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Resumo 

A doença de Erb, ou DMC 2A, é uma distrofia muscular das cinturas, (DMC ). O 
diagnóstico tem dependido do recurso à Genética Molecular porque o quadro clínico e 
subsequentes exames auxiliares de diagnóstico não eram suficientes para descriminar de 
outras formas primárias de DMC. 
Este trabalho consistiu no rastreio de doentes afectados de DMC, previamente sujeitos a 
electromiografia e biópsia muscular, pelo método de electroforese em placa de 
polimorfismos conformacionais de cadeia simples, seguido do diagnóstico molecular da 
mutação da miocalpaína, por sequenciação automática pelo método de 
didesoxiterminadores fluorescentes, para detecção da doença de Erb. 
A definição nosológica de doença de Erb foi estabelecida mediante localização do gene 
por desequilíbrio de ligação e identificação do gene por isolamento posicionai. 
A fisiopatologia encontra-se em fase de investigação. A descoberta recente de apoptose 
mionuclear com acumulação de IKBCC vem possibilitar o rastreio e provavelmente o 
diagnóstico nosológico a nível histopatológico. 
A definição dos modos peculiares de maturação das linhagens miogénicas, pela evolução 
de expressão de isoformas moleculares do músculo esquelético, poderão explicar as 
características crono-topológicas da doença i.e., o condicionalismo de expressão 
patológica da deficiência de miocalpaína, ou calpaína 3. 
O conhecimento molecular da fisiologia, maturação e alterações musculares face a 
factores externos manipuláveis, juntamente com a suplecção da deficiência por evolução 
de tecnologia de reparação genética são imprescindíveis à explicação e tratamento 
correcto da doença de Erb. 
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Prefácio 

O rastreio e diagnóstico genético molecular têm sido essenciais ao diagnóstico da doença de Erb 
mercê do pleomorfísmo intrínseco e mimetização clínica por outras entidades nosológicas 
primárias e secundárias de distrofia muscular das cinturas incapacitarem a discriminação clínica. 
A necessidade de diagnótico da etiologia molecular na DMC neste momento é importante 
sobretudo para o aconselhamento genético já que o tratamento é sintomático e a evolução clínica 
é relativamente variável. 
A crescente solicitação da Genética Molecular para diagnóstico molecular de diversas patologias 
entre as quais a DMC, impõe que se disponha de metodologias capazes de identificar mutações 
desconhecidas de modo eficiente e expedito. 
A doença de Erb independentemente de na prática, até ao momento, ser suspeita nas biópsias de 
DMC normais para a distrofína e sarcoghcanos, deixando outras patologias por excluir, tem a 
particularidade de apresentar uma distribuição aleatória das mutações e ter cerca de 100 mutações 
diferentes descritas o que obriga necessariamente à utilização de métodos de rastreio, porque não 
há focos típicos que pemitam uma pesquisa dirigida segura. 
Este trabalho surge no sentido de avaliar o desempenho da articulação da metodologia de rastreio 
por PCCS manual com a sequênciação automática, para diagnóstico de mutações imprevisíveis na 
miocalpaína, além de ter de discriminar entre outras etiologias de DMC. 
Para a realização deste trabalho e respectivo mestrado onde ele se inclui, contribuíram diversas 
pessoas e instituições às quais apresento o meu apreço. 
A Comissão de Coordenação do Mestrado: Doutora Maria Conceição Magalhães, Doutora Maria 
João Mascarenhas Saraiva e Doutor José Manuel Castro Lopes e a todos os professores que se 
disponibilizaram a participar no domínio curricular do mestrado por partilharem com os 
mestrandos o seu saber, dedicação e simpatia, proporcionando conhecer melhor diversas áreas da 
Ciência e Tecnologia e o desafio da busca do conhecimento e soluções no domínio biológico. 
A Doutora Mana do Rosário dos Santos por me ter possibilitado, proposto, orientado e apoiado 
na realização deste trabalho. 
A todos com quem convivi no IGMJM e no Serviço de Genética Molecular e me iniciaram nos 
meandros laboratoriais da Genética Molecular em particular a Tea. Mana Emília Vieira, autora 
dos resultados XI, a Dra. Carina Rodrigues e a Dra. Paula Jorge. 
Aos meus colegas de mestrado pela suas contribuições na minha expansão do conhecimento de 
moto próprio das vicissitudes e potencialidades humanas. 
A minha família e amigos pela disponibilidade, simpatia e boa vontade com que me acolhem e 
apoiam. 
Às pessoas que colocam no que fazem no seu dia a dia o sentido de contribuição para uma 
sociedade melhor. 
Aos doentes, pelo incentivo e exemplo estóico com que enfrentam o sofrimento com a crença em 
"milagres da Ciência". 
A Faculdade de Medicina da Universidade do Porto pela criação e implementação de programas 
de enriquecimento científico-tecnológico. 
Ao Instituto de Genética Médica Jacinto de Magalhães por me proporcionar os requisitos e 
disponibilidade necessários à elaboração da dissertação. 
Ao Ministério da Ciência e Tecnologia, através da Fundação para a Ciência e Tecnologia e 
Programa PRAXIS XXI, por me patrocinar o mestrado através da bolsa PRAXIS XXI / BM / 
6736/95. 
Muito obrigado. 
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Abreviaturas, acrónimos e neologismos 
ADN: ácido desoxirribonucleico 
ADNc: ADN complementar do ARNm 
adsorção: "blot" 
aloga: "nonsense" 
ARNm: ácido ribonucleico mensageiro 
CAL: cromossoma artificial de levedura: "YAC" 
calpaínas gerais: "ubiquitous calpains": "calpains I and II" 
CEPH: Centro de Estudos do Polimorfismo Humano 
CFC: creatina fosfocinase: "CPK" 
CLMcinase: cadeia leve da miosina cinase 
CPMs: cadeias pesadas de miosina: "MHC" 
cM: centimorgan 
contíguo: "contig" 
disfásica: "frameshift" 
disloga: "missense" 
DMC: distrofia muscular das cinturas: "LGMD" 
DMC 2A: DMC por mutação da miocalpaína 
doença de Erb: DMC 2A: "LGMD 2A" 
e.g.: por exemplo 
ECG: electrocardiograma 
EcoCG: ecocardiograma 
EMG: electromiografia 
EPCCS: electroforese de PCCS 
exclusão: excisão: "deletion" 
facilitador: "enhancer" 
FN-kB: "NF-kB" 
FCI-I: factor de crescimento tipo insulmico-l:"IGF-I" 
FNTa: factor de necrose tumoral a:"TNFoc" 
focos típicos: "hot spots" 
hibridação:"hybridization" 
HDP: heterodúplex 
homóloga: "synonymous", "silent" 
i.e.: isto é 
IGMJM: Instituto de Genética Médica Jacinto de Magalhães 
IL-6: interleucina-6 
iniciador: "primer" 
isolameno posicionai: "positional cloning" 
juncional: "splicing" 
Kn: quilonucleótido: "Kb" 
ligação: "annealing" 
LPS: lipopolissacándo 
microplaca: "microchip" 
microfoco adsorção: "microchip dot blot" 
miocalpaína: calpaína 3: "CANP3" 
Mn: meganucleótido: "Mb" 
n: núcleotído 
P-ddF: perfil-didesoxifluorescente: "F-ddF": "dideoxy fingeiprinting" 
PCCS: polimorfismo conformacional de cadeia simples: "SSCP" 
pn: pares de nucleótidos: "bp" 
r: resíduo de aminoácido 
RCP: reacção em cadeia da polimerase: "PCR" 
reprodução: "amplification" 
sarcocalpaína: "CANP3" 
selo gamético: "imprinting" 
SMS: sequência marcadora de sítio: "site tagging sequence" 
TAC: tomografia axial computadorizada 
"TÚNEL": "TdT mediated dUTP nick end-labelmg" 
UT: unidade de transcrição 
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Introdução 
A doença de Erb, DMC 2A (Bushby, K., Beckmann, J., 1995), é paradigmática da controvérsia 
epistemológica, gerada pela evolução nosológica baseada no empirismo clínico, resolvida 
pela intervenção de tecnologias desenvolvidas na investigação biológica molecular as quais 
prestaram um contributo precioso à definição, diagnóstico, e futuramente, espera-se, ao 
conhecimento da fisiopatologia e resolução terapêutica. 

Trata-se de uma doença pleomórfica, de início, apresentação e curso variável (Bushby, K., 
Beckmann, J., 1995; Fardeau, M. et al, 1996; Richard, I. et al., 1997; Urtasun, M. et al., 1998; Passos-
Bueno, M. et al., 1999; Chou, F. e al., 1999) onde é frequente a mimetização por outras 
nosologias tornando o diagnóstico clínico inseguro. 

Há grande variabilidade interfamiliar na idade de início e na gravidade da evolução. 
Não há correlação segura entre o tipo de mutação e o início dos sintomas ou o ritmo de 
agravamento, ou entre a precocidade da instalação e a rapidez da evolução. Embora 
tenham sido propostas correlações nos primeiros estudos na Ilha da Reunião (Fardeau, M. et 
al, 1996a), em analogia com as distrofias de Duchenne, Becker e adalinopatias (Bushby, K. 
e Beckmann, J., 1995), não viriam a ser confirmadas em estudos subsequentes noutras 
populações (Fardeau, M. et al., 1996b; Urtasun, M. et al., 1998). 

A esperança média de vida é próxima da normalidade e o falecimento predomina na meia 
idade. A motivação de viver, a satisfação das suas necessidades básicas e um 
acompanhamento terapêutico adequado são os principais determinantes da sobrevivência. 

Os primeiros sintomas e sinais têm-se manifestado desde os 3 até aos 40 anos, mas o mais 
típico é O intervalo dos 6 aos 20 anos (Fardeau, M. et al., 1996a; Urtasun, M. et al, 1998) com 
pico entre os 8 e 12 anos. 
As cinturas pélvica e escapular podem ser atingidas simultaneamente ou iniciar-se por 
uma delas, sendo mais frequente pela pélvica, com atingimento da outra 3 a 5 anos 
depois. 

Nas fases iniciais, I a III da escala de Gardner-Medwin e Walton (1974), os indivíduos 
afectados começam por se sentir incapazes de acompanhar a resistência dos normais ao 
esforço físico. Ficam progressivamente com dificuldade em correr, são incapazes de se 
levantar sem apoio, apresentam "marcha de pato" e sofrem quedas amiúde. 
O atingimento muscular inicia-se pelos músculos das cinturas, abdominais e proximais 
dos membros. Evidencia simetria e selectividade por certos grupos musculares. Afecta 
por exemplo intensamente os grandes glúteos, adutores e músculos posteriores da coxa, 
enquanto o quadricípete se mantém incólume em tamanho e força durante muito mais 
tempo. Os gémeos podem apresentar contractura, obrigando a marcha em "bicos dos 
pés". 
Antes do individuo se queixar são já patentes atrofias do grande dorsal, grande dentado 
(sinal da escápula alada), grande peitoral e romboide enquanto que o supraespinhoso, 
infraespinhoso, triceps braquial e músculos distais permanecem intactos. Os músculos 
abdominais estão enfraquecidos acompanhando-se de ligeira hiperlordose. 

A progressão lenta mas inexorável da perda muscular acaba por atingir o quadricípete e 
os músculos da perna, com incapacidade de subir escadas, fase IV, de se levantar de uma 
cadeira, fase V, e de caminhar sozinho, fase VI. Nos membros superiores o deltóide, o 
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triceps braquial e os músculos do antebraço estão atrofiados e com pouca força, limitando 
a mobilidade do membro superior. 
As contracturas dos músculos flexores da anca, joelho e cotovelo marcam a fase terminal 
com perda total de capacidade deambulatória, fase VII, 10 a 20 anos após o início dos 
sintomas. Em 50% dos casos do estudo da Ilha da Reunião esta fase ocorria cerca dos 20 
anos (Fardeau, M. et al, 1996a). A hiperlordose é bastante acentuada podendo ocorrer 
cifoescoliose. 

Durante esta evolução distrófica os músculos faciais, cervicais, velofaríngeos, oculares, 
supraespinhoso, infraespinhoso e músculos próprios da mão não são atingidos. 

Os níveis séricos da creatina fosfocinase reflectem o nível de actividade degradativa nos 
músculos em sofrimento, estando elevados nas fases iniciais e subnormals nas fases 
terminais (Fardeau, M. et al., 1996a) em paralelo com apoptose mionuclear (Baghdiguian, S. et 
al., 1999). 

A função respiratória pode estar afectada com redução da capacidade vital para 30 ou 
50% nas fases V/VII (Fardeau, M. et al, 1996a ) e quando normal há geralmente redução na 
capacidade expiratória máxima demonstrando enfraquecimento dos músculos torácicos, 
diafragmáticos e abdominais (Urtasun, M. et ai., 1998). 

O atingimento cardíaco não é característico, correlacionando-se a doença com ECG e 
EcoCG normais. 

A electromiografia apresenta um padrão miogénico de pequenos potenciais polifásicos 
compatível com um processo miopático, sem envolvimento neuropático, com velocidade 
de condução motora e sensitiva normal. 

A avalição psicométrica não revela diferenças para o individuo normal ( Fardeau, M. et al, 
1996 a,b). 

A TAC revela o grau e selectividade de atingimento de grupos musculares e.g. adutores 
da coxa, semimembranoso, semitendinoso e bíceps crural. 

A biópsia muscular exibe arredondamnto do contorno poligonal, redução do diâmetro das 
fibras musculares com empobrecimento de fibras tipo II, hipermarcação de enzimas 
oxidativas nas fibras tipol, centralização de núcleos, necrose, fasciculação, fibras em 
regeneração, aumento de colagénio no endomísio, e normalidade enzimática do 
metabolismo energético. A doença pode apresentar-se como uma miopatia inflamatória 
nécrosante grave, simulando a polimiosite (Richard, I. et al„ 1997). A nível ultraestrutural há 
desarranjo miofibrilar e as placas motoras são normais. A imunocitoquímica é normal 
para a distrofina, utrofina e sarcoglicanos (Fardeau, M. et al., 1996a). 

A marcação terminal de incisões do genoma, pela terminal desoxinucleotidil- transferase, 
usando a desoxiuridiniltrifosfo-fluoresceína,"TUNEL", permite detectar a fragmentação 
genómica nos mionúcleos apoptóticos. A co-marcação com anticorpos fluorescentes para 
o IkBa nos mionúcleos (Baghdiguian, S. et ai., 1999), própria da doença de Erb, vem 
provavelmente permitir o diagnóstico anatomopatológico reservando a Genética 
Molecular para confirmação e caracterização nucleotídica da mutação, assim como o 
estudo de segregação familiar e préssintomático. 

8 



O conceito seminal de doença muscular degenerativa hereditária, demarcada da 
neuropatologia, foi consolidado em 1891 (Erb, W., 1891) após em 1884 ser descrita a 
distrofia escápulo-humeral atrófica juvenil (Erb, W., 1884). 
A epistemologia da DMC progrediu pela organização das distrofias musculares em 7 
grupos (Batten, F., 1909), diferenciação de 3 grupos nas distrofias não miotónicas (Bell, 1, 
1943) e definição de DMC (Walton, I , Nattrass, F., 1954). 
A legitimidade da DMC como entidade nosológica acabou por ser posta em causa com o 
aperfeiçoamento da Electrofísiologia e Histopatologia ao revelar que atrofias musculares 
espinhais, distrofmopatias, miopatias congénitas, endócrinas, metabólicas e inflamatórias 
tinham sido diagnosticadas como DMC (Brooke, H., 1977; Munsat, T., 1977; Bradley, W, 1979; 
Arikawa, E. et al, 1991). O aparecimento de formas clínicas autossómicas dominantes (De 
Coster, W. et al. 1974; Chutkow, J. et al., 1986; Gilchrist, J. et al., 1988) veio também abalar a 
definição autossómica recessiva de DMC (Walton, J., Nattrass, F., 1954). 

A aplicação da Genética Molecular a uma população endogámica de famílias numerosas 
da Ilha da Reunião com o fenótipo de Erb permitiu cartografar por desequilíbrio de 
ligação, com marcadores polimórficos de fragmentos de restrição bi-alélicos, o locus 
genético em 15q (Beckmann, J. et ai. 1991) e confirmar noutras populações (Young, K. et ai., 
1992; Passos-Bueno, M. et ai, 1993) a validade da segregação do locus com a doença. 
O conceito de DMC ressuscitou ao ser provado com fundamento genético que a doença 
de Erb constituía uma entidade nosológica genuína (van der Kooi, A. et ai, 1994 ). 
A exploração da DMC em diversas populações acabou por demonstrar que o gene do 
locus 15q não era o único gene associado. Havia heterogeneidade genética (Passos-Bueno, 
M. et ai, 1993; Allamand, V. et ai, 1995a). 
A descriminação nosológica baseada na heterogeneidade genética da DMC conduziu à 
reformulação de DMC (Bushby, K. et ai, 1995). O fenótipo de Erb definido na ilha da 
Reunião foi denominado DMC 2A. 
Os locus de genes autossómicos recessivos progressivamente definidos por análise de 
ligação permitiram estabelecer uma associação similar com uma designação DMC e.g. 
13ql 2 com DMC 2C (Ben Othman, K. et ai., 1992), 2pl2 com DMC 2B (Bashir, R. et ai, 1994), 
17q21 com DMC 2D (Roberds, S. et ai, 1994), 4ql2 com DMC 2E (Lim, L. et ai., 1995; 
Bonnemann, C. et ai., 1995 ), 5q33 com DMC 2F (Passos-Bueno, M. et ai., 1996), 17ql 1 com 
DMC 2G (Moreira, E. et ai., 1997), 9q31 com DMC 2H (Weiler, F. et ai., 1998). O mesmo 
sucedeu com os locus de genes autossómicas dominantes e.g. 5q22 com DMC IA 
(Speer.M. et ai. 1992), l q l l com DMC IB (van der Kooi, A. et ai., 1997), 3p25 com DMC 1C 
(Minetti, C. et ai., 1998), 6q23 com DMC ID (Messina, D. et ai., 1997). 

A mutação de um gene produz geralmente alterações nos organismos, que permitem 
definir um defeito molecular, o que facilita a identificação do gene. Na doença de Erb 
assim como em muitas doenças humanas, a molécula alterada por mutação do gene era 
desconhecida. A informação limitada ao fenótipo clínico, constituiu um óbice à 
metodologia habitual de identificação e localização genética. A ausência de um modelo 
animal homólogo capaz de fornecer sondas, ou de um fenótipo específico conhecido a 
nível fisiopatológico, citogenético ou molecular que permitisse relacionar com o gene 
etiológico obrigou, como único recurso, ao método do isolamento posicionai. 
A genotipagem de marcadores microssatélites no cromossoma 15 definiu 2 marcadores 
cercando o locus da DMC 2A espaçados de 7 cM. Com estes microssatélites foi feito o 
rastreio de bancos de cromossomas artificiais de leveduras (CALs) do CEPH. Os CALs 
seleccionados permitiram definir um intervalo citogenético de 15ql5.1-21.1 (Fougerousse, 

9 



F. étal. 1994). 
A elaboração de um contíguo de CALs abrangendo cerca de 12 meganucleótido (Mn) 
com um mínimo de 10 CALs permitiu a obtenção do mapa físico deste intervalo com 
uma resolução de 50 Kn com sequências marcadoras de sítio (SMSs) e 300 Kn com 
microssatélites (Fougerousse, F. et ai. 1994). Esta construção permitiu definir novos 
microssatélites para genotipagem em grandes genealogias consanguíneas afectadas pela 
doença de Erb de diversas origens geográficas. A identificação de casos de recombinação 
permitiu reduzir o intervalo para lcM, cerca de 4Mn. Dados de desequilíbrio de ligação 
indiciaram o CAL 774G4 reduzindo o intervalo a 1,6 Mn (Allamand,V. et al., 1995b). Este 
CAL foi depois organizado em contíguo de cosmídeos por rastreio de SMSs e hibridação 
de produtos da reacção em cadeia da polimerase (RCP) inter-Alu. 
A identificação do gene procedeu pela técnica da selecção directa de ADNc (Tagle, A. et 
al„ 1993) com 3 CALs intersectadores do locus em 2 bancos de ADNc muscular, um fetal 
e outro adulto. Cada CAL foi digerido com Mbo, biotinilado, imobilizado em contas 
magnéticas cobertas de estreptavidina e hibridado separadamente com insertos-RCP de 
bancos de ADNc de músculo fetal e adulto. Os ADNc capturados foram reproduzidos por 
RCP e sujeitos a novo ciclo de selecção directa para enriquecimento em produtos 
específicos. Os ADNc capturados foram reproduzidos (RCP), isolando-se 171 
fragmentos de ADNc correspondentes a 17 unidades de transcrição (UT) que foram 
caracterizadas quanto à sequência, posição (no CAL e contíguo de cosmídeos) e padrão 
de expressão, constituindo um mapa de transcrição (Chiannilkulchai, N. et ai., 1995). Das UTs 
com transcrição específca no músculo, confirmada por hibridação Northern, o gene da 
calpaína 3, miocalpaína, localizado em 15ql5.2, era um bom candidato posicionai e 
funcional. Este gene acabou por ser validado pela identificação de mutações co-
segregantes com a doença em famílias com o fenótipo de Erb (Richard, I. et ai.,1995). 

As características epidemiológicas das famílias afectadas da doença de Erb na Ilha da 
Reunião faziam pressupor um efeito fundador. 
A hipótese de efeito fundador (De Ubeda, 1992; Fardeau, M. et al, 1996a) na Ilha da Reunião foi 
arrasada pelo isolamento de 6 tipos de mutação distintos (Richard, I. et ai, 1995). Ao 
contrário do que era esperado, embora já tivesse sido previsto pela análise de linhagens 
interrelacionadas, o isolamento de 6 haplótipos portadores independentes (Allamand, V. et 
ai, 1995), reflectia a co-segregação de mutações múltiplas responsáveis pela miopatia na 
população. Contudo para a mutação predominante nos Amish, na Ilha da Reunião e em 
Guipúzcoa verificou-se um efeito fundador local próprio, inclusive estendido a outros 
locais geográficos, patente na haplotipagem, assim como o inverso i.e. casos de 
recorrência independente da mesma mutação (Allamand, V. et al„ 1995; Richard, I. et ai, 1995 e 
1999;Urtasun, M. etal., 1998). 
Para explicar o paradoxo de uma população pequena com tantas mutações foi proposto o 
modelo digénico (Richard, I. et ai., 1995) que foi desacreditado (Pratt, V. et ai., 1997) e 
abandonado (Richard, I. et ai, 1997) com algumas reticências. O fenómeno de múltiplas 
mutações numa pequena área geográfica não é raro acontecendo com outras patologias 
(Bach, G. et al., 1994; Zlotogora, J. et al., 1996). 

A mutação do gene da miocalpaína é a determinante etiológica da doença de Erb 
(Chiannilkulchai, N. et ai, 1995; Richard, I. et al.1995). 
Com locus em 15ql5.2 (Beckmann, J. et ai, 1996), o gene abrange cerca de 40 Kn, com 24 
exões, totalizando 2466 pn (Ohno, S. et ai., 1989; Richard, I. et ai., 1995). 
O promotor apresenta uma sequência tipo Kozak (Kozak, M. et ai., 1984), caixas CAAT, 
TATA (Bûcher, P., 1990), GC (Dynan, W. e Tjian, R„ 1983), CArG (Minty, A., Kedes, L., 1986), E 
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(Blackwell, T., Weintraube, H., 1990) e um sítio de ligação de "MEF-2 " (Gosset, L. et ai., 1989). A 
cauda tem 2 sinais de poliadenilação e um grupo GT intermédio. 
A ontogenèse condiciona a expressão do gene ao músculo estriado esquelético. A 
expressão produz transcritos de 3,5 Kn (Chiannilkulchai, N. et ai., 1995) com níveis 10 vezes 
acima do ARNm das calpaínas gerais (Sorimachi, H. et ai., 1995), traduzidos em enzimas de 
94 1<D. Não é um gene com selo gamético (Chou, F. et al, 1999). 
A proteína e o gene, mesmo nas regiões não traduzidas, mostram um grau elevado de 
conservação entre espécies mamíferas acusando uma elevada selectividade filogenética 
(Richard, I. et ai, 1995). 
A miocalpaína é uma tiol-protease neutra, com 82Ir aminoácidos, da superfamília das 
calpaínas, com um domínio cisteína protease, representado nos mais diversos níveis 
filogenéticos e distinto dos de outras superfamílias cisteína-protease e.g. papaína, 
catepsuia, actinidina e caspase (Berti, P., Storer, A., 1995; Sorimachi, H. et ai., 1997, Wang, K. et ai, 
1998). 
A superfamília das calpaínas em níveis filogenéticamente inferiores tem sido relacionada 
com funções de adaptação ao meio e.g. a adaptação à transição de meio ácido para 
alcalino pela intervenção da protease PalB no Aspergillus nidulans (Tilbum. J. et ai, 1995) e 
com a ontogenèse e.g. a determinação do sexo hermafrodita no Caenorhabiditis elegans 
pela participação da protease Tra-3 (Hodgkin, J., 1986). 
A miocalpaína é constituída pelo domínio I, provável regulador da actividade enzimática 
(Imajoh, S. et ai., 1986) com a sequência única NS (l-61r), o domínio II, o centro activo da 
enzima, com a sequência única IS1 (267-329r, exão 6) necessária à autólise, o domínio 
III, de função desconhecida com um sinal de translocação nuclear e de ligação à titina 
(Sorimachi, H. et ai., 1995) na sequência única IS2 (595-600 r), e o domínio IV com afinidade 
para O Ca"+ (Sorimachi, H. et ai., 1989). 
A miocalpaína forma um homodímero. Cada monómero tem uma estrutura base 
semelhante à subunidade maior das calpaínas gerais, mas com 3 regiões específicas extra, 
NS, I S l e I S 2 . 
A actividade proteolítica não depende da presença de Ca +, este apenas induzirá um 
rearranjo dos monómeros activando-a (Kinbara, K. et ai., 1998). A miocalpaína não cliva 
calpaínas, titina e maioria das proteínas endógenas. O IkBa poderá ser um substrato 
(Baghdiguian, S.. et ai, 1999), outros substratos potenciais seriam e.g.miotonina proteína 
cinase, fodrina (Sorimachi, H. et ai., 1995) ou o receptor da rianodina (Shevchenko, S. et ai, 
1998). 
A autólise ocorre por cisão na região IS1 (Kinbara, K. et ai., 1998), na NS entre 30-3 Ir e no 
exãolO entre 412-413r (Federia, C. et ai, 1999) e é independente da proteólise (Ono, Y. et ai., 
1998). 
Os inibidores das calpaínas gerais não tem efeito na miocalpaína (Sorimachi, H. et ai, 1993). 

A função da miocalpaína ainda se encontra sob investigação. Aparece no músculo 
estriado esquelético do embrião a partir da oitava semana (Fougerousse, F. et ai, 1998) 
A miocalpaína opera na fase anabólica da fisiologia muscular de tal modo que a 
activação do catabolismo muscular, via FN-kB (Li, Y. et ai., 1998), desliga a transcrição do 
gene. O aumento de expressão de IL-6, indutora de mioproteólise, em ratos transgénicos 
aumenta o ARNm das catepsinas e ubiquitina e diminui o da miocalpaína, levando à 
atrofia muscular (Tsujinaka, T. et ai., 1996). 
A função da miocalpaína é imprescindível, pelo menos em determinados tipos de 
miofibras, à manutenção da massa muscular. A diferenciação de mioblastos do rato é 
acompanhada do aumento de ARNm da miocalpaína. O bloqueio da expressão do gene 
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altera os miotubos diferenciados e a miofibrilogénese causando instabilidade miofibrilar e 
perda de integridade da linha-Z (Poussard, S. et ai., 1996). 
Outras situações ligadas a instabilidade miofibrilar são e.g. a inibição da transglutaminase 
(Khang, S. et ai., 1995), OS ésteres de forbol (Choi, J. et ai, 1991; Lin, Z. et ai., 1989), o bloqueio 
dos canais de Nã (Crisona, N. et al„ 1983), o bloqueio dos receptores da rianodina e da 
CLMcinase (Ferrari, M. et ai., 1998), ou a dieta hipoproteica (Oumi, M. et ai, 1999) sugerindo 
possíveis agonismos e antagonismos com a função da miocalpaína. 
A miocalpaína dissociaria o complexo IkBa / FN-kB e manteria normais os níveis de 
IkBa por degradação (Miyamoto, S. et al., 1994), permitindo a sinalização via FN-kB 
(Baghdiguian., S et al., 1999). 
O bloqueio da via por falta de dissociação do complexo ou por sequestro de FN-kB por 
excesso de IkBa activariam a apoptose (van Antwerp, D. et ai., 1996; Mayo, M. et ai., 1997; 
Baghdiguian, S. et ai., 1999). 

A apoptose é um sinal da doença de Erb. Ausente no feto de 13 semanas, atinge o auge 
nas fases iniciais da doença. A percentagem de apoptose apresenta uma evolução paralela 
ao nível de CFC e inversa à gravidade clínica. A presença de IkBa nos mionúcleos 
apoptóticos constitui provavelmente um sinal patognomónico da doença de Erb 
(Baghdiguian, S. et ai., 1999) de elevado potencial para o rastreio da doença de Erb nas 
DMCs. 
Na doença de Erb o índice de regeneração avaliado pela percentagem de fibras 
musculares com expressão de formas prénatais de CPMs embora superior ao normal é 
apenas 10% da média encontrada na D.M.Duchenne. Esta inferioridade regenerativa é 
atribuída ao declínio de células satélite por apoptose (Baghdiguian, S. et ai., 1999), mas poderá 
também significar uma aceleração do desgaste do potencial cumulativo de proliferação 
das células satélites na regeneração muscular por apoptose intensa dos mionúcleos 
(Schultz, E., Jaryszak, D., 1985). 
A apoptose afecta 0,4% dos mionúcleos das fibras musculares de Erb e apenas 0,007% 
nas distrofínopatias (Sandri, M. et ai., 1998) e sarcoglicanopatias (Hack, A. et ai., 1998), a 
maioria em núcleos exteriores à miofibra, não estando descrita na disferlinopatia (Bashir, R 
et al„ 1998), é invulgar na maioria das distrofías musculares (Olive, M. et al., 1997; Tews, D. et 
al., 1997, Aug.). No entanto basta ocorrer desnervação para ocorrer apoptose (Tews, D. et ai, 
1997, Dec.). 
Nas miofibras afectadas por deficiência de miocalpaína coexistem mionúcleos normais 
com outros apoptóticos, agrupados. Os mionúcleos apoptóticos e raros préapoptóticos com 
IkBa na doença de Erb talvez sejam patognomónicos, já que o IicBa não é detectável nos 
mionúcleos apoptóticos das outras miodistrofias referidas. 
A deficiência funcional de miocalpaína reflecte-se num excesso de IkBa no sarcoplasma e 
no núcleo. O FN-kB desaparece do núcleo e surge na região subsarcolémica, perinuclear. 
O decurso apoptótico manifesta-se e.g. por activação da calcineurina, calpaínas, "BAD", 
"Bax" citoplasmáticos (Wang, H. et al, 1999; Wood, E. et al, 1998) e indução de transição de 
permeabilidade mitocondrial (Marzo, I. et al., 1998) por Ca2+ (Chakaborti, T. et al, 1999; Kass, G. 
et al, 1999;), ceramida e espécies reactivas de oxigénio e azoto (Quillet-Mary, A. et al, 1997; 
Katsuyama, K. et al., 1998; Brown, G., 1999; Murphy, M., 1999) com inactivação de "Bcl-xL" e 
"Bcl-2" e libertação de citocromo-c, caspase 9, complexação de citocromo-c com 
"APAF-1" e activação de caspases e endonucleases (Krajewski, S. et al., 1999; Eskes, R. et al, 
1998; Yang, J. et al, 1997) resultando em sinais de apoptose e.g. escadagem do ADN e 
translocação da fosfatidilserina (Chien, M. et al, 1999). 
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Normalmente o FN-kB é detectável no núcleo e no sarcoplasma ligado ao IkBa. A 
miocalpaína é detectável no núcleo e no sarcomere ligada à titina (Sorimachi, H. et ai, 1995; 
Kinbara, K. et ai., 1997). 
O IkBa é fosforilado por uma cinase activada por uma via de sinalização (Claudio, E. et ai., 
1996; Schouten, G. et ai, 1997; Tanaka, M. et ai., 1999) e clivado por uma protease para libertar o 
FN-kB (Lin. Y. et al., 1995; Gnscavage, J. et al., 1996). O FN-kB é deslocado para o núcleo onde 
activa a transcrição de genes específicos. O IkBa recém-sintetizado é capaz de repressão 
pósindutiva deslocando o FN-kB nuclear para o sarcoplasma (Arenzana-Seisdedos, F. et ai., 
1997). 

A hipótese da miocalpaína clivar O IkBa (Myamoto, S. et ai., 1994; Baghdigman, S. et ai, 1999) 
levanta algumas objecções. Factores como e.g. FNTa, IL-6, LPS induzem caquexia 
muscular (Kawamura, I. et al„ 1999; Li, Y., 1998) e bloqueiam o efeito anabólico de FCI-1 
(Frost, R. et ai., 1997) através do FN-kB. Se a miocalpaína tiver por função libertar o FN-kB 
e baixar os niveis de IkBa vai favorecer a persistência nuclear e aumento do nível de FN-
kB promovendo a caquexia e a citotoxicidade (Claudio, E. et ai., 1996; Frost, R. et ai., 1997), o 
que nega a correlação da miocalpaína com a conservação muscular (Richard, I. et ai., 1995; 
Ueyama, H. et ai., 1998) e a diminuição do respectivo ARNm na presença de IL-6 (Tsujinaka, 
T. et ai., 1996). 
Como o sistema das calpaínas gerais e da ubiquitina-proteassoma se mantêm funcionais e 
têm potencialidade de libertar o FN-kB do IkBa fosforilado (Han, Y. et ai., 1999) também 
não faz sentido que a miocalpaína seja necessária à cisão do complexo IkBa / FN-kB). A 
eventual necessidade de miocalpaína para clivar o complexo IkBa / FN-kB se a fibra 
muscular por programação ontogénica ou efeito epigenético e.g. maturação hormonal, 
passar a produzir uma isoforma resistente à cisão ou níveis superiores de expressão 
IkBa ou por alterações cinéticas de processamento, colidiria de novo com a objecção de 
falta de correlação da função da miocalpaína com a activação de FN-kB e indução de 
atrofia muscular (Ueyama, H. et ai., 1998). Logo a função da miocalpaína deverá reflectir-se 
no controlo da sinalização via FN-kB, reduzindo os níveis e a persistência do FN-kB 
opondo-se à transição para a fase catabólica e indução de apoptose. A subida de FN-kB 
desencadearia a transcrição de genes como IicBa e "A20" produzindo uma retroacção 
oposta à activação. 
Os níveis elevados de IkBa também contrariam a hipótese de bloqueio de dissociação do 
complexo IkBa / FN-kB por ocorrerem quando há activação transcricional de genes FN-
kB dependentes (Brown, K. et al„ 1993; Sun, S. et al„ 1993). A persistência de IkBa elevado 
assinalaria uma disfunção de mecanismos reguladores dos níveis IkBa e FN-kB e.g. 
compartimentação (Arenzana-Seisdedos, F. et ai, 1995, 1997), síntese (Weil, R. et ai., 1997; 
Krappman, D. et ai., 1997), processamento (Baldassarre, F. et ai., 1995), degradação (Suyang, H. et 
ai., 1996) ou estimulação (Pahl, H. et ai., 1996; Guo, Q. et al„ 1998) revertível por miocalpaína 
funcional. 
O aumento reactivo de IkBa levaria ao bloqueio total da sinalização via FN-kB 
impedindo a manutenção da função antiapoptótica (Stehlik, C. et ai., 1998; Wang, C. et ai., 1998; 
Zhi-Lang, C. et ai, 1997). 

Existe uma multplicidade de heterodímeros FN-kB (Beg, A. et ai., 1994) e de isoformas IkB 
(Whiteside. S. et al., 1997; Baumann, Bernd et al., 1998) responsáveis por comportamentos 
diversos e mesmo antagónicos (Yi, A. et al., 1998) no sistema IkB/FN-kB ( May, M. et al., 
1997), o que dificulta a interpretação da desregulação na deficiência da miocalpaína. 
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Há uma certa analogia com a depressão prolongada de FN-kB, desregulação do Ca + , 
pressão oxidativa e disfunção mitocondrial nos mutantes présenilina-1, resgatada pela 
reposição da isoforma, "sAPPa", derivada da proteina precursora amilóide a-secretase 
(Guo. Q. et ai., 1998; De Strooper, B. et ai., 1998), salientando o mecanismo regulador do 
processamento de proteínas a nível do retículo endoplasmático (Pahl, H. et ai., 1996,1997, 
1999; Kretz-Remy, C. et al„ 1998 ) e tráfego para o aparelho de Golgi (Lin, Z. et ai., 1998) na 
estimulação do FN-kB. O efeito da activação vai depender de diversos factores podendo 
OU não induzir a apoptose (Mann, D., 1996; Lin, K. et ai., 1998; Lin, B et ai., 1999; Webster, G. et ai., 
1999; Teixeira, E. et ai., 1999; Grumont, R. et ai. 1999). A activação do FN-kB estimula a 
produção e.g. de IkBa e P (Krappman, D. et al„ 1997), de "c-IAPl e 2, TRAF le 2" ( Wang, c. 
et al., 1998) antiapoptóticos, de "A20" que reprime a activação do FN-kB (Ferran, C. et al., 
1998), de FNTa que deprime via ceramidase (Oral, H. et al., 1997), tal como a tiol-protease 
p94, corn imunorreactividade cruzada com a miocalpaína, via receptores da rianodina 
(Shevchenko. S. et ai., 1998), as correntes de Ca~+ (Yokoyama, T. et ai., 1993; 1997) envolvidas no 
reforço intrínseco (Dolmetsch, R. et ai., 1998) ou sinérgico com espécies oxidantes (Sen, C. et 
ai., 1996) da estimulação do FN-kB, revelando a complexidade potencial dos mecanismos 
envolvidos, em contraste com as conclusões algo controversas e imediatistas do estudo da 
interacção da miocalpaína com o sistema IkBa/FN-kB (Baghdiguian, S. et ai., 1999), 
implicando inactividade do sistema ubiquitina-proteassoma e das calpaínas gerais e 
necessidade de miocalpaína para o funcionamento do sistema IkBa/FN-kB, a qual se 
encontra deprimida quando este sistema está estimulado (Tsujinaka, T. et ai., 1996). A função 
processadora da família das calpaínas aliada à fase anabólica da correlação funcional dos 
níveis elevados da miocalpaína faz suspeitar da intervenção dum mecanismo análogo ao 
de desregulação retículo endoplasmático em que a perturbação do tráfego de proteínas 
induz alterações similares às que ocorrem e.g. na perda de Ca~+ pelo retículo 
endoplasmático, ou bloqueio da N-glicosilação, com produção de espécies reactivas de 
oxigénio pelas oxidases, activação de "Irep" com transcrição de genes "GADD" 
dependentes e activação de "PERK" e "PKR" com bloqueio da tradução por fosforilação 
de "eLF2a", as quais seriam só por si responsáveis pela apoptose (Kaufman, R., 1999), 
embora o FN-kB que aumenta e.g. por efeito da "PKR" possa também contribuir (Gil, J. et 
ai., 1999) e.g. pela indução do ligando "Fas" (Tetxeiro, E. et al„ 1999), teria no entanto nesta 
situação um efeito protector contra a apoptose (Guo, Q. et ai., 1998; Kaufman, R., 1999). 
A indução de proteínas companheiras envolvidas na maturação de proteínas no retículo 
endoplasmático, via "Irep", coarcta o efeito deletério de agentes apoptóticos (Liu, H. et ai., 
1997; Guo. Q. et ai. 1998 Mar; Kaufman, R., 1999) possivelmente por bloqueio da "Irep", 
"PERK" e "PKR". 

A necrose frequentemente descrita nas biópsias é uma expressão alternativa da apoptose 
quando nos tecidos ocorrem níveis baixos de ATP (Halestrap, A., et ai. 1998; Qian, T. et ai., 
1999). 
A disfunção do retículo endoplasmático com activação da resposta de sobrecarga é admitida 
em diversas doenças e.g. fibrose cística, deficiência de al-antitripsina, bócio hipotiroideu 
congénito e doença de Alzheimer (Kaufman, R., 1999). A miocalpaína sendo uma enzima 
processadora ligada à titina no sarcómero poderá de modo semelhante estar envolvida na 
maturação de uma isoforma de uma proteína do sarcómero, resultando a sua disfunção na 
activação patológica da "PKR"(Gil, J. et al„ 1999), ou desregulação da homeostase do Ca2+, 
e.g. via receptores da rianodina (Shevchenko, S. et ai., 1998). 

Seja qual for o mecanismo de intervenção da miocalpaína, ainda falta explicar a diferença 
de latência na deterioração da fibra muscular na disfunção da miocalpaína e a coexistência 
de grupos musculares que nunca são afectados. 



A análise do modo da expressão do fenótipo implica a intervenção de factores que a 
condicionam, capazes de mascarar a deficiência de miocalpaína, período de latência ou 
préssintomático, ou evidenciá-la quando desactivados. Estes factores potencialmente 
ontogénicos e epigenéticos serão os principais responsáveis pela extrema variabilidade de 
latência e ritmo de evolução intra e interfamiliar, muito mais que o tipo de mutação 
(Fardeau, M. et al., 1996a,b; Urtasun, M. et al, 1998) ocorrido na miocalpaína. 

O bloqueio do ARNm da miocalpaína do rato (Poussard, S. et al, 1996) provou uma 
dependência imediata da presença de miocalpaína para a estabilidade do sarcomere 
enquanto na doença de Erb há um período considerável (Fardeau, M. et al, 1996a; Urtasun, M. 
et al., 1998 ) de prescindibilidade da miocalpaína nos músculos afectados, com latências 
diferentes e variáveis antes de ela se tornar crucial para impedir a atrofia, em 
contraposição com outros músculos que permanecem inalterados, logo miocalpaína 
independentes. 
O condicionalismo subjacente ao grau de dependência da miocalpaína para a manutenção 
muscular poderá ser explicado pela alteração da composição de isoformas moleculares 
(Silberstein, L. et ai., 1986; Russell, S. et ai, 1993) que se sucedem na maturação muscular 
(Soussi-Yanicostas, N. et ai, 1990) alterando a fisiologia das miofibras por diferenças de 
linhagem miológica com programas ontogénicos distintos (Couly, G. et ai., 1992), neste caso 
por substituição ou alteração de níveis de isoformas cuja formação defeituosa teria 
implicações na regulação do sistema IkBa / FN-kB e.g. via "PKR". 
Nos tipos de fibra muscular mais imaturos haverá prescindibilidade ou mecanismos 
supletivos da deficiência de miocalpaína. Uma alteração na regulação desses 
mecanismos, a expressão de uma isoforma de substrato resistente, uma alteração na 
cinética de processamento ou expressão de níveis sobressaturantes para o sistema 
supletivo, criariam um quadro fisiológico que requer intervenção específica da 
miocalpaína para suprir essa dependência, nas miofibras cujo programa peculiar de 
maturação, as sensibiliza à disfunção. 

A síndrome da DMC comporta etiologias genéticas distintas com uma expressão 
fenotipica clínica pleomórfica e sobreponível, dificultando a descriminação clínica 
apesar de alguns detalhes indiciadores de um determinado tipo. 
As sarcoglicanopatias (Ben Hamida, M. et ai, 1983; Dubowitz, V., 1980; Salih, M. et ai, 1983; Zatz, 
M. et ai., 1989; Passos-Bueno, M. et ai., 1993), ao intervirem na disfunção do citoesqueleto 
podem apresentar algumas semelhanças com as distrofinopatias (Fardeau, M. et al., 1996b) 
manifestando-se por macroglossia, cardiopatia e hipertrofia dos gémeos. Embora 
predominem as formas de agravamento rápido (Passos-Bueno, M. et al. 1996), contudo 
também ocorrem formas de curso clínico suave o que associado a formas de Erb também 
de agravamento rápido (Passos-Bueno, M. et al. 1999) retira capacidade de destrinça ao modo 
de evolução. A TAC ao demonstrar atrofia do quadricípete favorece o diagnóstico de 
sarcoglicanopatia (Eymard, B., 1997), enquanto que na doença de Erb demonstra atrofia dos 
adutores e flexores da coxa (Fardeau, M. et al, 1996a,b; Urtasun, M. et al., 1998). 
A disferlinopatia, DMC 2B, afecta uma proteína sarcolémica (Anderson, L. et al, 1999). Nos 
casos conhecidos tem tido início na cintura pélvica e um curso mais suave que a doença 
de Erb, com atrofia dos gémeos e incapacidade de se pôr em "bicos dos pés" na maioria 
dos casos (Bushby, K„ Beckmann, J., 1995; van der Kooi, A. et ai, 1996; Passos-Bueno, M. et ai , 1999). 

Enquanto se aguarda que a colheita sistematizada em curso de informação clínica ajude a 
definir particularidades discriminadoras é de salientar que a TAC possa vir a ter esse 
papel ao determinar o grau e padrão exacto de atingimento muscular (Bushby, K., Beckmann, 
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J., 1995; Fardeau, M. et al., 1996; Urtasun, M. et al., 1998; Richard, I. et al., 1999), se permitir 
estabelecer correlações seguras com os diversos tipos genéticos. 

Tem sido descritos diversos fenótipos clínicos de doença de Erb. A forma proximal ou 
canónica de Erb é a predominante, segue um padrão de atingi mento simétrico, selectivo 
de grupos musculares das cinturas e proximais. A forma distai associa atingimento inicial 
do tibial anterior imitando a síndrome escápuloperonial. A forma rígida apresenta-se com 
contracturas dos flexores da coxa e do cotovelo além das dos gémeos. A forma 
pseudometabólica acusa mialgia de exercício, tem início tardio e paradoxalmente 
preservação muscular (Fardeau, M. et al., 1996b; Penisson-Besnier, I. et al, 1998), poderá estar 
relacionada com um efeito de acidose (Lemasters, J. et ai., 1998) ou deficiência de complexo I 
(Kataoka, A. et ai., 1997; Ausma, J. et ai, 1998). 

O pleomorfismo clínico da doença de Erb intersecta-se com o mimetismo e atipicidade 
de uma série de patologias intrínsecas e reflexas do músculo colocando diversos 
diagnósticos diferenciais. 
As formas atróficas de DMC 2A podem ser mimetizadas e.g. por doenças neurológicas: 
e.g. atrofia muscular espinhal tipo III, síndrome escápuloperoneal; doenças inflamatórias: 
e.g. polimiosite, dermatomiosite, miosite dos corpos de inclusão, sarcoidose; doenças 
metabólicas: e.g. glicogenose adulta da maltase ácida, lipidose da desidrogenase de 
ácidos gordos curtos, lipidose miopática da carnitina; miopatias congénitas: e.g. 
nemalina, core central, miotubular; miopatias endócrinas: e.g. tirotoxicose, 
hipotiroidismo, síndrome de dishing, acromegalia; miopatias iatrogénicas e.g. 
corticoterapia, antipalúdicos, inibidores da síntese do colesterol; e distrofias musculares: 
e.g. D. M. de Duchenne e de Becker, D.M. de Emery-Dreifuss, síndrome da espinha 
rígida, D. M. Facioescápulohumeral, D.M. Escápuloperoneal e DMCs . 
A forma miálgica de DMC 2A pode simular e.g. doenças metabólicas: e.g. glicogenose 
da miofosforilase, fosfofrutocinase, fosfogliceratocinase, fosfogliceratomutase, lactato 
desidrogenase; lipidose da carnitina palmitoíltransferase; e doenças vasculares: e.g. 
displasia fibromuscular, doença de Buerger, esclerodennia e amiloidose (Shields Jr., R., 
1994; Engel, A.,1996; Mendell, J. et ai., 1998). 

Os exames auxiliares de diagnóstico e.g. a Electrofisiologia e a Anátomopatologia são 
essenciais (van der Kooi, A. et ai, 1996; Engel, A., 1996) na determinação do diagnóstico. 
A imunohistoquímica desempenha actualmente um papel relevante na exclusão de 
distrofinopatias e sarcoglicanopatias reduzindo o número de casos de DMC que terão de 
ser sujeitos a genética molecular para decidir a possibilidade de doença de Erb (Anderson, L., 
1996). O aparecimento recente de imunodiagnóstico para a doença de Erb, embora exija 
cautela nos perfis quase normais (Anderson, L. et al„ 1998), ao detectar a ausência de 
miocalpaína nas mutações nulas (Spencer, M. et al, 1997), vem permitir reduzir ainda mais o 
número de casos a ser analisados, pela genética molecular. 
A descoberta de apoptose mionuclear associada à presença de IkBot (Baghdiguian, S. et ai., 1999) 
vem revolucionar o rastreio e diagnóstico da doença de Erb reduzindo consideravelmente a 
quantidade de amostras que irão ser submetidas a rastreio exónico de miocalpaína para 
caracterização da mutação. 

A prevalência da DMC varia com o tipo de população e vai determinar a carga de 
trabalho laboratorial a ser solicitada. 
Os estudos epidemiológicos apontam para uma prevalência máxima em populações 
endogâmicas. 
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Na Ilha da Reunião, onde existe uma comunidade atingida por DMC 2A em condições 
de endogamia a prevalência de DMC 2A atinge 48 x 10 6 (Fardeau, M. et al., 1996). 
Em Guipúzcoa, com uma população genética e antropológicamente caracterizada pela 
estanquicidade, a prevalência de DMC atinge 69x 10 ~6 com 70% dos casos afectados à 
D M C 2A (Urtasun, M. et ai, 1998). 
Em populações exogâmicas é de esperar devido à permuta genética e à natureza 
hereditária recessiva da doença de Erb uma prevalência menor de DMC 2A. 
Na Holanda num estudo epidemiológico sob critérios de diagnóstico rigorosos, 
abrangendo DMCs autossómicas dominantes, recessivas e inaugurais, apoiado em 
registos demográficos e clínicos fidedignos, a estimativa da prevalência de DMC foi de 
8,91x10"' (van derKooi, A. et ai., 1996). Embora neste género de populações a prevalência 
seja menor, o maior tamanho da população, a heterogeneidade genética da DMC, com 
diversas etiologias, e a diversidade de mutações esperada devido à aleatoridade 
mutacional no gene da miocalpaína e menor influência de efeitos fundadores, dificulta 
consideravelmente o diagnóstico devido ao predomínio de casos inaugurais sem locus 
definido e casos representativos de mutações novas ou já conhecidas mas sem associação 
haplotípica definida. 

A exploração de mutações desconhecidas e imprevisíveis em grandes genes e populações 
afectadas carece do emprego de um método de rastreio sensível e rápido para reduzir o 
número de casos ou exões a submeter a sequênciação. A sequenciação automática 
permite de uma forma expedita caracterizá-las logo que detectadas. 

Actualmente estão publicadas 100 mutações distintas (97: Richard, I. et ai, 1999; 3: Chou, F. 
et al., 1999) com 67% de mutações pontuais, 23% de excisões e 10% de inserções. 
23% das mutações pontuais atingem CpGs, frequência inferior à média encontrada (35%) 
para a desaminação espontânea da 5-metil desoxicitidina monofosfato nos vertebrados 
(Cooper, D., Youssoufian, H., 1988), o que poderá representar um excesso das outras formas de 
mutação neste gene, ou um gene com menos CpGs, ou um gene filogenéticamente menos 
recente. 

A abundância e a eventualidade de novas mutações pontuais aleatórias obriga forçosamente 
ao uso de métodos muito sensíveis e expeditos para as detectar. Os métodos conhecidos 
aplicados a este fim são e.g. a electroforese em gel de gradiente desnaturante (Fischer, S. e 
Lerman, L., 1979), a cisão química (Cotton, R. et ai, 1988) ou enzimática (Winter, E. et ai, 1985) de 
desemparelhamentos, a electroforese de polimorfismos conformacionais de cadeia simples 
(Orita, M. et ai., 1989), a electroforese de heteroduplexes (Keen, J. et ai., 1991), a electroforese de 
polimorfismos conformacionais de ARN (Danenberg, P. et al„ 1992; Sarkar, G. et al., 1992a), a 
electroforese conformacional de cadeia dupla (Saad, F. et ai., 1994; Korkko, J. et al„ 1998 ), PCCS 
com iniciadores fluorescentes (Makino, R. et ai., 1992) e perfil-ddF uni- (Sarkar, G. et ai., 1992b; Liu, 
Q. et ai., 1994) e bidireccional (Liu, Q. et ai., 1996). 

O objectivo fundamental deste trabalho constituiu a experimentação de uma metodologia 
de rastreio mutacional, o PCCS, articulada ao diagnóstico por sequênciação automática de 
mutações no gene da miocalpaína, (calpaína 3). Pretende-se com esta metodologia aplicada 
a casos de DMC prévia e devidamente descartados de patologia concorrente por EMG e 
biópsia, seleccionar e diagnosticar os casos afectados de doença de Erb, (DMC 2A). 
O diagnóstico visa poder proporcionar aconselhamento genético, diagnóstico prénatal e 
préssintomático, orientação terapêutica e prognóstico. 

17 



Procedimento Experimental 

1- Natureza das Amostras: 

Amostras de sangue venoso periférico colhidas com anticoagulante, obtidas de casos com 
distrofia muscular das cinturas (DMC) e de controlos com outras patologias genéticas, 
com consentimento informado, em doentes do Instituto de Genética Médica Jacinto de 
Magalhães (IGMJM). 

2 - Rastreio de Polimorfismos Conformacionais de Cadeia Simples 
(PCCS): 

I -Extracção de ADN genómico de linfócitos de sangue total com precipitação salina de 
proteínas ( Miller, A. et ai., 1988 ). 

II- Reprodução exónica por reacção em cadeia da Taq ADN polimerase (RCP), 
( Fougerousse, F. et ai., 1994 ) com iniciadores intrónicos num termociclador Perkin 
Elmer Gene Amp PCR System 2400. 
Formação de solução final, de 48pL, com: 45pL de PCR Supermix (GibcoBRL), 
lpL(lOOng) de iniciador F, luL(lOOng) de iniciador R, (GibcoBRL), luL (lOOng ) de 
ADN genómico. 
Programa de termociclação: desnaturação a 95°C em 5 minutos, 30 ciclos ( com 
desnaturação a 92°C em 40 segundos, ligação ou hibridação do iniciador à temperatura 
adequada ( Richard, I. et ai., 1995 ) em 30 segundos, extensão a 72°C em 30 segundos), 
polimerização final a 72°C em 6 minutos. 

Ill-Verificação da pureza dos produtos de RCP corados com brometo de etídio por 
electroforese em gel de agarose 1%. 

IV- Resolução de PCCSs (Glavac, D. et ai., 1993; FMC BioProducts Catalog, 1998): 
Solução com 5 \iL de solução RCP e 5uL de solução com 93% formamida 25M, 5% 
ácido EDTA 0,5M, 1% xileno cianol 0,18M e 1% azul bromofenol 0,14M. 
Desnaturação dos exões a 94°C durante 3 minutos. Arrefecimento em banho de gelo. 
Aplicação da solução em gel "MDE" 0,5% de 0,75mm (FMC BioProducts). Electroforese 
a 240 V. Revelação por método de AgN03 (Budowle, B. et ai., 1991). 
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3 - Pesquisa de Mutação na Sequência Exónica : 

I- RCP das amostras com bandas desfasadas. 

II- Purificação dos exões: 
Electroforese em agarose 2% de 45 uL de solução RCP com 5uL de corante. Excisão da 
banda do gel. Filtração do excerto em colunas 0,45um (ULTRAFREE-MC MILIPORE) 
sob centrifugação a 6000 rpm, 15 minutos. 

III-Semiquantificação do ADN purificado por electroforese em agarose 2 % de solução 
de 2uL de filtrado, 3uL de H20 e luL de corante. 

IV- Produção de ADNs monocatenares para sequenciação com RCP assimétrica com 
terminadores fluorocrómicos, 3'-fluorocromo-didesoxinucleótido trifosfato, e Taq-FS-
ADN-polimerase pelo método "BigDye Terminator" (PE Applied Biosystems). 
Solução de: 4uL de solução BigDye, 4p.L de iniciador (isoladamente só F ou só R por 
reacção), 3 uL de ADN semiquantificado (50 ng), ou até 15uL se o sinal for fraco. 
Termociclação segundo o programa do exão. 

V- Preparação dos ADNs monocatenares. 
Precipitação por adição de 20uL de MgCl2 2mM e 55L.IL de etanol absoluto. 
Homogeneização. Centrifugação a 13 000 rpm, 30 minutos. Eliminação do sobrenadante. 
Lavagem do depósito com 300uL de etanol 70%. Centrifugação a 13000 rpm, 5 
minutos. Evaporação do etanol. Desnaturação por dissolução do depósito em 25uL de 
TSR ("template suppressor reaction") e incubação a 94°C 3 minutos. 

VII - Sequenciação automática didesoxi-fluorocromática: 
Sequenciador automático: ABI PRISM 310 GENETIC ANALYZER, PE 
Programa: DNA Sequencing Analysis Software (PE Applied Biosystems). 

VIII- Identificação da alteração de sequência do exão por comparação com a sequência 
padrão (Richard, I. et ai., 1995). 
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Resultados 
Quadro sinóptico dos resultados do rastreio em curso da doença de Erb 
na síndrome da DMC 

N" código L'X ex 
2 

ex 
3 

ex 
4 

ex 
5 

ex 
6 

ex 
7 

ex 
8 

ex ex 
10 

ex 
11 

ex 
12 

ex 
13 

ex 
14 

ex 
15 

ex 
16 

ex 
17 

ex 
18 

ex 
19 

ex 
20/21 

ex 
22 

ex 
23 

ex 
24 

Ind 

1 2 1 XI 1 1 1 1 1 XI 6 
2 6 1 XI 1 1 1 1 1 1 XI 4 
3 10 1 XI 1 1 1 1 XI 8 
4 1 1 1 XI 1 1 1 1 1 1 XI 3 
5 12 1 XI XI XI 12 
6 14 1 XI 12 
7 16 XI 1 1 1 1 XI 1 8 
8 17 1 XI 1 1 1 1 XI XI 7 
9 23 XI 1 1 1 1 1 XI XI 4 

10 24 XI 1 XI XI 8 
li 25 1 XI 1 1 XI XI 6 
12 32 1 XI 1 | 1 1 XI XI 5 
13 33 XI 1 XI XI 1 12 
14 34 1 XI 1 1 XI XI 5 
15 35 1 XI 1 1 1 1 1 XI 3 
16 36 1 XI 1 1 1 1 1 XI XI 4 
17 43 M 1 XI 1 1 1 1 1 XI 3 
18 47 1 XI 1 1 1 1 XI 6 
19 49 1 XI 1 1 XI 10 
20 50 XI 1 1 XI 10 
21 51 XI 1 1 XI 13 
22 53 1 XI 1 1 1 XI 7 
23 54 1 1 XI 1 XI 9 
24 56 XI XI 1 1 1 1 XI 10 
25 57 XI 1 1 XI 14 
26 58 XI XI 1 1 1 1 XI 10 
27 59 XI XI 1 1 1 XI 12 
28 60 XI XI 1 1 XI 14 
29 61 XI XI 1 1 1 XI 12 
30 62 XI XI 1 1 1 XI XI 10 
31 63 XI 18 
32 70 1 1 1 1 1 1 XI 10 
33 97 1 1 XI 15 
34 115 1 1 XI 15 
35 123 1 18 
36 127 1 1 1 XI 15 
37 129 1 XI 1 17 
38 140 1 1 1 1 1 1 1 XI | 1 9 
39 146 1 1 XI 16 
40 148 1 1 XI 16 
41 161 1 19 
42 169 1 18 
43 186 1 XI 18 
44 Cl 02 D 1 
45 Cl 05 O 1 1 1 1 1 1 1 1 
46 Cl 06 P 1 1 1 1 1 1 1 1 
47 Cl 11 1 1 1 ! 1 1 1 1 
48 Cl 17 1 1 1 l 1 1 1 1 1 
49 C716 1 1 | 1 

legenda: 
N° : n" da amostra; código: código da DMC; ex: exão; Ind: n° de exões por definir no gene 
1 : exão com PCCS normal definido pelo autor; XI: exão com PCCS normal definido por outro autor 
M: PCCS de uma mutação; P: PCCS de um polimorfismo; C: controlos 
(resultados obtidos a 4°C, a 240V, sem aditivos e.g. glicerol) 
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Rastreio e diagnóstico genético molecular de 
miocalpaínopatias: mutação 60AA 

Fig.l 
Controlo da RCP por 
electroforese em gel 
de agarose 1 % 

f | ; * 

;- * 

Fig. 2 
Rastreio de 
mutações por 
electroforese de 
polimorfismos 
conformacionais 
de cadeia simples 
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Fig.3 
Sequenciação 
automática por 
electroforese capilar 
de produtos 
didesoxiterminal 
fluorescentes da RCP 
assimétrica 

Fig.4 
Excerto da 
sequência 
padrão da 
miocalpaína 
(Richard, I. et 
ai., 1995) para 
determinação 
da 60AA 
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Discussão 

Nenhum dos genes dos 44 doentes completou o rastreio exónico. No entanto um dos 
exões 1 pertencentes a uma DMC exibiu um PCCS, M, diferente dos controlos. A 
sequênciaçào de M revelou a mutação em homozigotia 60AA. 
Foram detectados mais 3 PCCSs suspeitos, Ps, que aguardam sequênciaçào. Como 
pertencem a controlos, poderão ser mutações em hemizigotia, i.e. portadores, ou 
polimorfismos. 
Os resultados obtidos para os restantes exões são função das condições experimentais em 
que foram realizados, a 4°C, 240V, sem aditivos, sendo necessário explorar sob uma série 
de outras condições experimentais para se conseguir uma sensibilidade de 100% (Michaud, 
G. et ai., 1991; Hayashi, K. et ai., 1993), eventualmente revelando a existência de falsos 
negativos. 
Qualquer um dos doentes tem ainda de completar a exploração da totalidade dos exões do 
gene nas condições experimentais adoptadas e repeti-la sob outras. 
A expectativa máxima de doentes a identificar se for tomada como referência para esta 
série de doentes a proporção de 60% de formas recessivas que ocorrem nos casos 
familiares de DMC na Holanda (van der Kooi, A. et ai., 1996) articulada com a proporção de 
30 a 50% de doença de Erb nas formas recessivas familiares de DMC (Passos-Bueno et ai., 
1996; Richard, 1. et ai, 1997, Dinçer, P. et ai, 1997) é entre 8 a 13. 
Um modelo alternativo, de referência, é um estudo realizado por selecção de DMC 
idiopática com distrofina, merosina e a-sarcoglicano normal num banco de biópsia 
muscular com origens geográficas diversas, apontando uma frequência de 9,2% de 
doença de Erb na DMC (Chou, F. et al., 1999). Segundo este modelo apenas se identificariam 
4 doentes nesta série. 
Na exploração genética molecular realizada até ao momento no IGMJM da DMC 
envolvendo 68 doentes, 47 % dos casos foram identificados, contabilizando 25% de 
y-sarcoglicanopatias, 12% de a-sarcoglicanopatias, 6% de sarcocalpaínopatia (doença de 
Erb) e 4% de p-sarcoglicanopatias. Estas proporções reflectem uma exploração inicial de 
mutações conhecidas frequentes e.g. de y-sarcoglicanos (47% 521 AT homozigótica; 35% 
C283Y homozigótica) seguida da pesquisa de mutações desconhecidas, de concretização 
mais laboriosa. O desvio actual em relação às distribuições familiares encontradas (Passos-
Bueno, M. et ai., 1996, 1999) reflectem uma análise não restricta a casos familiares, a presença 
de casos de etiologia ainda por determinar, uma metodologia diferente ou talvez uma 
distribuição peculiar de patologia genética na população, a qual se reflectirá na proporção 
de casos de DMC 2A, a definir quando a série estiver concluída. Se a tendência colhida 
nos dados de DMC obtidos se mantiver esta série deverá revelar pelo menos mais 2 
doentes com mutação na miocalpaína. 

Em séries analisadas por PCCS tem havido desde 100% (Michaud, J. et ai., 1991) das 
amostras com mutações até 20% (Groden, J. et ai, 1993). A eficiência publicada varia desde 
eg. 35% (Sarkar, G. et ai., 1992a, b), 73% (Michaud, J. et ai, 1992), até quase 100% (Onta, M. et 
ai., 1989; Glavac, D. et ai., 1993; van der Sijs-Bos, C. et ai, 1996). Nem todas as mutações são 
detectáveis por este método (Sarkar, G. et al„ l992a,b; Chou, F. et al., 1999) e falsos positivos ou 
falsos negativos não podem ser excluídos porque a sensibilidade não é 100%. A 
estratégia adoptada para aumentar a sensibilidade é repetir o PCCS sob 2 ou 3 condições 
experimentais diferentes o que em geral permite detectar a grande maioria das mutações 
em fragmentos até 300n (Hayashi, K. et ai., 1993). 
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A EPCCS é um método de rastreio muito divulgado na pesquisa de mutações 
desconhecidas. Baseia-se na migração diferencial em gel de fragmentos de ADN 
monocatenar dotados de estruturas secundárias e terciárias individualizantes. 
A conformação estrutural ao resultar do emparelhamento interno dos nucleótidos é 
específica da sequência correspondente. 
Demonstra-se por análise de variação da mobilidade, contribuições da natureza da 
mutação pontual, sequência envolvente e composição nucleotídica da cadeia, além de 
influência do tamanho do fragmento, temperatura e força iónica, fazendo depender a 
detecção de alteração da conformação, de condições peculiares restrictas a estabelecer por 
optimização empírica, pelo que um resultado normal em certas condições, pode ocultar 
uma mutação que se revela sob outras (Orita, M. et ai, 1989b; Suzuki, Y. et ai., 1990; Hayashi, K.et 
ai., 1993). 
A 4°C as cadeias ricas em pirimidinas apresentam menor variação de mobilidade que as 
ricas em purinas (Szalay, A. et ai., 1977; Glavac, D. et ai., 1993) e a mobilidade aumenta nas 
mutações nas regiões ricas em AT das cadeias ricas em pirimidinas e nas regiões ricas em 
GC nas cadeias ricas em purinas. 
A sequencia envolvente é mais importante que o próprio tipo de transição ou transversão 
ocorrido na determinação da variação da mobilidade (Glavac, D. et ai., 1993). 
A sensibilidade da EPCCS é influenciada pela composição do gel, tamponamento (pH), 
temperatura e tamanho do fragmento, reflectindo a variação conformacional do 
fragmento (Savov, A. et ai., 1992; Hayashi, K. et ai., 1993; Kukita, Y. et ai., 1997). 
Uma variável importante a optimizar na EPCS é a porosidade do gel. A maior 
concentração de acrilamida (8 a 10%) e menor ligação cruzada (1,3 a 2,6 %) produz géis 
de fibras longas e poros largos, facilitando a expressão da diversidade conformacional na 
mobilidade electroforética e reduzindo o tempo de electroforese resultando em 100% de 
sensibilidade para fragmentos de 100 a 200n (Savov, A. et ai, 1992; Glavac, D. et ai, 1993). 
Os aditivos polares , a 4°C, e.g. o glicerol e a glicose (5 ou 10%) tem efeito similar 
melhorando a resolução de fragmentos com mais de 200n a 25°C (Orita, M. et ai, 1989; 
Hayashi, K. et ai, 1993); a sacarose (10 ou 15%) melhora ainda mais a resolução. O efeito da 
formamida e ureia é menor, invertem a ordem de mobilidade das cadeias ricas en purinas 
e pirimidinas e tem pouco efeito na separação de bandas, assim como o butanol e o 
dimetilsulfóxido (Glavac, D. et ai, 1993). O polietileno glicol além de melhorar a separação 
de bandas, diminui o tempo de electroforese e estende o tamanho dos fragmentos 
analisáveis até aos 500n (Markoff, A. et ai, 1997). 
A temperatura tem efeito na conformação da cadeia. A 4°C pode ocorrer multiplicidade 
de bandas, por efeito de cadeias ricas em CG possibilitando mais de uma conformação 
metaestável (Orita, M. et ai, 1989) podendo desaparecer em condições de temperatura 
ambiente. A sensibilidade de detecção decresce com o aumento da temperatura (Glavac, D. 
et ai, 1993; Larsen, L. et ai, 1999) mas há determinadas alterações conformacionais que só se 
exprimem a temperaturas mais altas (Kanters, J. et ai, 1998) obrigando a explorar uma gama 
de temperaturas para contribuir para uma sensibilidade de 100%. 
O tamanho do fragmento também afecta a mobilidade e condiciona a sensibilidade do 
método. Há sensibilidade para fragmentos desde os 50n (Glavac, D. et ai, 1993). O método a 
4°C mantém uma sensibilidade superior a 90% para fragmentos entre 100 e 300n 
(Sheffield, V. et ai, 1993; Hayashi, K. et ai, 1993; van der Sijs-Bos, C. et ai, 1996), mas decresce para 
fragmentos maiores (Michaud, J. et ai, 1992; Sarkar, G. et ai, 1992a,b). 
Fragmentos até 800n podem ser analisados sob pH ácido (Kukita, Y. et ai, 1997) ou por 
electroforese capilar (Inazuka, M. et ai, 1997), ou ainda por recurso à produção de 
subfragmentos de tamanho adequado por cisão enzimática (Glavac, D. et ai, 1993; Hayashi, K. 
et ai, 1993). 
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A revelação da EPCCS pode ser feita por e.g. autorradiografia (Orita, M. et ai, 1989; Hayashi, 
K. et ai., 1989), quimiluminescência (Vignal, A. et ai.,1993), luminescência (Winterpacht, A. et ai, 
1991 ), fluorescência (Maki.no, R. et ai., 1992; Iwahana, H. et ai., 1995) ou coloração argêntica 
(Ainsworth, P. et ai., 1991; Budowle, B. et ai., 1991). 

A detecção de uma alteração na EPCCS pode levar à identificação de uma mutação, um 
polimorfismo, ou um artefacto. 
Os artefactos podem ocorrer por erro da RCP. A Taq ADN polimerase apresenta uma 
taxa de erro médio de 1,1 a 2,8 x 10" por nucleótido adicionado, com predomínio de 
transições AT ->GC (Saiki, R. et al„ 1988; Keohavong, P. et ai., 1989). Os efeitos desta taxa 
podem ser minimizados pelo uso de pelo menos 100.000 ADNs molde iniciais. Em 
quantidade inferior a probabilidade de erro é cerca de 1% (Krawczak, M. et ai, 1989). 
Outras causas de artefactos são e.g. iniciadores com nucleótidos degradados (Bauer, B. et 
ai., 1989; Eadie, .1. et ai, 1987), recombinação durante a RCP de fragmentos longos (Meyerhans, 
A. et al„ 1990), ou excesso de nucleótidos e MgCl2 (Larsen, L. et ai., 1999). A repetição da RCP 
permite em princípio descartar o artefacto. 
Os polimorfismos nucleotídicos ocorrem com uma frequência de cerca de lpn por cada 
100 ou 200pn (Botstem, D. et ai., 1988), mantêm-se na repetição de RCPs e são também 
detectáveis em controlos, a maioria sem expressão fenotípica, contribuindo para a 
constuição da variação polimóríica (Cotton, R„ Scriver, S., 1998). 
Polimorfismos fisiológicos ocorrem, por definição, na população com uma frequência 
não inferior a 1% (Vogel, F., Motulsky, A., 1986) e podem ter outros determinantes 
genotipicos além dos simples polimorfismos mononucleotídicos. 
As mutações nem sempre são inequívocas. Ao contrário das mutações alogas, disfásicas, 
juncionais e grandes exclusões ou inserções, as mutações dislogas são susceptíveis de 
induzir em erro devido ao seu potencial de ambiguidade etiopatogénica, obrigando à 
expressão in vitro do produto e teste de actividade para conclusão definitiva. Em 
alternativa, a análise de co-segregação do fenótipo com a mutação, o grau de conservação 
do aminoácido afectado, o domínio onde está incluído, a extensão da exploração do gene 
e a prevalência da alteração, são critérios alternativos de recurso. 
A ambiguidade resulta e.g. de a mutação aparentemente homóloga do 3o nucleótido do 
codão, possibilitar junção aberrante ou ARNm instável, ou substituição aparentemente 
inócua de um aminoácido não conservado resultando em patologia ou substituição 
aparentemente patológica de um aminoácido conservado mas fisiologicamente mudo 
presumir uma falsa mutação. 
A detecção de alteração de sequência dum exão não deve necessariamente obstar à 
exploração da totalidade dum gene. Outra mutação coexistente, cis-alelismo, (Cotton, R. e 
Scnver, S., 1998) pode coparticipar no fenótipo ou até ser a causa real. 
Na doença de Erb tem ocorrido mutações que iludem o diagnóstico por serem 
aparentemente sinónimas ou homólogas mas que criam sítios de junção aberrante (Richard, 
1. et ai., 1995b; Beckmann, J. et ai., 1996), ou escapam ao HDP e sequenciação por mutação de 
sitos de junção (Richard, I. et ai., 1995) sendo necessário na suspeita destas situações recorrer 
à análise de transcritos juncionados pelo método da transcrição ilegítima (Chelly, J. et ai, 
1989) ou ao teste de síntese de proteínas truncadas (Bateman, F. et ai., 1999) com avaliação da 
actividade da proteína (Ono, Y. et ai., 1998). 
Embora ainda não descritas (Richard, I. et ai, 1999), as mutações nos elementos reguladores 
da expressão e.g. no promotor ou num hipotético facilitador podem impedir a transcrição 
de exões normais, tal como mutações do sinal poliA da cauda podem instabilizar 
transcritos normais reduzindo ou anulando a expressão do gene, pelo que poderão 
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eventualmente simular uma menor sensibilidade do método usado (Richard, I. et ai, 1997; 
Chou, F. et al., 1999) quando se restringe a exploração genética molecular aos exões. 
O gene tem cerca de um elemento Alu por 2,5 Kn (Richard, I. et ai., 1995) podendo ocorrer 
excisão de alguns exões por recombinação entre elementos Alu orientados no mesmo 
sentido, repercutindo-se em RCP nula nos exões atingidos, e adjacência de exões 
distantes nos produtos de transcrição ilegítima (Richard, 1. et ai., 1999). 
Outras causas de RCP nula são as mutações pontuais ou as exclusões nos segmentos de 
hibridação de iniciadores (Kukita, Y. et ai., 1997). 
As mutações podem ainda escapar ao rastreio por PCCS quando não causam alterações 
conformacionais capazes de produzirem diferenças de migração, ou se localizam fora do 
segmento reproduzido na RCP i.e. nos intrões ou no promotor (Kukita, Y. et ai, 1997). 
As mutações isoladas são geralmente confirmadas por análise de segregação da mutação, 
por sequenciação das duas cadeias, cisão enzimática (Richard, I. et al, 1995 e 1997), ou RCP 
alélica específica (Newton, C. et ai., 1989; Urtasun, M. et ai., 1998), demonstrando a presença da 
mutação nos cromossomas dos progenitores e contribuindo para a descrição da 
distribuição na linhagem. 
Na prática a demonstração de que uma mutação disloga não é um polimorfismo é feita 
pelo teste de pelo menos 100 cromossomas na população controlo (Richard, L.etal., 1995, 
1999; Chou, Fetal., 1999). 

A mutação encontrada no decurso deste rastreio pertencia a um doente do sexo feminino, 
filha de pais consanguíneos do segundo grau, com início de sintomas cerca dos 15 anos. 

Fig.5: Genealogia da doente (IV:2) afectada de doença de Erb. 
(Dados colhidos pela Sra. Dra. Margarida Lima; programa Cyrillic 2.10). 

Aos 17 anos fez biópsia muscular que pelo "quadro distrófico incipiente", sugeriu a 
"exclusão de polimiosite". A repetição de biópsia aos 23 anos revela "lesões distróficas 
graves com destruição do tecido muscular, substituído por tecido fibroso e fibroadiposo e 
sem alteração sugestiva de patologia inflamatória". Actualmente com 33 anos apresenta 
incapacidade de se levantar dum assento e sérias limitações locomotoras (fase V/VI da 
escala de Gardner-Medwin e Walton, 1974). 
A mutação ocorre no exãol, com 309 pn, alterou a migração das bandas, concorrendo 
para o efeito a alteração conformacional e a redução de tamanho. A perda de um 
desoxinucleótido de adenina causou desfasamento do código de leitura, ocorrendo um 
codão terminador (TGA)108 pn a jusante. Em principio seria produzida uma proteína 
truncada de 56 aminoácidos pertencente à sequência única NS do domínio I da 
sarcocalpaína, regulador da actividade catalítica (Imajoh, S. et al„ 1986; Sorimachi, H. et ai., 
1989), sem qualquer hipótese funcional, mesmo se por hipótese o respectivo ARNm for 



estável, o que parece improvável (Maquat, L, 1995; Bateman, J. et ai, 1999). Logo trata-se de 
uma mutação nula. 
Este exemplo ilustra a prescindibilidade da sarcocalpaína à fisiologia dos tipos de fibra 
muscular dominantes antes do aparecimento dos sinais e sintomas. Estes traduzirão as 
substituições progressivas em isoformas sarcomoleculares cuja funcionalidade exige 
sarcocalpaína funcional, que ocorrem na maturação normal do indivíduo, reflectindo a 
sua individualidade ontogenética e epigenética na diversidade da história natural da 
doença, sem correlação com o tipo de mutação. 
A exclusão 60AA cria um sítio de corte para a Smal proporcionando um método 
alternativo de análise da segregação na linhagem. Outras enzimas de restrição específicas 
para a mutação encontrada são a Aval, BstNI e Xmal, segundo o programa PC/GENE. 

Os haplótipos definidos na genotipagem de marcadores polimórficos, para teste de efeito 
fundador, ligação ao locus da sarcocalpaína ou deriva genética, podem permitir no caso 
de haver haplótipos portadores recorrentes correlacionados com mutações específicas, 
passar directamente ao diagnóstico por sequenciação, cisão enzimática, ou RCP alélica 
específica do exão suspeito (Allamand, V. et ai, 1995; Richard, I. et ai. 1995, 1997; Urtasun, M, 
1998). 

A metodologia adoptada na detecção e diagnóstico da doença de Erb procura ser sensível 
ao predomínio de mutações pontuais recorrendo à descriminação de mutações por um 
método de rastreio adequado e à sequenciação automática como forma incontornável e 
expedita de diagnóstico genético. A inexistência de mutações predominantes ou 
agrupamento em exões específicos obriga à exploração total do gene. 
Como métodos empregados no rastreio de doença de Erb tem sido usado e.g. o 
heteroduplex (HDP) etídio bromídico (Richard, I. et al., 1995 e 1997), o PCCS 
quimiluminescente (Urtasun, M. et ai, 1998) e O PCCS isotópico (Chou, F. et al, 1999). 
O HDP tem vantagens em exões pobres em GC, de 200 a 600 pn e na pesquisa de 
heterozigotia, patente no aumento do n° de bandas. 
O PCCS tem demonstrado sensibilidade elevada nos exões ricos em CG até 300pn, nos 
exões pobres em GC até 200pn, ou nos intermédios a 4" C, embora a 4°C possam ocorrer 
bandas múltiplas metaestáveis (FMC BioProducts Catalog, 1998). 
O método de rastreio usado neste trabalho foi o PCCS argêntico associando rapidez, 
baixo custo e menor toxicidade que os radioisótopos a uma sensibilidade da ordem do 
nanograma (Budowle, B. et ai, 1991). 

Os métodos de rastreio imunológicos não pemitem afirmar que a sarcocalpaína presente 
seja funcional nem definir qual a mutação, requerem ainda cautela na interpretação de 
resultados quase normais (Anderson, L. et ai, 1998), mas a ausência é de grande ajuda ao 
rastreio de mutações (Spencer, M. et al, 1997). 
A existência de mionúcleos apoptóticos com IkBa (Baghdiguian, S. et al, 1999) na DMC 2A 
muda o protagonismo da Genética Molecular no rastreio de doença de Erb nas DMCs 
para a Histopatologia. A fluorescência terminal de cortes genómicos ("TÚNEL") 
associada à imunofluorecência de IkBa vai permitir provavelmente de modo inequívoco 
caracterizar uma DMC por disfunção da miocalpaína como doença de Erb no estudo da 
biópsia muscular. 

A análise genética molecular de genes grandes e o rastreio de populações requer 
metodologias eficientes, rápidas, económicas, de alta sensibilidade, reprodutibilidade, 
exactidão e produtividade. 
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Vários métodos tem surgido para selecção de produtos de RCP (Mullis, K, Faloona, F., 1987; 
Saiki, R. et ai. 1988) a sujeitar a sequenciação para identificação de mutações 
desconhecidas, e.g.: a electroforese em gel de gradiente desnaturante (Fischer, S., Lerman, L., 
1979; Myers, R. et ai. 1987; Sheffield, V. et ai, 1989; Satoh, C. et ai,1993), cisão química OU 
enzimática de desemparelhamentos (Cotton, R. et al.,1988; Winter, E. et al„ 1985), electroforese 
de polimorfismos conformacionais de cadeia simples (Onta, M. et ai., 1989), electroforese de 
heteroduplexes (Keen, J. et ai. 1991; White, M. et al., 1992), electroforese de polimorfismos 
conformacionais de ARNm (Danenberg, P. et al. 1992; Sarkar, G. et al„ 1992a), a electroforese 
conformacional de cadeia dupla (Saad, F. et al., 1994; Korkko, J. et al., 1998), PCCS corn 
iniciadores fluorescentes (Makino, R. et al„ 1992) e perfil-ddF uni- (Sarkar, G. et al., 1992b; Liu, 
Q. et al„ 1994) e bidireccional (Liu, Q. et al., 1996). 

A evolução, automatização e produção em larga escala de tecnologia microplaca de ADN 
(Southern, E., 1996) para análise de sequências baseada na hibridação ou polimerização 
sobre a totalidade de iniciadores possíveis, ou com iniciadores degenerados (Sachadyn, P., 
Kur, J., 1999), ou para detecção de polimorfismos mononucleotídicos por micro foco 
adsorção (Gilles, P. et al, 1999) ou sequenciação por microlectroforese capilar de alta 
velocidade (Lm, S. et al, 1999) poderá no futuro permitir análise mutacional mais eficiente, 
rápida e acessível. 
Actualmente as propostas para enfrentar as solicitações crescentes ao diagnóstico de 
mutações desconhecidas passam pela aplicação de tecnologias de rastreio programáveis, 
de elevada produtividade, envolvendo injecção automática, recorrendo das propriedades 
de electroforese capilar automática (ECA) sob diversas condições de temperatura, 
articulada ao PCCS fluorescente. Esta metodologia em relação à EPCCS em placa reduz a 
carga de trabalho, aumenta a produtividade e reprodutibilidade ao reduzir o grau de 
manuseio pessoal, além de ao funcionar sobre uma gama de tamanhos de fragmentos 
maior e definir um perfil individualizante, capaz de discriminação alélica sem recurso a 
sequenciação, permitir um nível de resolução e exactidão superior (Larsen, L. et ai., 1999). Se 
substituirmos a opção de iniciadores fluorescentes por didesoxinucleótidos fluorescentes, 
ainda mais sensível se torna o método, P-ddF, e para implementar esta metodologia 
apenas falta no IGMJM associar aos sequenciadores automáticos dispositivos de controlo 
de temperatura, para permitir operar sob diferentes condições experimentais (Ellison, J. et 
ai., 1994; Liu, Q. 1994, 1996,1999) intrínsecas à optimização dos métodos com componentes 
PCCS. 

Enfim, a experiência adquirida na metodologia adoptada no rastreio e diagnóstico de 
mutações confirmou a simplicidade do método de rastreio por PCCS, mas também o 
carácter de passo limitante, tendo como pontos mais sensíveis a polimerização dos géis de 
"MDE" (FMC Bioproducts), devido à instabilidade do persulfato de amónio e o momento de 
inactivação da solução de carbonato de cálcio na coloração argêntica. A tentação de um 
pouco mais de tempo para melhorar a intensidade das bandas pode ser fatal. O outro 
óbice do método é o tempo. O método é extremamente demorado e para ser rentável 
obriga ao processamento de uma grande série de amostras. Mas apesar destas medidas a 
exploração de um gene com muitos exões é uma tarefa dantesca sem possibilidade de 
resultados a curto prazo a menos que se melhorem e aumentem os recursos disponíveis, 
além dos pequenos imponderáveis, que por vezes ao ocorrerem prejudicam 
consideravelmente o rendimento do trabalho. Por tudo isto é recomendável a 
automatização, por prescindir dos numerosos passos de intervenção humana, mais 
susceptíveis de erro no processamanto de rotina de grandes séries, e permitir uma maior 
capacidade e rapidez de trabalho, eficiência e rigor, necessários a satisfazer 
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atempadamente as crescentes solicitações clínicas, além de que à semelhança do que é 
conhecido na história da industrialização ou informatização aplicada aos mais diversos 
sectores, se traduzir a médio prazo em melhor rentabilidade custo-produção que o 
processamento artesanal. 
O método já foi avaliado por diversos autores, apresentando uma eficiência satisfatória, 
que melhora variando as condições de análise, as quais são estabelecidas empíricamete 
pelo método tentativa-erro. Apesar das virtudes do método, a fazer fé nas publicações 
seria melhor substituí-lo por um método perfil-ddF, ao que rezam inexcedível em termos 
de sensibilidade e rapidez (Lm, Q. et ai., 1996,1999) para melhorar a eficiência de 
atendimento às solicitações de análise genética molecular. 
Neste trabalho não houve disponibilidade para definir as melhores condições 
relativamente às condições base adoptadas para o gene da miocalpaína. O melhor que se 
conseguiu foi definir para muitos dos exões normalidade sob as condições usadas e uma 
mutação, faltando ainda pelo menos mais duas para se assemelhar aos 6 % de DMC 2A 
obtidos no IGMJM admitindo idêntica homogeneidade da série. 
A descoberta de apoptose mionuclear com IkBa, vai permitir reduzir o número de 
amostras a submeter ao rastreio, estrictamente às que tiverem mutações de miocalpaína, 
pelo que a dificuldade irá se resumir ao rastreio entre os exões, eliminando o peso do 
rastreio entre amostras com DMCs de etiologias diversas. 
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Conclusão 
A doença de Erb defíne-se numa dicotomia crono-topológica onde após um período de 
latência grupos musculares específicos são sucessivamente atingidos na presença de 
outros que permanecem refractários evidenciando a heterogeneidade fisiológica da 
musculatura esquelética. 
O fundamento da heterogeneidade na susceptibilidade à eclosão da doença radica em 
diferenças moleculares expressas em obediência a um programa de ontogenèse (Crow, M. 
étal., 1986; d'Albis, A. étal , 1989; Russell, S. et al. 1993; Staron, R, Johnson, P., 1993; McKoy, G. et al, 
1998) e senescência (Monemi, M. et al., 1998) inscrito nos genomas das diversas linhagens 
miogénicas (DiMario, J. et al., 1993; Barjot, C. et al., 1995). 
Cada linhagem miogéllica (Braun, T., Arnold, H., 1996; Ghosh, S, Dhoot, G., 1998, May, Oct; Edom-
Vovard, F., et al, 1999) tem um programa próprio que define a agenda e as espécies das 
isoformas moleculares a exprimir (Butler-Browne, G. et al, 1984; d Albis, A. et al, 1986; Hartley, 
R. et al, 1991 ; Soussi-Yamcostas, N. et al, 1990; Yablonka-Reuveni, Z. et al, 1990; Pavlath, G. et al, 
1998). 
Este programa prédefinido (Brand-Saben, B, Christ, B, 1999) é praticamente autónomo 
(Silberstem, L. et al, 1986), ocorre independentemente do ambiente biológico, mas é 
susceptível de ser influenciado e.g. pelo ambiente hormonal (Mahdavi, V. et ai, 1987; van der 
Linden, C. et ai, 1996; Houmard,.!. et ai, 1999), inervação (Gundersen, K, 1998), desnervação 
(Yoshimura, tC, Haini, K, 1999), actividade (Goldspmk, G. et ai, 1991; Talmadge, R. et al.,1996), 
repouso (Taillandier, D. et ai, 1996; Jankala, H. et ai., 1997; Cios, N. et ai,1999), patologia (Sullivan, N. 
et ai,1997; Fang, C. et ai, 1995), estimulação eléctrica (Cotter, M. et al, 1991; Pette, D, Vrbova, G, 
1999), nutrição (Zdanowicz, M. et al, 1995 e 1997; Oumi, M, Yamainoto, T, 1999) e fármacos 
(Tsunekawa, N. et al, 1998; Vescovo, G. et al, 1998). 
O isoformismo ocorre praticamente na generalidade das moléculas constituintes do 
músculo (Schiaffmo, S, Reggiani, C, 1996), explica a plasticidade adaptativa do músculo 
esquelético (Pette, D, Staron, R, 1988, 1997) e o espectro de desempenho das miofibras 
(Bottinelli, R. et ai, 1999). 
As alterações moleculares que se têm de produzir para que a deficiência funcional da 

miocalpaína se manifeste, associada ao potencial polimorfo da agenda e isoformas 
explicam o tempo de latência, a variabilidade intra- e interfamiliar da evolução, devido a 
factores genéticos e epigenéticos individuais, e a selectividade de grupos musculares, pela 
diferença de programa em cada linhagem miogénica. 
Uma intervenção terapêutica eficiente vai depender do grau de conhecimento adquirido 
no âmbito da fisiologia das variantes das linhagens miogénicas e do comportamento face 
a factores externos manipuláveis. 
A suplementação nutritiva tem uma função fundamental na conservação da massa 
muscular nas distrofias (Winghertzan, M. et ai, 1998; Zdanowicz, M. et ai, 1995 e 1997). O défice 
ou o desequilíbrio nutritivo levam à aceleração da degradação muscular (Ilian, M. et ai, 
1992; Oumi, M, Yamamoto, T., 1999). 
As situações inflamatórias ou infecciosas aceleram a atrofia muscular (Temparis, S. et ai, 
1994; Fang, C. et ai, 1995; Tsujinaka, T. et ai, 1996; Li, Y. et ai, 1998) pelo que devem ser 
acauteladas e tratadas vigorosamente. 
Há diversos fármacos com potencialidades na disfunção muscular e.g. inibidores das 
calpaínas (Wang, K. et ai, 1994; Debiasi, R. et ai, 1999; Iwamoto, H. et ai, 1999), retentores do Ca2+ 

110 retículo sarcoplásmiCO (Louis, C. et ai, 1997; Fruen, B. et ai, 1997; Manev, H. et ai, 1997; Yu, Z. 
et ai, 1999), inibidores da angiotensina (Vescovo, G. et ai, 1998; Yamaguchi, F. et ai, 1999), 
inibidores do sistema ubiquitina-proteassoma (Attaix, D, 1997; Breuille, M, 1993; Tischler, M. et 
ai, 1997), esterais (Lewis, M. étal., 1999) e inibidores da transição de potencial da 
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mitocôndria e.g. ciclosporina A, trifluoperazina, (Friberg, H. et al., 1998; Lemasters, J. et 
al.,1998), deprenil (Wadia, J. et al., 1998), ), 1,25-dihidroxivitamina D3 (Wang, X. et al, 1997), 
flupirtina (Zimmer, G. et al., 1998 e tamoxifeno (Custódio, J. et al., 1998). 
A genética molecular além do contributo decisivo no diagnóstico da doença e 
participação fulcral no desvendar dos mecanismos fisiopatológicos é também o campo 
mais promissor no tratamento de doenças genéticas. A possibilidade de por recombinação 
homóloga substituir o gene mutado por um gene funcional sem outras alterações 
genómicas, em células precursoras colhidas do doente, cultivá-las e recolonizar, permitirá 
logo que se resolva o problema da eficiência da transfecção, extremamente baixa, libertar 
o doente da dependência terapêutica. 
A injecção intramuscular de mioblastos de um dador já é prática corrente na D. M. de 
Duchenne. O êxito depende do uso de um protocolo adequado (Beauchamp, J., 1999; Law, P., 
1994; Meyer, S. et al., 1984; Qu, Z. et al., 1998) e poderá ser estendida a outras distrofias. Outra 
hipótese a explorar é o transplante de medula óssea para produção de precursores 
mioblásticos funcionais (Ferrari, G. et al, 1998; Bittner, R. et al., 1999). Para obviar o 
inconveniente da dependência de dadores e imunossupressores o ideal seria administrar 
mioblastos do doente préviamentos corrigidos ex-vivo (Yanez, R, Porter, A„ 1998; Moisset, P. 
et ai., I998a,b) para a o defeito genético. Uma alternativa aos mioblastos é a mioconversão 
de fibroblastos (Huard, C. et ai., 1998; Lattanzi, L. et ai, 1998). 
A existência de músculos que prescindem da miocalpaína por disporem de uma 
programação genética diferente, suscita a possibilidade de se tomarem fontes para 
autotransplante de células satélites que poderiam repor o potencial regenerativo em 
territórios diferentes dos destinados (Pavlath, G. et ai, 1998). 
A injecção intramuscular experimental de vectores víricos recombinantes no modelo 
animal da 8-sarcoglicanopatia, aparentemente um sucesso, poderá tornar-se o modelo a 
recomendar nas DMCs (Greelish, J. et ai, 1999; Holt, K. et ai, 1998; Ishii, A. et ai, 1999; Li, J. et ai, 
1999) se mantiverem níveis adequados de expressão indefinidamente. Outros vectores 
possíveis incluem e.g. os ligandossomas (Feero, W. et ai., 1997), lipossomas e complexos de 
oligopéptidos sintéticos (Baranov, V. et ai, 1998). 
O estudo da expressão diferencial entre as miofibras pré- e póssintomáticas, refractárias e 
normais poderá contribuir para a elucidação dos mecanismos de maturação das miofibras 
e condições de dependência da função da miocalpaína no processamento de proteínas ou 
na homeostase do Ca ~+ e repercussão da desregulação no sistema íkBa /FN-kB. 
O rastreio e diagnóstico de mutações sofreu uma revolução fundamental ao ser provada a 
existência de apoptose e presença de IicBa nos mionúcleos na doença e Erb. A biópsia 
adquiriu o potencial de assinalar a doença de Erb nas DMCs reservando-se à genética 
molecular a triagem exónica e definição das alterações na sequência nucleotídica da 
miocalpaína patológica. 
No campo da genética molecular também se assiste a uma evolução tecnológica 
considerável. A automatização do PCCS recorrendo à electroforese capilar fluorescente 
permite tirar maior rendimento e melhorar a eficiência do métodos de rastreio. A 
miniaturização em microplaca constitui o expoente máximo dessa evolução ao permitir 
passar para o domínio da microanálise e reduzir os custos de produção maximizando o 
número de amostras processáveis. 
O rastreio e diagnóstico da doença de Erb na DMC pelo método de PCCS com 
sequenciação automática tem como passo limitante o PCCS em placa. Embora 
tecnicamente simples é demorado e requer a repetição sob diferentes condições 
experimentais para se atingir o máximo de sensibilidade. 
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A série de amostras rastreada neste trabalho não completou a exploração exónica nem foi 
testada sob outras condições experimentais, pelo que os resultados apresentados são 
provisórios, sendo de esperar que sejam encontradas mais algumas mutações. 
A eventual automatização do rastreio permitirá obter resultados com maior eficiência e 
celeridade além de por efeito de escala reduzir os custos de produção. 
A definição nosológica das DMCs analisadas contribuirá para um tratamento e 
prognóstico mais ajustado ao doente e por estudos subsequentes de segregação da 
mutação permitirá a detecção préssintomática, diagnóstico prénatal e aconselhamento 
genético pelo rastreio de portadores na família. 
A redução da prevalência pelo aconselhamento genético e a eventual evolução na 
metodologia do tratamento permitirá proporcionar uma qualidade de vida minimamente 
digna a qualquer pessoa afectada, reduzir o ónus material e psicológico ao recuperar o 
indivíduo para a normalidade funcional, limitando a ocorrência à incidência do 
acasalamento entre portadores de mutação e ou à mutação de novo nos gâmetas. 
A mutação espontânea é um fenómeno intrínseco à biologia das moléculas naturais da 
célula, em principio não irradicável, prejudicial quando gera alterações incompatíveis 
com a biologia celular, fisiologia ou ambiente, mas com o mérito da inovação biológica, 
permitindo aos organismos compatibizarem-se com os mais diversos ecossistemas, gerar 
a diversidade biológica e a evolução das espécies pela selecção das melhor adaptadas. A 
manipulação das imperfeições genéticas naturais significa a concretização de moto 
próprio da transcendência dos limites biológicos impostos pelos mecanismos mutacionais 
mercê da selecção evolutiva de características reunidas na espécie humana criadoras das 
tecnologias capazes de acertar os passos em falso da evolução, i.e. a geração de mutações 
como erros inerentes ao processo intrínseco de funcionamento biológico resultou na 
evolução das espécies e na patologia genética. Este processo do tipo ensaio-erro ao gerar 
a espécie humana culminou na criação de um automecanismo capaz de corrigir o efeito 
patológico nos organismos, i.e. autocorrigir-se de modo inteligente. 
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