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que foi inconclusivo. Foi posteriormente realizado estudo genético para distrofia de
Becker, que foi negativa. Apos periodo sem seguimento por Neurologia, & observado
em 2009 na nossa consulta, tendo sido objectivada tetraparésia de predominio distal
nos membros inferiores, escapula alada bilateralmente e hipertrofia dos gémeos
bilaterdmente. Na avaliacao por EMG apresentava um padrao miopatico e
estimulcao repetitiva sem sinais de disfungao da placa motora. Foi repetida a biopsia
de musculo, que mostrou imunorreactividade normal para Dys 1 e Dys 2 e um pouco
ténue para Dys 3 e diminuigao marcada para adalina, sarcoglicano 3, y e 6. O estudo
genétioo mostrou uma duplicacao em homozigotia de 32 nucleotideos do gene SGCB.

Conclusao

Este caso ilustra a dificuldade de diagnostico das sarcoglicanopatias, sobretudo nos
casos de inicio tardio, sendo necessario um elevado grau de suspeigdo, sendo
fundamental a correlagao clinica e anatomopatologica na orientagao do(s) estudo(s)
de gengtica molecular.
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Introdegao

A Distofia Muscular das Cinturas tipo 2A (Limb girdle muscular dystrophy type 2A,
LGMD2A) ou Calpainopatia € umas das formas mais frequentes de Distrofia Muscular
das Cnturas (LGMD), de transmissao autossomica recessiva. Clinicamente, os
doentes afectados com LGMD2A sao caracterizados por fragueza progressiva dos
muscubs das cinturas escapular e pélvica [1]. Recentemente, foram descritos casos
de LGMD2A com apresentacdo autossémica dominante [2].

Mutagées no gene CAPN3 sao responsaveis pela LGMD2A, que codifica a proteina
musculr Calpaina-3 (CAPN3), uma protease de cisteina dependente de ides calcio.
Esta proteina €& predominantemente expressa no musculo esquelético, onde se
enconta associada a titina (uma proteina muscular “gigante” envolvida na contracgao-
relaxamento muscular) [3]. Além da sua fungao proteolitica, a CAPN3 apresenta
também actividade autolitica. Diversos estudos realizados tém vindo a demonstrar que
o mecanismo de autolise da CAPN3 é fundamental para a activagao e regulagao da
sua acividade proteolitica [4].

A analse proteica muscular dos doentes LGMD2A tem revelado que a maioria destes
apresenta alteragdes na abundancia da CAPN3 muscular (auséncia/diminuigdo da
abundancia) por comparagao com amostras controlo, através de analise por western-
blotting. Paralelamente, verifica-se também a existéncia de um pequeno grupo de
doentes com abundancia normal da CAPN3 no musculo, mas cujas mutagoes no gene
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CAPN3 surpreendentemente se encontram associadas a perda da funcao autolitica da
proteina [5].

Objectivos

Dado o largo espectro de mutagbes detectadas nos doentes com diagnéstico
molecular de LGMD2A realizado na Unidade de Genética Molecular do CGMJM, com
este trabalho pretendeu-se complementar o estudo molecular num pequeno grupo de
doentes LGMD2A Portugueses, na tentativa de estabelecer correlagbes
genotipo/fendtipo.

Materiais e Métodos

Amostras de biépsia muscular de 9 doentes LGMD2A diagnosticados molecularmente
e de controlos foram sujeitas a analise das proteinas musculares para estudo de
abundancias e teste da fungdo autolitica, por western-blotting e densitometria.
Adicionalmente, foram realizados estudos de expressao do gene CAPN3 por PCR em
tempo real quantitativo.

Resultados e Discussao

A CAPN3 nao foi observada em 5 amostras musculares (5 em 9) apés immunoblotting,
sugerindo alteragGes ao nivel da pos-transcricao da proteina nestes doentes.

O teste da fungao autolitica da CAPN3 foi efectuado nos doentes que apresentaram
abundancia “normal” nas biopsias musculares (3 em 9). Os resultados obtidos
sugerem que 2 destes doentes perderam a actividade autolitica da CAPN3. Uma vez
que apenas um alelo mutado foi detectado num destes 2 doentes apods o seu estudo
molecular, este teste foi importante para confirmar o diagnéstico de LGMD2A neste
doente.

A técnica de PCR em tempo real quantitativo foi realizada para avaliar diferengas nos
niveis de expressao do gene CAPN3 entre os doentes e amostras musculares
controlo. Surpreendentemente, nenhuma redugdo na expressao do gene CAPN3 foi
observada nas amostras analisadas (num total de 5). Adicionalmente, duas delas
(relativas a doentes com apenas 1 alelo mutado identificado) apresentaram aumento
da expressdao do gene CAPN3 muito superior (~3,5 a 5,5 vezes) aos controlos,
sugerindo a exclusdo do diagnéstico de LGMD2A nestes doentes.

Conclusodes Finais
Com esta nova abordagem de estudo foi possivel:

i) confirmar ou excluir o diagnostico de LGMD2A em casos com resultados
inconclusivos;

ii) atribuir um defeito quantitativo ou funcional dos doentes com LGMD2A;

iii) sugerir outras causas de envolvimento (outros factores que nao a CAPNB3),
principalmente em doentes nao confirmados molecularmente.



