagnosis through the identification of bi-allelic pathogenic or
likely pathogenic variants causing LGMD2G/R7 and their affected family members
were collected from July 2017 to August 2023. Patients with the Cardiomyopathy,
hypertrophic, 25 phenotype related to TCAP were excluded from the study (1 case

from the southeast).

2.2 Clinical and genetic data collection

We collected data regarding sex, age, parental consanguinity, family recurrence, age at
onset of weakness, age at any walking aid (AWA) and wheelchair (AWC) dependency,
and highest creatine kinase (CK) levels. Such information was collected from patients
and relatives and reviewed from medical records. When AWC was provided, but AWA
was not, we considered the same value for both variables. When information regarding
walking aid and wheelchair dependency was not provided data was censored. Cardiac
and respiratory functions were assessed according to each center protocol. Conduction
abnormalities were categorized as significant and non-significant, and structural
cardiac abnormalities were classified as related and non-related to LGMD. Respiratory
function was investigated by spirometry with forced vital capacity (FVC) and forced
expiratory volume (FEV1). Necessity of non-invasive or invasive ventilatory support
was also assessed. We reported data on the last available electrocardiogram, holter,
echocardiogram and spirometry.

DNA was extracted from peripheral blood or saliva and most centers performed
commercial or local massive parallel sequencing panels including TCAP. Some centers
were able to target Sanger sequencing according to the pathological characteristics.
Sequences were searched for using the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) protein database, and TCAP variants were described with reference to the

transcript NM_003673.4. Sequence variations were compared to data available in the
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Human Gene Mutation Database (HGMD) and ClinVar. Variants were classified
according to 2015 American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG)
criteria (Richards et al., 2015).

2.3 Ethics

The study was approved by the Ethics in Research Committees of the institutions
(GPPG-HCPA/2020-0230), which follow the Declaration of Helsinki. Informed written
consent was obtained from individuals' or their guardians or data utilization consent

was signed for reviewing medical records.

2.4 Statistical analysis

Normal distribution was evaluated by Shapiro-Wilk test and histograms. Quantitative
data were reported both as mean and standard deviation and median and
interquartile-range. Age at onset comparisons between sexes were performed with
Mann Whitney U test. Median age and disease duration at walking aid or wheelchair
dependency were depicted by Kaplan-Meier analysis and progression comparisons
between sexes were performed with Log-Rank. A P-value of <.05 was considered

statistically significant. IBM SPSS Statistics 20 was used for the analysis.

2.5 Literature Review

A literature search was conducted to identify case reports, case series, or patient
cohorts with genetically confirmed diagnosis of LGMD2G/R7. The search for studies
was performed using the PubMed and Bireme databases on September 27, 2023, with
the following search terms: "LGMD2G/R7" OR "LGMDR7" OR "LGMD2G" OR
"Telethoninopathy" OR "TCAP Muscular Dystrophy." The focus of data collection for the
review was on the number of cases and families per country/region, as well as the

variants described in TCAP.

3. RESULTS

3.1 Original Study: Historical Cohort

A total of 39 cases (35 families) of LGMD2G/R7 were identified in Brazil from the
South, Southeast, and Midwest regions (Supplementary Figure 1). The main clinical
characteristics are described in Table 1. All patients were homozygous for the variant
c.157C>T/(p.GIn53*) in TCAP, with reports of consanguinity in 13 out of 37 cases
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(35.1%) and familial recurrence in 12 out of 39 cases (30.8%). Age at onset was
generally before the age of 12, and the median of maximum creatine kinase levels was
739 IU/L.

Any kind of walking aid was required by 57.6% of the subjects under study, with a
median age and disease duration for this outcome being 34 years (Figure 1A) and 21
years (Figure 1C), respectively. For the use of a wheelchair (36.8% of patients), the
median age and disease duration for this outcome were 45 years (Figure 1B) and 33
years (Figure 1D), respectively. The median age for the need of walking aids was
higher for women (38 years, 95% CI: 33.4 to 42.5) than for men (25 years, 95% CI:
14.4 to 35.6, p=0.002, Figure 2A). Similarly, the disease duration when assistive
walking devices were needed was longer for women (31 years, 95% Cl: 14.6 to 47.3)
than for men (18 years, 95% CI: 1 to 38.8, p=0.01, Figure 2C). The median age for the
need of a wheelchair was higher for women (45 years, 95% CI: NA) than for men (29
years, 95% CI: 22.6 to 35.4, p<0.020, Figure 2B). However, there was no significant
difference in disease duration at the need for a wheelchair between women (34 years,
95% CI: 29.8 to 38.1) and men (25 years, 95% CI: 11.8 to 38.1, p=0.101, Figure 2D).

Only 3 cases (8%) demonstrated cardiac involvement. Of the two patients, in which
detailed cardiac information was provided, one exhibited a right bundle branch block,
and the other had mild mitral regurgitation without hemodynamic consequences.
Concerning pulmonary involvement, 20% of the patients showed abnormalities in
pulmonary function tests, all of which were restrictive disorders, mostly of mild degree.

None of the subjects required ventilatory support.

3.2 Literature Review

In the systematic literature review, 147 articles were found. After analyzing abstracts
and conducting a comprehensive review, 39 articles were included (Supplementary

Figure 2).

Globally, a total of 81 families (106 cases) were described, including those from the
present study and excluding duplicates mentioned in our group's previous study in
2019 (Negrao et al., 2010; Winckler et al., 2019). Brazil had the highest number of
families, accounting for 31 (37.5% of the total), followed by China with 28, Bulgaria with
12, India and Spain with 2 each, and Turkey, Greece, England, France, Portugal, and
Moldova with 1 each. Cases were caused by nonsense, frameshift, intronic, and small

duplication variants in homozygosity or compound heterozygosity in TCAP (Barresi et

43



al., 2015; Blanco-Palmero et al., 2019; Brusa et al., 2018; Chamova et al., 2018; Chen
et al., 2020; Cotta et al., 2014; de Fuenmayor-Fernandez de la Hoz et al., 2016;
Francis et al., 2014; Ikenberg et al., 2017; Lv et al., 2023; Negrao et al., 2010; Olivé et
al., 2008; Paim et al., 2013). These variants are detailed in Figure 3A, with 88.7% of
them being conceptually loss-of-function variants (nonsense, frameshift, or start loss,
Figure 3B). The most frequently found variants were the predominant variant in Brazil,
c.157C>T/(p.GIn53%), present in 38,75% of total families (Winckler et al., 2019; Negréo
et al., 2010), the predominant variant in Bulgaria, ¢.75G>A/(p.Trp25*), present in
16,25% of total families (Chamova et al., 2018; Olivé et al., 2008), and the exclusive
variant from Asia (Chinese predominance),
€.26_33dupAGGTGTCG/(p.Glu12Argfs*20), present in 15% of total families (Chen et
al., 2020; Francis et al., 2014; Lv et al., 2023). Figure 4 illustrates the geographical

distribution of the identified variants, further detailed in Supplementary Table 1.
4. DISCUSSION

In this study, we have provided a comprehensive description of clinical and genetic
data from the largest Brazilian cohort of patients with LGMD2G/R7. Additionally, our
extensive literature review revealed that LGMD2G/R7 was frequently reported not only
in Brazil but also in China and Bulgaria. We also documented the most common
pathogenic variants in each region. Furthermore, we described the progression to
significant motor disability in Brazilian cases and explored the influence of gender on

this progression.

All 39 patients from the 35 Brazilian families described in this series were homozygous
for the pathogenic variant ¢.157C>T/(p.GIn53*) in TCAP, originally reported in the
disease's original description by Moreira (Moreira et al., 2000). This finding suggests a
potential founder effect of this variant in Brazil. The presence of the same variant only
in Portuguese patients, in addition to Brazilians, supports this hypothesis. Analyzing the
disease's distribution within Brazil (Supplementary Figure 1), we observed a clear
predominance in the southern half of the country, specifically in the South, Southeast,
and Central-West regions. No cases were reported in other regions. This geographical
pattern could be a reflection of this founder effect and the influence of regional ethnic
composition differences in Brazil (IBGE, 2022). Alternatively, it might indicate
underdiagnosis of this condition in other regions due to regional healthcare disparities
(Albuquerque et al., 2017). Future studies will be necessary to better understand the

probable founder effect of this variant. This investigation should consider the possibility
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of its origin from Portuguese settlers during the colonization of Brazilian territories or its

potential origin in indigenous Brazilian populations.

In the Brazilian cohort, LGMD2G/R7 typically begins in late childhood, displaying slow
progression to significant motor disability. The median disease duration until the need
for walking aid was approximately 21 years, and for wheelchair dependence, 33 years.
We conducted a similar analysis for LGMD2A/R1 (106 patients) and LGMD2B/R2 (100
patients) in a recent study (Winckler et al., 2019), where the median disease duration
until the need for walking aids was 20 and 21 years, respectively, and for wheelchair
dependence, 26 and 27 years, respectively (Winckler et al., 2019). We did not find
studies that prospectively evaluated disease progression in LGMD2G/R7, nor studies
that used clinical outcome assessments (COA) for this purpose, as recently done for
LGMD2B/R2 using the clinician-rated outcome (CIlinRO) North Star Assessment for
Limb Girdle Type Muscular Dystrophies (NSAD, Jacobs et al., 2021). Considering that
the disease duration of LGMD2G/R7 patients reaching disability milestones in our
study was similar to that previously demonstrated for the more common subtypes
LGMD2A/R1 and LGMD2B/R2 (Winckler et al., 2019), it is plausible to speculate that
their progression in ClinROs might be similar to what is observed in these other
subtypes (Jacobs et al., 2021). However, future prospective studies should explore this
progression using CIlinROs and patient-reported outcome measures to define the

outcomes to be assessed when specific therapies become available for LGMD2G/RY7.

Women with LGMD2G/R7 exhibited a similar age of onset but slower progressions to
significant disability compared to men, with a difference of 13 years in disease duration
until the need for walking aids. In the study by Winckler and colleagues, we had found
earlier ages and shorter disease durations at walking aid dependency for men than for
women with LGMD2B/R2 (Winckler et al., 2019). The LGMD2B/R2 results indicated by
cross-sectional data of Winckler et al. were recently confirmed by a longitudinal study,
where women showed milder scores on NSAD and better performance in the 6-minute
walking test than men, even when controlling for disease duration. There was a trend
of a higher annual progression rate in these clinical outcome assessments (COASs) in
men (Jacobs et al., 2021). Although the cause of the phenotype attenuation in women
with LGMD2B/R2 is unknown, pathological studies confirmed clinical findings by
describing a higher fiber atrophy factor in males than females with the disease
(Angelini et al., 2014). We did not find previous studies reporting differences in
LGMD2G/R7 progression between men and women. It is crucial that future studies

confirm such associations, and prospective studies using different COAs should more
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thoroughly evaluate the individual's gender-modifying effect on disease progression.
This analysis is essential for future therapeutic studies' sample size estimations, similar
to what is being done for LGMD2B/R2 (Jacobs et al., 2021). Additionally, understanding
the pathophysiology of the attenuated progression in women can assist in identifying
disease-modifying therapeutic targets that may be common across different subtypes

of muscular dystrophies.

Regarding cardiac and respiratory manifestations of LGMD2G/R7, we confirmed what
had been described in most case series and cohorts worldwide (Winckler et al., 2019;
Barresi et al., 2015; Blanco-Palmero et al., 2019; Brusa et al., 2018; Chamova et al.,
2018; Chen et al., 2020; Cotta et al., 2014; de Fuenmayor-Fernandez de la Hoz et al.,
2016; Francis et al., 2014; lkenberg et al., 2017; Lv et al., 2023; Negréo et al., 2010;
Olivé et al., 2008; Paim et al., 2013). Cardiac abnormalities are not common in the
disease, and when present, they have little clinical impact. Similarly, respiratory
involvement was present in 20% of cases (with a median disease duration of 23 years),
and none required ventilatory support. This mild cardiac and respiratory profile is
similar to that found in LGMD2A/R1 and LGMD2B/R2 subtypes (Winckler et al., 2019).
These findings provide valuable information to guide the care and monitoring of
LGMD2G/R7 patients.

In the literature review, we found LGMD2G/R7 cases in South America, Asia, and
Europe, suggesting regional clusters of specific variants. Although genotypes differ
across these regions, phenotypes are similar, with proximal paresis starting between
the first and second decades of life and progressing to distal involvement, especially
dorsiflexion of the foot (Chen et al., 2020; Chamova et al., 2018; Lv et al., 2023).
Additionally, there are few reports of joint contractures and/or calf hypertrophy in these
patients (Chen et al., 2020; Lv et al., 2023).

Among the highlighted variants, the ¢.157C>T/(p.GIn53*) variant was described in 31
Brazilian families and 1 Portuguese family; the c.75G>A/(p.Trp25*) variant was
reported only in Eastern Europe among 12 families of Bulgarian Muslims and in one
family from Moldova; the c¢.26_33dupAGGTGTCG/(p.Glu12Argfs20) variant was
described only in Asia (13 families in China and 1 in India); and the ¢.110+5G>A and
¢.165dupG/(p.GIn56Alafs52) variants were reported only in China in 7 and 6 families,
respectively. Another interesting finding was that almost 90% of the variants were
clearly related to telethonin loss of function (Figure 3B), supporting the understanding

of the disease's causal mechanism, consistent with autosomal recessive inheritance.
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Knowledge of the most common variants by region can be crucial for defining local
diagnostic algorithms and future therapeutic strategies. Therapies involving
readthrough, given the high frequency of nonsense variants, and gene replacement

therapies (Guschina et al, 2022) are the most promising approaches.
4.1 Study Limitations

Our study represents one of the largest reported cohorts with comprehensive clinical
and molecular data on LGMD2G/RY7. Although the study design was retrospective, we
had missing data for only 1 case related to cardiac involvement and use of walking
aid/wheelchair and 4 cases for pulmonary involvement. Because all cases were
recruited at specialized hospital centers, there might be recruitment bias related to
more severe cases. However, such a population would be similar to that of future
therapeutic clinical trials for this condition, representing a conservative bias. As
mentioned earlier, it is necessary for future prospective studies to assess the disease
progression more thoroughly and accurately using different clinical outcome
assessments (COAs). Additionally, efforts should be made to identify progression

biomarkers, both wet (biological markers) and related to imaging methods.
5. CONCLUSION

We were able to characterize the clinical and genetic aspects of LGMD2G/R?7,
estimating its progression to significant disability and identifying the protective effect of
the female sex-related phenotype. The disease has a widespread geographical
distribution, but there appears to be a founder effect for some variants, such as the
most common variant in Brazil. Our results are essential to raise awareness of this
condition and to better understand its progression and modifiers. These findings will be

crucial for designing future natural history studies and clinical trials for LGMD2G/R?7.
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Figures and tables:

Table 1: Clinical characteristics of LGMD2G/R7 cohort

Families/Patients

35/39

Female sex (%)

25/39 (64.1%)

Mean (SD) Median (IQR)
Age 36.4 (12.2) 37 (30— 44)
Age at Onset® 11.1 (8.1) 10 (4-17)
Disease Duration 25.3 (12.9) 23 (16 — 34)

Max CK IU/L?

1022.9 (847.2) 739.5(391.7 — 1318.7)

Walking aid (%)

22/38 (57.9%)

AWAP (95%Cl)

34 (27.1-40.8)

DDWA?® (95%Cl)

21 (5.2-36.7)

Wheelchair bound

14/38 (36.8%)

(%)
AWC" (95%Cl) 45 (34.5-55.4)
DDWC" (95%ClI) 33 (28.6-37.4)

Heart disease (%)

3/38 (7.9%)

Respiratory

Involvement (%)

7/35 (20%)

TABLE 1 AWA, age at walking aid dependency; AWC, age at wheelchair

dependency; DDWA, disease duration at walking aid dependency; DDWC,

disease duration at wheelchair dependency; IQR, interquartile range; SD,

standard deviation; a variables without normal distribution; b median from

Kaplan-Meyer survival analysis.
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FIGURE 1 Progression to major handicap in LGMD2G/R7-telethonin-related.
The figure shows Kaplan-Meier analysis of loss of independent walking (A)
and wheelchair dependency (B) according to age, and loss of independent
walking (C) and of wheelchair dependency (D) according to disease
duration for individuals with LGMD2G/R7-telethonin-related. Median values
of progressions to major handicap are informed and highlighted by dashed

lines.
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FIGURE 2 Comparison of Progression to major handicap in

LGMD2G/R7-Telethonin-Related disorder in males and females The figure
shows Kaplan-Meier analysis of loss of independent walking (A) and
wheelchair dependency (B) according to age in males and females, and
loss of independent walking (C) and of wheelchair dependency (D)
according to disease duration in males and females with
LGMD2G/R7-telethonin-related. Median values of progressions to major

handicap are informed and highlighted by dashed lines.
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Supplementary Content:

¢.26_33dup . 110+5G>
CountryiGene| c.157C>T | c.75G>A AGG;’GTC A c.165dupG | c.90 91del| c.2T>C €.32C>A | c.100delC | c.172C>T | c.244C > T| ¢.255C>A | c.256C>T Total
Brazil 37.50% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 37,50%
China 0% 0% 13,75% 11,25% 7.50% 0% 1.25% 0% 1,25% 0% 0% 0% 0% 35,00%
Bulgaria 0% 15,00% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 15,00%
India 0% 0% 1,25% 0% 0% 0% 0% 1,25% 0% 0% 0% 0% 0% 2.50%)|
Spain 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 1.25% 1.25% 2,50%)|
France 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 1,25% 0% 0% 0% 1.25%
Greece 0% 0% 0% 0% 0% 1,25% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 1.25%
UK. 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 1,25% 0% 0% 1.25%
Moldova 0% 1,25% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 1.25%
Portugal 1.25% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 1.25%
Turkey 0% 0% 0% 0% 0% 1,25% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 1,25%
Total 38,75% 16,25% 15,00% 11.25% 7.50% 2,50% 1.25% 1.25% 1,25% 1,25% 1,25% 1,25% 1.25% 100,00%,

Supplementary Table 1: Geographical distribution of the identified variants.
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Supplementary Figure 1: Distribution of index-cases of LMGD2G/R?7 in Brazil.
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nts *  numbers potentially eligible, examined for eligibility, confirmed
eligible, included in the study, completing follow-up, and analysed
(b) Give reasons for non-participation at each stage 3
(¢) Consider use of a flow diagram
Descripti 14 (a) Give characteristics of study participants (eg demographic, 4-5
ve data *  clinical, social) and information on exposures and potential
confounders
(b) Indicate number of participants with missing data for each 8 -
variable of interest Table 1
(¢) Cohort study—Summarise follow-up time (eg, average and 3
total amount)
Outcome 15  Cohort study—Report numbers of outcome events or summary 5
data *  measures over time
Case-control study—Report numbers in each exposure category, NA
or summary measures of exposure
Cross-sectional study—Report numbers of outcome events or Table
summary measures 1,
Figures
1 and 2
Main 16  (a) Give unadjusted estimates and, if applicable, 5
results confounder-adjusted estimates and their precision (eg, 95%

confidence interval). Make clear which confounders were adjusted
for and why they were included




(b) Report category boundaries when continuous variables were Table 1
categorized and
Page 5
(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into NA
absolute risk for a meaningful time period
Other 1 Report other analyses done—eg analyses of subgroups and 5
analyses 7 interactions, and sensitivity analyses
Discussion
Key 1 Summarise key results with reference to study objectives 4-5
results 8
Limitatio 1 Discuss limitations of the study, taking into account sources of 8
ns 9 potential bias or imprecision. Discuss both direction and magnitude
of any potential bias
Interpret 2 Give a cautious overall interpretation of results considering 7-8
ation 0 objectives, limitations, multiplicity of analyses, results from similar
studies, and other relevant evidence
Generali 2 Discuss the generalisability (external validity) of the study results 8
sability 1
Other
information
Funding 2 Give the source of funding and the role of the funders for the present 9

2 study and, if applicable, for the original study on which the present
article is based

*@Give information separately for cases and controls in case-control studies and, if applicable, for exposed

and unexposed groups in cohort and cross-sectional studies.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological
background and published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in

conjunction with this article (freely available on the Web sites of PLoS Medicine at

http://www.plosmedicine.org/, Annals of Internal Medicine at http://www.annals.org/, and Epidemiology

at http://www.epidem.com/). Information on the STROBE Initiative is available at
www.strobe-statement.org.
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8. CONSIDERAGOES FINAIS:

8.1 Objetivo primario: Tentar expandir a descricdo das caracteristicas clinicas

e genéticas dos pacientes com LGMD2G/R?7.

O objetivo primario foi alcangado através da coleta de dados e, com
isso, foi possivel ndo sé expandir a casuitica de pacientes com a distrofia
muscular de cinturas tipo 2G/R7 (LGMD2G/R7) no Brasil de forma significativa,

mas também aperfeicoar a descri¢ao clinica e molecular desta entidade.
8.2 Objetivos secundarios:

8.2.1. Fornecer dados mais acurados sobre idade de inicio de doencga,
incapacidade de locomogéo, niveis de CK e variantes patogénicas mais

frequentes:

Conforme pode ser visualizado na tabela com dados clinicos
(table 1 do artigo) da presente coorte, conseguimos dados mais
acurados sobre o inicio da doenga, seus marcos de progressdo na
locomocdo e os niveis médios de CK. Além disso, com a revisao de
literatura, foi possivel descrever as variantes patogénicas mais

comumente descritas no Brasil e no mundo.

8.2.2 Descrever a progressao da doenga através de marcos de incapacidade

de locomocao:

Através das curvas ROC foi possivel estimar a progressao da
doenga para seus marcos mais importantes na locomocagéao (uso de
dispositivo auxiliar para marcha e/ou cadeira de rodas - figure 1 do

artigo).

8.2.3. Buscar modificadores clinicos e genéticos desta progresséo para

incapacidade:

Na avaliagédo das curvas ROC de progressao estimada da doenga
em ambos os sexos, foi encontrada diferenga significativa positiva no
tempo médio que os pacientes do sexo feminino necessitaram de
dispositivo auxiliar para marcha e/ou cadeira de rodas, néo sendo claro
o motivo para tal diferengca, mas abrindo discussao para o papel do

horménios sexuais nos fendbmenos epigenéticos da doenca.

63



8.2.4. Avaliar a frequéncia de acometimento respiratério e cardiaco.

Conforme dados presentes no artigo (table 1), descrevemos o
acometimento cardiaco e respiratério na nossa coorte. Ambos sao
infrequentes, 7,9% e 20% do total de pacientes, respectivamente, e,
quando presentes, de baixa repercussao clinica, assim como ja havia

sido descrito em relatos e séries de casos prévios.
8.2.5. Descrever a distribuicido da doenca no Brasil:

Descrevemos de forma clara a quantidade de casos no Brasil,
bem como a sua distribuicdo geografica (supplementary figure 1 -

artigo).
8.2.6. Descrever a distribuicdo da doenca no Mundo:

Através da revisdo da literatura, foi possivel descrever a
distribuicdo de casos no mundo, bem como a frequéncia das variantes

patogénicas mais comuns em cada regido do planeta (figure 4 - artigo).
8.2.7. Dar subsidios iniciais sobre a possibilidade de efeito fundador:

Conseguimos dar subsidios iniciais para a presenca de um efeito
fundador no Brasil, uma vez que a variante patogénica presente no pais

€ a mesma para todos os casos deste estudo.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS:

Realizacédo de estudos longitudinais com os pacientes da série de casos
para validar escalas clinicas e biomarcadores que permitam medir, de forma
objetiva, a progressao da doenga, com intuito de avaliar a eficacia de terapias
avancgadas especificas que venham a ser desenvolvidas para a condicdo no

futuro.
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10. ANEXOS E APENDICES:

10.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Grupo Casos
N° do CAAE:

Titulo do Projeto: Histéria Natural da Distrofia Muscular de Cinturas tipo
2G/R7- relacionada a teletonina: biomarcadores séricos e urinarios

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa cujo
objetivo é caracterizar marcadores biolégicos no sangue e na urina da Distrofia
Muscular de Cinturas tipo 2G/R7 (LGMD2G/R7) e de sua progressao. Esta
pesquisa esta sendo realizada pelo Servigo de Genética Médica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), ambulatério de neurogenética, em que vocé
ja é regularmente acompanhado.

Se vocé concordar com a participacdo na pesquisa, os procedimentos
envolvidos s&o os seguintes:

1) Exame clinico: sera realizado através de escalas padronizadas do
exame neurologico que ja é realizado em suas consultas;

2) Aplicacdo dos questionarios: Impressao Clinica Global do
Paciente e ACTIVLIM

3) Coleta de sangue periférico para dosagem dos marcadores
musculares irisina, metaloproteinase de matriz-2 (MMP-2), miostatina,
metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9), inibidores teciduais das
metaloproteinases (TIMPs), folistatina, fator de crescimento e diferenciagdo 11
(GDF-11) e 15 (GDF-15). Serao coletados cerca de 10 ml de sangue (o
equivalente a duas colheres de cha). O material biolégico coletado sera
armazenado de forma codificada. A amostra de sangue sera utilizada apenas
para fins desta pesquisa. O restante da amostra que nao for utilizada no projeto
sera descartado.

4) Coleta de amostra de urina por jato média para dosagem do
fragmento N-terminal da titina (outro marcador relacionado aos musculos).

O tempo total previsto para estas avaliagcoes € de 45 minutos.

As avaliagdes serdo realizadas no inicio do estudo e repetidas apds 1 e
2 anos da consulta inicial.
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A avaliagdo clinica e a coleta de sangue e urina seréo realizadas no
Centro de Pesquisa Clinica do HCPA.

Vocé podera apresentar desconforto e/ou cansaco relacionados a
realizacdo do exame fisico neurolégico e os desconfortos relacionados a coleta
de sangue como mal-estar passageiro e mancha roxa no local da coleta. O
desconforto sera minimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da
veia do brago que sera realizada por profissional treinado e devidamente
habilitado para realizar esse procedimento.

Durante o estudo podera ser necessario consultar o seu prontuario
médico para revisar informagdes de consultas anteriores como a idade do inicio
dos sintomas e também para revisar exames complementares realizados no
passado como a dosagem de creatina quinase no sangue, exames de fungao
respiratoria (espirometria) e cardiaca (ecocardiograma e eletrocardiograma),
eletroneuromiografia e bidpsia muscular. Desta forma, solicitamos a sua
autorizagdo para este acesso ao prontuario médico. Salientamos que, caso
vocé nao autorize esta consulta, ainda sera possivel participar da pesquisa
realizando os demais procedimentos mencionados neste termo.

() Autorizo a revisdo do meu prontuario médico
( ) N&o autorizo a revisdo do meu prontuario médico

A participacdo no estudo nao trara beneficio direto ao participante. O
estudo podera possibilitar a definicdo de novos biomarcardores para distrofias
musculares que podem ajudar em um melhor entendimento da sua condigao e
podem ser importantes para futuras pesquisas de tratamentos.

Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participagdo no
estudo e a participante n&o tera nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos.

A participagdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é
obrigatéria. Caso vocé decida ndo autorizar a participagédo, ou ainda, retirar a
autorizagdo apds a assinatura desse Termo, nao havera nenhum prejuizo ao
atendimento que o participante da pesquisa recebe ou possa vir a receber na
instituicao.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, a
participante recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo
pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem
a identificacdo dos participantes, ou seja, os nomes nao aparecerao na
publicacédo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel Dr. Jonas Alex Morales Saute pelo telefone (51) 3359-8011, com o
pesquisador Tobias Gaviraghi, pelo telefone (54) 99182-6636, ou com o Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo
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telefone (51) 33597640, ou pelo e-mail: cep@hcpa.edu.br, ou no 2° andar do
HCPA, sala 2229, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo € assinado em duas vias, sendo uma para o participante e
seu responsavel e outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Grupo Controle

N° do CAAE:

Titulo do Projeto: Historia Natural da Distrofia Muscular de Cinturas tipo
2G/R7- relacionada a teletonina: biomarcadores séricos e urinarios

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa cujo
objetivo é caracterizar marcadores biolégicos no sangue e na urina da Distrofia
Muscular de Cinturas tipo 2G/R7 e de sua progressao.

Para a realizagcdo do estudo € necessario comparar os resultados
obtidos com o grupo de pacientes que apresentam Distrofia Muscular de
Cinturas tipo 2G/R7 com um grupo de pessoas que nao apresenta esta
doencga. Vocé esta sendo convidado para participar do grupo controle do
estudo, ou seja, que ndo possui a doenga.

Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servico de Genética Médica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), ambulatério de neurogenética.

Se vocé concordar com a participagdo na pesquisa, os procedimentos
envolvidos s&o os seguintes:

1) Coleta de sangue periférico para dosagem dos marcadores
musculares irisina, metaloproteinase de matriz-2 (MMP-2), miostatina,
metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9), inibidores teciduais das
metaloproteinases (TIMPs), folistatina, fator de crescimento e diferenciagéo 11
(GDF-11) e 15 (GDF-15). Serao coletados cerca de 10 ml de sangue (o
equivalente a duas colheres de cha). O material biolégico coletado sera
armazenado de forma codificada. A amostra de sangue sera utilizada apenas
para fins desta pesquisa. O restante da amostra que nao for utilizada no projeto
sera descartado.

2) Coleta de amostra de urina por jato médio (cerca de 50ml) para
dosagem do fragmento N-terminal da titina (outro marcador relacionado aos
musculos).

O tempo total previsto para estas avaliacoes € de 15 minutos.

As avaliagdes seréo realizadas no inicio do estudo e repetidas apds 1 e
2 anos da consulta inicial.
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A coleta de sangue e urina serdo realizadas no Centro de Pesquisa
Clinica do HCPA.

Vocé podera apresentar desconforto e/ou cansaco relacionados a coleta
de sangue como mal-estar passageiro e mancha roxa no local da coleta. O
desconforto sera minimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da
veia do brago que sera realizada por profissional treinado e devidamente
habilitado para realizar esse procedimento.

A participacdo no estudo nao trara beneficio direto ao participante. O
estudo podera possibilitar a definicdo de novos biomarcardores para distrofias
musculares que podem ajudar em um melhor entendimento dessas condi¢des
e podem ser importantes para futuras pesquisas de tratamentos.

Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participagdo no
estudo e a participante ndo tera nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos.

A participagdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é
obrigatéria. Caso vocé decida ndo autorizar a participagédo, ou ainda, retirar a
autorizagdo apds a assinatura desse Termo, ndo havera nenhum prejuizo ao
atendimento que o participante da pesquisa recebe ou possa vir a receber na
instituicao.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, o
participante recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo
pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem
a identificagcdo dos participantes, ou seja, os nomes ndo aparecerao na
publicagao dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel Dr. Jonas Alex Morales Saute pelo telefone (51) 3359-8011, com o
pesquisador Tobias Gaviraghi, pelo telefone (54) 99182-6636, ou com o Comité
de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo
telefone (51) 33597640, ou pelo e-mail: cep@hcpa.edu.br, ou no 2° andar do
HCPA, sala 2229, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e
seu responsavel e outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa
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Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:

10.2 Aprovagio no Comité de Etica em Pesquisa:

71



HOSPITAL DE CLINICAS DE
PORTO ALEGRE DA @ m«m
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ¥
RIO GRANDE DO SUL - HCPA
UFRGS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Historia Natural da Distrofia Muscular de Cinturas tipo 2G/R7- relacionada a teletonina:
escalas clinicas e exames de imagem

Pesquisador: Jonas Alex Morales Saute

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de anélise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 2
CAAE: 31626720.1.1001.5327
Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.032.925

Apresentacao do Projeto:

A distrofia muscular de cinturas tipo 2G/R7-teletonina (LGMD2G/R7) é causada por variantes patogénicas bi
-alélicas no gene TCAP e leva a fraqueza muscular progressiva das cinturas pélvica e escapular e do
compartimento anterior da perna, iniciando usualmente a partir da segunda década de vida. A descricao do
locus LGMD2G/R7 e do TCAP como gene causador da doenca foi realizada no Brasil, em que esta doenga
€ responsavel por 5,3% dos casos de LGMD autossémica recessiva e em que quase todos 0s casos sédo
homozigotos para a variante nonsense p.GIn53*. Na maior série de casos reportados de LGMD2G/R7 a
idade média para dependéncia de cadeira de rodas foi de 42 anos, contudo ha poucos dados padronizados
através de escalas validadas que permitam um melhor entendimento da histéria natural desta doenca. O
objetivo é caracterizar através de ferramentas clinicas validadas para distrofias musculares, teste funcionais
cronometrados, ressonéncia nuclear magnética RNM) muscular e cardiaca a histéria natural de individuos
com LGMD2G/R7, através de uma Coorte prospectiva multicéntrica em que todos os individuos com
diagnoéstico molecular de LGMD2G/R7 registados na forca-tarefa da Academia Brasileira de Neurologia
serdo recrutados como casos. As escalas semiquantitativas North Star for
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Dysferlinopathy, medida de funcédo motora-20 (MFM-20), Brooke Upper Extremity Scale, e estagio da
doenca modificado de Gardner-Medwin-Walton; os testes funcionais cronometrados (TFT), teste de
caminhada de 6 minutos (TC6M), teste de caminhada de 100 metros (TC100M), teste de caminhada de 10
metros (TC10M) com velocidade autosselecionada e maxima, e timed up and go serdo aplicados aos casos.
Espirometria e estudos de RNM de corpo inteiro (para analise muscular) e cardiaca serdo realizados nos
centros que tiverem esses recursos. A avaliacdo subjetiva de progresséo de doenca sera realizada pela
Impresséao Clinica Global do Paciente e sua capacidade funcional pelo questionario ACTIVLIM, os quais
serdo utilizados para definir as diferengas minimas clinicamente significativas (MCID) dos diferentes
instrumentos de avaliacdo. Os instrumentos clinicos e exames de imagem serao realizados no tempo zero e
repetidos em 12 e 24 meses. A andlise de progressdo sera realizada no total de pacientes com
LGMD2G/R7, sendo estratificada de acordo com o estagio da doenga. Os resultado do presente estudo
auxiliardo na definicdo de qual(ais) instrumento(s) apresenta(ao) maior sensibilidade as mudancas na
doenca e qual a magnitude de efeito representa uma mudanca significativa para os pacientes afetados. Os
resultados deste estudo proverdo melhor entendimento da evolucdo da LGMD2G/R7 e auxiliardo no
delineamento de futuros ensaios clinicos para drogas modificadores do curso desta condigcao, ainda
intratavel.

Estudo multicéntrico tendo o HCPA como centro coordenador e centros participantes: Fundagéo do ABC -
FMABC; Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP e a Faculdade de Ciéncias Medicas -
UNICAMP. Sera realizado no Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
ambulatério de neurogenética.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Caracterizar a histéria natural da LGMD2G/R7 através de ferramentas clinicas validadas para distrofias

musculares, teste funcionais cronometrados e ressonancia nuclear magnética de corpo interior e cardiaca.
Objetivo Secundario:

- Quantificar a progressédo da doenca utilizando as escalas padronizadas semiquantitativas North Star

Assessment for Dysferlinopathy, Motor Function Measure (MFM), Brooke Upper Extremity
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Scale, e estagio da doenca Modificada de Gardner-Medwin-Walton;

- Quantificar a progressdo da doenca através de testes funcionais que incluem a Espirometria, o Teste
Caminhada de 6 minutos (TC6MIN), teste de caminhada de 100 metros (TC100M), teste de caminhada de
10 metros (T10M) em velocidade autosselecionada e maxima, e Timed Up and Go (TUG);

- Quantificar a progresséo da doenca através de exame de Ressonancia Nuclear Magnética de corpo inteiro;
- Quantificar a progressao da doencga através de exame de Ressonancia Nuclear Magnética cardiaca;

- Quantificar as diferengas clinicas minimamente relevantes para o paciente com LGMD2G/R7 através da
avaliacdo subjetiva de progressdo de doenca pelos questionarios de Impressao Clinica Global do Paciente e
de habilidade funcional através do questionario ACTIVLIM e pelo método distributivo.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Desconforto e/ou cansaco relacionados a realizagdo do exame fisico neurolégico e das escalas de
locomocao. Os desconfortos associados ao exame de ressonancia magnética sdo o desconforto de ter que
ficar parado, em um espaco fechado, e ouvir um barulho alto (como um tambor). O campo magnético
produzido para se obter a imagem de Ressonancia Magnética traz riscos para quem carregar consigo
objetos ou proteses metalicas, pois os metais podem se deslocar quando expostos a imas. Ha riscos se o
participante tiver implantes de marca—passo cardiaco ou equivalentes, clips colocados em aneurisma
intracraniano e alguns outros tipos de implantes ou préteses metalicas. Ha riscos de alergia ao meio de
contraste gadolineo.

Beneficios:

A participacdo no estudo nédo trard beneficio direto ao participante. Entretanto os resultados dos testes
poderdo ser disponibilizados ao participante e equipe assistente, que poderdo ter uma avaliacdo mais
detalhada de sua fun¢éo cardiaca e muscular. Se encontrarmos alguma informacé&o clinica relevante para a
sua saulde, nés encaminharemos vocé a atendimento na rede de salde. O estudo podera possibilitar a
definicdo de quais instrumentos de avaliacdo de progresséao de
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doenca devem ser utilizados em futuras pesquisas de tratamentos para a sua condi¢ao.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Coorte prospectiva multicéntrica, com amostra de conveniéncia, em que todos os 18 individuos com
diagnostico molecular de LGMD2G/R7 que foram acompanhados na forga-tarefa da Academia Brasileira de
Neurologia (Winckler et al, 2019) serdo convidados a participar do estudo. Temos uma expectativa de
recrutar um nimero maior do que 18 casos (4 casos no HCPA), considerando o interesse especifico em
LGMD2G/R7. Esta expectativa deriva de recente estudo aninhado a forcatarefa da Academia Brasileira de
Neurologia com foco em apenas um subtipo de LGMD, a LGMD2L/R12 relacionada ao gene ANOS5, que
conseguiu avaliar 37 pacientes com esta condicdo (Silva et al, 2019), um ndimero 3x maior do que havia sido
relatado pela iniciativa nacional, que era de apenas 12 casos de LGMD2L/R12 (Winckler et al, 2019).
Durante a coorte, os instrumentos clinicos, exames de imagem, e os biomarcadores serdo realizados no
tempo zero e repetidos em 12 e 24 meses. A andlise de progressado sera realizada no total de pacientes
com LGMD2G/R7, sendo estratificada de acordo com o estagio da doenca. Caso haja dados faltantes, uma
segunda analise sera realizada com dados imputados considerando o melhor cenario (estabilidade), o qual
funcionara como um viés de conservacao. Ao final do estudo serdo realizadas analises de poder para cada
um dos desfechos avaliados.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:
Apresentados.

Recomendacgdes:

Informamos que o endereco do Comité de Etica em Pesquisa deve ser atualizado no presente TCLE
aprovado para: Av. Protasio Alves, 211 - Portdo 4 - 5° andar do Bloco C - Rio Branco - Porto Alegre/RS,
CEP 90410-000.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

As pendéncias emitidas para o projeto no parecer N° 4.044.247 foram respondidas pelos pesquisadores,
conforme carta de respostas adicionada em 14/09/2021. N&do apresenta novas pendéncias. Ver
Recomendacdes.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Lembramos que a presente aprovagéo (verséo projeto e TCLE de 14/09/2021, incluindo as Recomendacgdes
deste parecer, e demais documentos que atendem as solicitagcdes do CEP) refere-
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Bairro: Santa Cecilia CEP: 90.035-903
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
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Continuagéo do Parecer: 5.032.925
se apenas aos aspectos éticos e metodoldgicos do projeto.

Os pesquisadores devem atentar ao cumprimento dos seguintes itens:

a) Este projeto esta aprovado para inclusdo de 04 participantes no Centro HCPA, de acordo com as
informacdes do projeto ou do Plano de Recrutamento apresentado. Qualquer alteragdo deste numero
devera ser comunicada ao CEP e ao Servigo de Gestdo em Pesquisa para autorizagdes e atualizacdes
cabiveis.

b) O projeto esta cadastrado no sistema AGHUse Pesquisa (20200320) para fins de avaliacdo logistica e
financeira e somente podera ser iniciado apds aprovacao final do Grupo de Pesquisa e P6s-Graduacao.
¢) Qualquer alteracao nestes documentos devera ser encaminhada para avaliagdo do CEP. Informamos que
obrigatoriamente a versdo do TCLE a ser utilizada devera corresponder na integra a verséo vigente
aprovada.

d) Deverao ser adicionados relatérios semestrais e um relatério final do projeto no cadastro do mesmo, no
Sistema AGHUse Pesquisa.

e) Eventos adversos deverdo ser comunicados de acordo com as orientagdes da Comisséo Nacional de
Etica em Pesquisa - Conep (Carta Circular n® 13/2020-CONEP/SECNS/MS). Os desvios de protocolo
também deverd@o ser comunicados em relatérios consolidados, por meio de Notificacao.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS DO _P | 14/09/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1552906.pdf 10:24:56
Outros CartaCEP.pdf 14/09/2021 |Jonas Alex Morales Aceito

10:24:29 | Saute
Outros Plano_de_Recrutamento.pdf 14/09/2021 |[Jonas Alex Morales Aceito
10:22:20 | Saute
TCLE / Termos de | TCLEHNLGMD2GClinicaeimagem.doc 14/09/2021 |Jonas Alex Morales Aceito
Assentimento / 10:21:34 | Saute
Justificativa de
Auséncia
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cep@hcpa.edu.br

Pagina 05 de 06




HOSPITAL DE CLINICAS DE

PORTO ALEGRE DA Wﬂ mo
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ¥
RIO GRANDE DO SUL - HCPA
UFRGS
Continuagéo do Parecer: 5.032.925
Projeto Detalhado / | TCAP_historia_natural_clinica_e_image | 14/09/2021 |[Jonas Alex Morales Aceito
Brochura m.pdf 10:21:22 | Saute
Investigador
Outros Delegacao_de_ Funcoes.pdf 08/05/2020 |Jonas Alex Morales Aceito
18:05:39 | Saute
Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 08/05/2020 |Jonas Alex Morales Aceito
10:51:15 [Saute

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

PORTO ALEGRE, 12 de Outubro de 2021

Assinado por:
Témis Maria Félix

(Coordenador(a))
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