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91.1. Introducéo

Os conhecimentos da genética e do genoma humano estdo se tornando rapidamente parte
integral da satde publica e da pratica médica. A concluséo do Projeto do Genoma Humano nos
forneceu um catédlogo de todos os genes humanos, sua sequéncia e um extenso — e ainda
incompleto — banco de dados da variacdo humana. A genética médica aborda ndo somente o
paciente, mas a familia como um todo, com destaque especial para o aconselhamento genético.

Para muitas doencas genéticas, entre elas as miopatias, o teste padrdo ouro de diagnéstico
é a identificacdo da alteracdo patogénica associada ao fendtipo. Os avancos da biologia
molecular permitiram o desenvolvimento de ferramentas eficazes para o estudo dos genes
relacionados e a identificacdo das alteracBes causadoras, em Ultima andlise, do quadro clinico
dos pacientes.

Em algumas situacfes, a analise de proteinas musculares, realizada em bidpsia de
musculo, pode fornecer uma pista acurada para o diagnostico. Além disso, o estudo
histopatoldgico e histoquimico muscular pode ser fundamental para alguns grupos de
miopatias, especialmente as miopatias congénitas estruturais, nas quais a identificacdo de
estruturas anormais nas fibras musculares permite selar um diagnéstico e triar os genes
relacionados com o padréo histopatoldgico identificado.

O estudo de proteinas envolve a utilizacdo de uma gama de anticorpos para proteinas
musculares diferentes e pode ajudar a localizar o defeito subjacente da proteina envolvida e,
assim, direcionar a escolha dos genes apropriados para busca de alteragdes. O diagndstico
preciso € fundamental para permitir o aconselhamento genético, bem como para definir a
conduta quanto as complicagdes associadas a doencga e avaliagdo de progndstico.

Neste capitulo serdo apresentadas algumas das ferramentas disponiveis atualmente para

estudar os pacientes com miopatias. Uma breve descri¢cdo dos recentes avangos da ciéncia na



area permitira vislumbrar novas e valiosas perspectivas para a implementacéo de diagnosticos

mais precisos e rapidos para esse grupo de doencas.

91.2. Classificacao

As miopatias podem ser classificadas de acordo com o fendtipo dos pacientes, o padrao
de heranca ou o gene primariamente mutado. A classificacdo adotada nesta revisdo segue a
tabela mantida pela World Muscle Society, que pode ser acessada online

(http://www.musclegenetable.fr/)

91.2.1. Classificacdo de acordo com o grupo de doencas:

91.2.1.1. Distrofias musculares (DM).
e Distrofias musculares de Duchenne/Becker (DMD/DMB).
¢ Distrofias musculares de cinturas (DMC).
e Distrofia muscular tipo Emery-Dreifuss.

e Distrofia muscular tipo fascioescapuloumeral (FSH).

91.2.1.2. Distrofias musculares congénitas.
e DM com deficiéncia de merosina (MDC1A).
e DM com defeito de glicosilagédo da alfa-distroglicana.
e DM de Fukuyama.
e DM Walker-Warburg.
e DM tipo muscle-eye-brain.
e Sindrome da espinha rigida.
e Sindrome de Ullrich.
e Miopatia de Bethlem.

e DM com defeito de integrina.

91.2.1.3. Miopatias congénitas.

e Miopatia nemalinica.

Miopatia de Central Core.

Miopatia de multiminicores.

Miopatia miotubular/centronuclear.

Miopatia com despropor¢do congénita de tipo de fibras.


http://www.musclegenetable.fr/

91.2.1.4. Miopatias distais.
e Miopatia de Miyoshi.
e DM tibial.

e DM de Nonaka, com vacuolos bordados.

91.2.1.5. Sindromes miotonicas.
Distrofia miotonica tipo 1 (DM de Steinert - DM1).
Distrofia miotonica tipo 2 (DM2).

Miotonia de Thompsen.

Miotonia de Becker.

91.2.2. Classificacdo conforme o padréo de heranca:

91.2.2.1. Heranga recessiva ligada ao cromossomo X.
e Distrofias musculares de Duchenne/Becker (DMD/DMB).
e Distrofia muscular tipo Emery-Dreifuss.

e Miopatia miotubular.

91.2.2.2. Heranga autossdmica dominante.
e Distrofias musculares de cinturas (DMC).
e Distrofia muscular tipo fascioescapuloumeral (FSH).
e Distrofia miotonica tipo 1 (DM de Steinert - DM1).

e Miopatias congénitas (+ HM).

91.2.2.3. Heranga autossdmica recessiva.
¢ Distrofias musculares de cinturas (DMC).
e Distrofias musculares congénitas.

e Miopatias congénitas.

91.3. Estudos em bidpsia muscular
91.3.1. Estudo histopatologico muscular

A analise histoldgica, histoquimica e imuno-histoquimica do musculo esquelético pode
adicionar informacgdes fundamentais para o estabelecimento do diagnostico de um grande

numero de doencas neuromusculares. Além disso, o estudo de proteinas por técnica de western



blot permite identificar alteracbes quantitativas e qualitativas da proteina em estudo (Figura
91.1).

O diagnéstico diferencial entre as diversas formas de distrofias e miopatias congénitas é
muito importante para a conduta e aconselhamento genético. Ressalta-se, ainda, que
reconhecimento do padrdo histopatologico muscular, especialmente nas miopatias congénitas
estruturais, é passo fundamental para triagem de genes especificos (Figura 91.2).

Até meados de 2010, a investigacdo diagndstica das miopatias era iniciada, em diversas
situacOes, pelo estudo de proteinas musculares. Isto porque, principalmente para as distrofias
musculares de cinturas, e para muitas formas de distrofias musculares congénitas, em que
diferentes genes estdo envolvidos, o estudo molecular era muito amplo e demorado.
Atualmente, com o advento das técnicas de sequenciamento paralelo massivo, mais conhecido
como sequenciamento de nova geracdo (NGS), o estudo concomitante de centenas a milhares
de genes facilitou o processo da analise molecular, sendo este o teste de escolha para o inicio de
diagnostico. Apesar disso, os dados oriundos das biopsias continuam geralmente de
fundamental importancia para o estabelecimento de parte dos diagnosticos (Tabela 91.1.).

91.3.2. Estudo de proteinas por técnica de imuno-histoquimica utilizando anticorpos
especificos (em cortes histoldgicos de congelacéo):

e Diagndstico da distrofia tipo Duchenne: analise da distrofina utilizando anticorpos
de duas regibes diferentes da proteina, além de um anticorpo para comprovacao da
integridade sarcolemal.

e Diagnoéstico das distrofias musculares de cinturas: analise das proteinas
sarcoglicanas (o—, B—, y— e d—sarcoglicanas), em reagdo conjunta com anticorpo
para a distrofina.

e Diagndstico da distrofia de cinturas tipo 2B: andlise da proteina disferlina em
reacao conjunta com anticorpo para a distrofina.

e Diagndstico da distrofia de cinturas tipo 2G: andlise da proteina teletonina em
reacdo conjunta com anticorpo para a alfa-actinina (marcador de banda Z do
sarcémero).

e Diagnéstico da distrofia muscular congénita associada a deficiéncia de merosina:
analise da proteina merosina, utilizando anticorpos N- e C-terminal da o2-
laminina e um marcador de integridade sarcolemal.

e Diagndstico da distrofia tipo Emery-Dreifuss: analise da proteina emerina,

utilizando anticorpo monoclonal especifico e um marcador de ndcleos.



91.3.3. Estudo quantitativo e qualitativo de proteinas por técnica de western blot:
e Diagndstico diferencial entre as distrofias tipo Duchenne, Becker e DMC:
auséncia ou alteracdes na proteina distrofina na DMD/BMD e normal da DMC.
e Diagndstico da distrofia de cinturas tipo 2A: alteracdes na proteina calpaina 3.
e Diagndstico da distrofia de cinturas tipo 2B: alteracdes na proteina disferlina.
e Diagndstico das distrofias musculares congénitas: alteracGes de glicosilacdo da

proteina alfa-distroglicana.

91.3.4. Quanto as proteinas que podem ser avaliadas, encontramos:
Distrofina:
e Deficiéncia total na DMD e parcial na BMD.
e Deficiéncia parcial secundaria em algumas formas de sarcoglicanopatias.
e Padrdo em mosaico em mulheres portadoras de alteracdo patogénica no gene DMD com
manifestac&o clinica.
Sarcoglicanas:
e Deficiéncia total de -, B-, y- € 8-SG associada a deficiéncia parcial ou total das outras
proteinas sarcoglicanas nas DMC2C, 2D, 2E e 2F.
Calpaina 3:
e Deficiéncia total ou parcial na DMC2A.
e Pode ocorrer deficiéncia secundaria a outros defeitos primarios, tais como na DMC2B,
ou 21.
Disferlina:
e Deficiéncia sugestiva de DMC2B.
Teletonina:
e Deficiéncia sugestiva de DMC2G.
a2-laminina (merosina):
e Deficiéncia total, compativel com MDC1A.
e Deficiéncia parcial pode ser primaria (MDC1A) ou secundaria a MDC1C (forma associada a
variantes deletérias no gene FKRP).
a-Distroglicana:
e AlteracOes de glicosilacdo secundarias a alteracfes patogénicas nos genes POMT1, POMT2,
FKTN, FKRP, LARGE1, POMGNT1 e ISPD.
Colageno VI:

e Deficiéncia sugestiva de distrofia muscular congénita de Ullrich.



91.4. Técnicas de diagndstico por meio de biologia molecular: avangos no século XXI

MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

Em 2002, foi descrito um novo método para a quantificacao relativa de diferentes regides
gendmicas simultaneamente. A técnica, denominada MLPA. consiste, de maneira simplificada,
em uma PCR multiplex com capacidade para detectar variagdes no nimero de copias (deleces
ou duplicacdes) em até 50 diferentes sequéncias de DNA genémico. Este método baseia-se na
hibridacdo de sondas especificas em regides pré-definidas, seguida de uma etapa de ligacao e
posterior amplificacdo das sondas ligadas. Na auséncia da regido-alvo ndo ocorrera hibridacao
das sondas especificas e consequentemente ndo havera amplificag&o.

Esta é uma metodologia bastante robusta e esta indicada em casos como a DMD/DMB,
nos quais a maioria das alteracdes patogénicas sdo delecdes ou duplicagdes de um ou mais

exons do gene DMD.

Sequenciamento de nova geracao:

Em 2011 foi aprovado pelo FDA (U. S. Food and Drug Administration) o uso do
sequenciamento paralelo massivo (ou sequenciamento de nova geracdo - NGS) no diagndstico
clinico. Esta tecnologia, que comecou a ser utilizada no inicio do século 21, permite o
sequenciamento simultaneo de milhdes de moléculas de DNA. Enquanto no sequenciamento de
DNA pelo método Sanger, uma Unica regido-alvo de DNA de um Unico individuo é
amplificada por PCR (reacdo em cadeia da polimerase) e posteriormente sequenciada, no NGS
é possivel sequenciar diferentes individuos e diferentes regides de DNA ao mesmo tempo.

Ha diversas plataformas comercialmente disponiveis que fazem uso desta metodologia,
cada qual com suas vantagens e desvantagens. Essencialmente, os processos utilizados pelas
diversas plataformas sdo os mesmos: 1) fragmentacdo do DNA gendmico (mecénica ou
enzimaticamente); 2) ligacdo destes fragmentos a sequéncias sintéticas especificas de DNA
(adaptadores), gerando uma biblioteca; 3) amplificacdo por PCR dos fragmentos da biblioteca
para gerar maltiplas copias, garantindo sinal suficiente para detecgdo durante a reagdo de
sequenciamento; 4) sequenciamento propriamente dito. Seguem-se as etapas de processamento
dos dados com pipelines especificos de bioinformatica e posterior analise bioldgica e
interpretacédo dos resultados.

O diagndstico molecular de doengas clinica e geneticamente heterogéneas, como as
miopatias, foi significativamente ampliado com o advento do NGS. A possibilidade de se

investigar simultaneamente multiplos exons ou multiplos genes permitiu ndo apenas a reducao



do nimero de testes realizados por paciente, como também o tempo gasto até a identificacdo da
causa genética da doencga, o que, consequentemente, diminui o custo final do diagnostico.

Na prética clinica, é possivel realizar, por NGS, a investigacdo de um unico gene, de um
painel com mdltiplos genes, do exoma completo (WES, do inglés, Whole Exome Sequencing),
do genoma completo (WGS, do inglés, Whole Genome Sequencing) e, de forma ainda
incipiente, do RNA.

A escolha da estratégia a ser utilizada deve levar em consideragdo fatores como o
padrdo de heranca da doenca em questdo, o numero de individuos afetados na familia,
informacdes da literatura acerca dos genes ja associados aquele fenotipo e a existéncia, em
laboratorios comerciais, de painéis que contemplem os genes de interesse.

Apesar de o WES possibilitar o sequenciamento dos cerca de 20000 genes identificados
até 0 momento, esta abordagem ainda apresenta alto custo e pode acarretar importantes
implicacBes éticas no que concerne a achados incidentais, isto é, ndo associados a hipdtese
diagndstica inicial. Ademais, considerando-se que somente uma fracdo dos genes humanos ja
foi associada a fendtipo, segundo o0 OMIM (5476 genes em fevereiro de 2019), esta estratégia
resulta em elevado nimero de variantes com significado clinico muitas vezes, desconhecido.

Os painéis multigenes ainda sdo amplamente utilizados por permitirem uma analise
mais direcionada a um prego, em geral, mais acessivel. Atualmente, ha diferentes painéis para
grupos especificos de doencas e outros mais abrangentes, que compreendem quase a totalidade
de genes reconhecidamente associados a diferentes quadros clinicos. Para doencas
caracterizadas por ampla heterogeneidade clinica e com bases genéticas bastante conhecidas,
como, por exemplo, as DMCs, o inicio da investigacdo molecular a partir de um painel
multigenes oferece bom custo-beneficio.

E necesséario observar que o NGS é indicado para o diagndstico de doencas cujo
mecanismo associado envolva pequenas alteragdes de sequéncia. Embora grandes delegdes,
duplicacdes ou rearranjos cromossdomicos complexos ndo sejam usualmente detectados pela
técnica de NGS, novas ferramentas de bioinformatica vém sendo desenvolvidas e aplicadas na
deteccdo de CNVs e, em muitas situaces, ja estdo incorporadas ao diagnéstico molecular.

Doencas como a FSH, associada a contragdo da repeticdo D4Z4 na regido 4935 ou
outras, associadas a expansdo de repeticbes de nucleotideos, como a DM1 (repeticdo CTG -
gene DMPK), a DM2 (repeticdto CCTG - gene CNBP/ZNF9) e a distrofia muscular
oculofaringea (repeticdo GCG - gene PABPNL1) atualmente devem ser investigadas por outras
metodologias (tabela 91.1). Entretanto, com o desenvolvimento de novas plataformas que

permitem a andlise de moléculas Unicas e de longos fragmentos (entre 10 e 15 kb), ha



perspectiva de que até mesmo condigdes associadas a variacdo em regides repetitivas passem a

ser investigadas pela metodologia de sequenciamento.

91.4.1. Bancos de dados.

Diferentes consorcios nacionais e internacionais foram constituidos com o objetivo de
estudar as variagBes genéticas humanas. Dados gerados a partir do sequenciamento de centenas
de milhares de individuos tém sido disponibilizados para a comunidade cientifica. S&o
importantes exemplos: 1000 Genomes Project, NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP),
Genome Aggregation Database (gnomAD), Arquivo Brasileiro Online de Mutacdes (ABraOM)
e Brazilian Initiative on Precision Medicine (BIPMed).

Amplamente utilizadas nos pipelines de bioinformética, as informacdes de frequéncia

populacional podem auxiliar na analise e interpretacao dos resultados obtidos por NGS. Apesar
de serem uma poderosa ferramenta, as informacdes destes repositérios devem ser utilizadas
com cautela, uma vez que muitos deles contemplam coortes de estudo de doencas especificas e
podem incluir afetados por doencas complexas ou por condi¢des de inicio tardio.
Além dos bancos populacionais, bases de dados de doencas especificas estdo disponiveis para
consulta. Em muitas delas, as variantes depositadas ja foram revisadas por um grupo de
especialistas, o que torna mais acuradas a avaliacdo e interpretacdo da patogenicidade das
variantes identificadas em um paciente. Alguns exemplos sdo: The Human Gene Mutation
Database (HGMD), ClinVar e Leiden Open Variation Database (LOVD).



91.5. Aconselhamento genético

O aconselhamento genético (AG) tem por objetivo fornecer informacges detalhadas sobre
determinada condigdo de etiologia genética. O AG é direcionado principalmente para
individuos afetados por doencas genéticas e seus familiares.

As etapas do aconselhamento genético séo:

— Levantamento de histérico pessoal e familiar, avaliacdo dos exames clinicos e genéticos
ja realizados e indicacdo de outros exames, se necessario.

— Andlise dos dados, visando a diagnosticar, a confirmar ou a excluir uma condicgéo
genetica conhecida.

— Fornecimento de informacGes acerca da natureza da doenga genética identificada e de
suas implicagdes para a saude fisica ou mental do individuo.

— Esclarecimento sobre o mecanismo de heranca e calculo de risco de ocorréncia ou
recorréncia em irm&os ou filhos de um individuo.

— ldentificacdo de familiares que ndo apresentam sintomas, mas que séo portadores de
alteracdo genética e determinacdo dos riscos desses familiares desenvolverem a doenga ou
transmiti-la para seus filhos.

Uma vez que a definicdo precisa do tipo de miopatia é alcancada, o aconselhamento
genético segue os principios basicos, baseando-se na atribuicdo de risco de recorréncia de
acordo com o padréo de heranca:

Nas doencas de heranca autossémica recessiva, cada um dos pais é tipicamente portador
heterozigoto de uma das alteracBes patogénicas detectadas no afetado. Quando ha
consanguinidade, ambos os pais geralmente sdo portadores da mesma variante deletéria,
herdada de um ancestral comum. Portanto, para os pais de uma crianga com comprovada
miopatia autossémica recessiva, ha um risco de recorréncia de 25% de futura crianca do casal
ser afetada pela mesma doenca. Irmé&os e irmas normais da pessoa afetada tém chance de 2/3 de
serem portadores da variante em questdo, assim como outros membros da familia.

No entanto, como geralmente estas alteragdes sdo muito raras, a probabilidade de um
portador ter um filho afetado, nascido de unido com cdnjuge ndo consanguineo, € baixa, sendo
0 risco de recorréncia considerado muito pequeno. Os riscos de ter outra crianga afetada
aumentam dentro das popula¢Ges com mutagdes fundadoras e onde ha consanguinidade. Nesses
casos, € necessario um aconselhamento genetico cuidadoso, para explicacdo dos riscos de
recorréncia e ocorréncia.

Nas doencas de heranga autossdmica dominante pode ser mais dificil de se determinar o
diagnostico definitivo, quando este € baseado no estudo da proteina muscular envolvida. Isso

porque, pelas metodologias atuais, geralmente ndo é possivel detectar alteracbes quantitativas



discretas da proteina em estudo. Por outro lado, quando a familia avaliada apresenta varios
pacientes afetados, com uma transmissdo autossdbmica dominante ébvia, o aconselhamento
genético € mais claro. A definicdo da mutacdo causal ird permitir a realizacdo de testes
preditivos, e um pai afetado, por exemplo, tem risco de 50% de transmitir a variante deletéria
para a sua prole.

Mas nem sempre o aconselhamento genético é simples. Condigdes com padrdo de
heranga dominante e penetréncia incompleta ou doencas de inicio tardio podem complicar a
identificacdo dos individuos portadores de mutacdo patogénica na familia. Alem disso, em
diversas doencas dominantes detectam-se alteracGes na sequéncia de DNA, muitas vezes
exclusivas da familia, de modo que a determinacdo de sua patogenicidade pode ser complexa.
OrientacBes sobre progndstico também podem ser imprecisas nesses casos, devido a grande
variabilidade clinica observada nas diferentes formas de miopatias dominantes.

A realizacdo de exame molecular para diagnostico pré-clinico de pacientes com doencas
dominantes também deve ser avaliado com muito cuidado. O diagndstico pré-clinico
geralmente é recomendado quando é possivel oferecer recursos de prevencdo clinica para as
complicacBes decorrentes da doenca ou se essa informacdo € importante para decisdes
reprodutivas. Nesses casos, 0 paciente deve ser apoiado psicologica e clinicamente. A
identificacdo da mutagcdo causal em uma dada familia permite também oferecer diagndstico
pré-natal, bem como discutir op¢des para o diagnéstico pré-implantacional, conforme a
disponibilidade local.

Nas doencas com padrdo de heranca ligada ao cromossomo X, como a DMD/DMB, a
alteracdo patogénica responsavel pode ser herdada de mdes portadoras, majoritariamente
assintomaticas. A mulher portadora tem, em cada gestacdo, risco de 25% de ter um filho do
sexo masculino afetado e 25% de ter uma filha portadora da mesma alteracdo. Além da mée e
irmas do paciente, outras mulheres da familia podem ser portadoras assintomaticas e podem
realizar o exame molecular, se assim desejarem. O diagnostico pré-natal permite confirmar, em

casos de fetos masculinos, se eles herdaram a alteragéo.

Sites de interesse:

http://www.musclegenetable.fr/

Tabela de Classificacdo das doencas neuromusculares

http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/

Detalhes completos de cada gene
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http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/

http://www.dmd.nl/
Leiden Muscular Dystrophy pages - Center for Human and Clinical Genetics — Banco

atualizado de mutagdes de doencas neuromusculares

http://neuromuscular.wustl.edu/
NEUROMUSCULAR DISEASE CENTER, Washington University, St. Louis, MO USA.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim

OMIM - Online Mendelian inheritance in man — Banco de dados de doencas genéticas

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GeneTests/?db=GeneTests

Testes genéticos - revisdes

http://www.enmc.org/

European Neuromuscular Center

http://laboratorio.genoma.ib.usp.br/

Centro de Pesquisa sobre o Genoma Humano e Células-Tronco — testes realizados em Séo

Paulo

http://www.internationalgenome.org/

http://evs.qgs.washington.edu/EVS/

https://gnomad.broadinstitute.org/

http://abraom.ib.usp.br/

https://bipmed.org/

http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/

http://www.lovd.nl/3.0/home
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Tabela 91.1. Resumo da aplicacdo das técnicas moleculares para diagndstico

Doenca Gene (n exons) Teste em DNA/| Estudo em biopsia muscular
gendmico

Distrofia  Muscular| DMD NGS e MLPA Auséncia/deficiéncia de

de Duchenne/Becker | (79 exons) distrofina por imuno-
histoquimica e western blot,
utilizando anticorpos para pelo
menos duas regides da proteina

Distrofia  Muscular| EMD NGS Auséncia/deficiéncia de emerina

Emery-Dreifuss (6 exons) na membrana nuclear,  por

imuno-histoquimica

Distrofias musculares das cinturas (DMC)

DMC2A CAPN3 NGS Deficiéncia de calpaina 3 por
(24 exons) estudo de western blot
DMC2B DYSF NGS Deficiéncia de disferlina por
(55 exons) estudo de western blot
Sarcoglicanopatias Deficiéncia  das  proteinas
NGS sarcoglicanas na biopsia
DMC2C SGCG muscular
(8 exons)
DMC2D SGCA
(10 exons)
DMC2E SGCB
(6 exons)
DMC2F SGCD
(9 exons)
DMC2G TCAP NGS Deficiéncia da proteina
(2 exons) teletonina por estudo imuno-
histoquimico e western blot




DMC2I FKRP NGS Deficiéncia parcial de merosina
(1 exon) por estudo imuno-histoquimico

Distrofia de Emery-| LMNA NGS

Dreifuss e  de|(12 exons)

Cinturas 1B

Distrofia Muscular | LAMA2 NGS e MLPA Deficiéncia de merosina por

congénita 1A (64 exons) imuno-histoquimica

Distrofia de Steinert | DMPK Anélise de

repeticbes CTG
(TP-PCR)

DM Tipo
facioescapuloumera
I

Analise de
repeticoes D4z4
na regido 4q35

por southern blot




A
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94 P Calpaina 3

Figura 91.1. Andlise de proteinas por imuno-histoquimica (A) e western blot (B). Em A:
deficiéncia das quatro proteinas sarcoglicanas em pacientes com suspeita de sarcoglicanopatia.
A classificagcdo quanto ao tipo de sarcoglicanopatia pode ser feita por teste molecular nos
quatro genes. Em B: teste multiplex para as proteinas distrofina (427 kDa), disferlina (230 kDa)
e banda superior da calpaina 3 (94 kDa) em dois pacientes com suspeita de distrofia de
cinturas. C = controle normal, P1, paciente apresentando deficiéncia de calpaina 3, compativel

com DMC2A, e P2, com deficiéncia de disferlina, compativel com o diagndstico de DMC2B.



Figura 91.2. Miopatias congénitas estruturais: alteragdes morfoldgicas observadas nas fibras
musculares: A- Corpos nemalinicos, visualizados na coloracdo de Gomori modificado,
caracteristicos de miopatia nemalinica; B- Presen¢a de “cores” na reagdo de NADH,
caracteristicos da miopatia de central core; C- Presenca de nucleos grandes e centrais,

caracteristicos de miopatia miotubular.



