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l. Introdugao

I.1. Distrofias Musculares do tipo cinturas — visao geral

As distrofias musculares constituem um grupo de doengas genéticas
caracterizadas por perda progressiva de massa muscular. Esses disturbios
apresentam como principal sintoma a fraqueza muscular, que pode se iniciar
em qualquer idade, associada frequentemente a elevados niveis séricos de
creatinoquinase (CK). Do ponto de vista histopatolégico, as distrofias
musculares sao caracterizadas pela presenca de fibras necréticas e outras
em regeneragao, aumento da variagdo do tamanho das fibras e pela
localizag&o central dos mionucleos. Degeneracdo e regeneragao sucessivas
das fibras musculares, levam por fim a necrose/apoptose com substituicao de
musculo por tecido adiposo e fibroso.

Classicamente, as distrofias musculares foram subdivididas segundo
critérios clinicos, de acordo com o padrao de envolvimento muscular, idade
de inicio e modo de herancga. O fendtipo da distrofia muscular tipo cinturas
(DMC) é definido pelo comprometimento dos musculos das cinturas pélvica e
escapular, geralmente com inicio na segunda ou terceira décadas de vida e,
muitas vezes, apresenta melhor prognostico do que a forma mais comum de
distrofia muscular - a Duchenne (DMD). Entre as DMCs, porém, ha uma
grande variabilidade dependendo da idade de inicio, da gravidade e de
aspectos clinicos. A diversidade clinica se reflete em nivel molecular, com
presenca de mutagdes em muitos genes diferentes, cujos produtos proteicos
atuam em varios componentes da miofibra como: no aparato contratil
(sarcomero), na lamina nuclear e no sarcolema ou citoplasma (sarcoplasma).
Muitas destas proteinas estdo envolvidas em outras formas de doenca
musculares e, neste sentido, DMC compreende doengas que apresentam
desde o inicio neonatal grave, distrofias musculares congénitas e miopatias,
a doencas relativamente benignas de inicio tardio. Embora a perda da ligagéo
do citoesqueleto a matriz extracelular seja usada para explicar grande parte
da patologia na DMD e nas distrofias musculares congénitas, nem todos os
tipos de DMC apresentam esse mecanismo fisiopatoldgico (Campbell, 1995;
Cohn & Campbell, 2000).



Segundo o padrédo de heranga envolvido, as DMCs podem ser
divididas em: a) formas autossémicas dominantes (DMC1A-H, que
correspondem a menos de 10% total de casos de DMC) b) formas
autossémicas recessivas (DMC2A-Q, que correspondem a mais de 90% dos

casos de DMC), conforme descrito na Tabela I.

Tabela I. Distrofias Musculares tipo Cinturas.

Tipo de DMC Loco Gene Localizagao da Proteina

Autossomica Dominante

(DMC 1)

DMC 1A 5931 Miotilina Sarcémero disco-Z

DMC 1B 1921.2 Lamina A/C Nucleo

DMC 1C 3p25 Caveolina-3 Sarcolema

DMC 1D 7936 - -

DMC 1E 6923 - -

DMC 1F 7q32.1-g32.2 - -

DMC 1G 4921 - -

DMC 1H 3p25 - -
Autossomica Recessiva

(DMC2)

DMC 2A 15915.1-921.1 Calpaina-3 Sarcémero e nucleo

DMC 2B 2p13.3-p13.1 Disferlina Sarcolema

DMC 2C 13912 y-sarcoglicana Sarcolema

DMC 2D 17912-921.33 a-sarcoglicana Sarcolema

DMC 2E 4912 B-sarcoglicana Sarcolema

DMC 2F 5q33 d-sarcoglicana Sarcolema

DMC 2G F17912 Teletonina Sarcémero disco-Z

DMC 2H 9931-934.1 TRIM32* Citosol

DMC 2| 19913.3 FKRP** Golgi

DMC 2J 2931 Titina Sarcémero

DMC 2K 9q34.1 POMT1*** RE

DMC 2L 11p14.3 ANOS5**** Sarcolema

DMC 2M 9931 Fukutina Golgi

DMC 2N 14924.3 POMT2***** RE

DMC 20 1p34-p33 POMGNT 1***x** Golgi

DMC 2P 391.13-g21.2 - -

DMC 2Q 8q24 PLEC****** Sarcolema

*TRIM32 - tripartite motif-containing protein 32

**FKRP - fukutin-related protein

***POMT1 - protein o-mannosyltransferase 1

****ANOS - anoctamin 5

*****POMT2 - protein o-mannosyltransferase 2
*****POMGNT1 - protein O-mannose beta-1,2-N-acetylglucosaminyltransferase

*xexx*PLECT — plectint



Vamos rever aqui os achados genéticos e moleculares relevantes a
DMC como base para este trabalho, para isso, as DMCs que ja foram
descritas na literatura serdo apresentadas de acordo com a funcido e/ou

localizac&o de suas proteinas responsaveis.

I.2. DMCs causadas por alteragcoes em genes ainda nao identificados

.2.1. DMC1D

Existe uma controvérsia na literatura a respeito da localizagdo dos
genes da DMC1D e da DMC1E. O European Neuromuscular Centre (ENMC)
indica como sendo em 6923 o loco da DMC1D e em 7936 o loco da DMC1E
(Norwooda et al., 2007). O Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), por
sua vez, aponta a regidao 7q36 como o loco da DMC1D e 623 como o loco
da DMCA1E. A European Federation of Neurologial Societies (Norwood et al.,
2011) indica a mesma localizagdo do OMIM, sendo esta portanto, adotada
nesse trabalho.

O loco para DMC1D foi mapeado em 7q36 em 1999 por Speer e
colaboradores por meio de estudos realizados em duas familias americanas
previamente descritas com DMC1 (Speer et al., 1995). Clinicamente essas
familias eram um pouco diferente das outras com DMC1 pela auséncia de
peculiaridades clinicas tais como disartria na DMC1A, defeitos cardiacos em
DMC1B e hipertrofia de panturriihas em DMC1C (Hauser et al., 2000; Muchir
et al., 2000; Minetti et al., 1998 ).

Em 2010 uma terceira familia com DMC, oriunda da Finlandia, também
foi mapeada em 7q36. Essa familia restringiu a regido de interesse para
6,4Mb (Sandel et al., 2010). Em 2011, a descricdo de mais quatro familias
finlandesas permitiu reduzir ainda mais essa regido para 3,4Mb (Hackman e
col., 2011).



1.2.2. DMC1E

O loco da DMC1E encontra-se em 6qg23. Essa DMC esta
significativamente associada com o desenvolvimento de cardiomiopatia
dilatada com disturbio de condugao e miopatia.

A partir da analise desse loco, foram excluidos alguns genes
expressos no musculo esquelético que estdo presentes na regido candidata
incluindo laminina alfa-2, laminina alfa-4, triadina e fosfolambam. No entanto,
tendo em vista a presencga de dois genes da laminina na regido 6q, sugere-se
que um terceiro possa estar localizado nesta regido, uma vez que os genes
dessa familia de proteinas com frequéncia apresentam-se agrupados. Genes
da laminina mapeados em 3p22 e 1932 estdo relacionados com

cardiomiopatia (Messina et al., 1997).

1.2.3. DMC1F

Em 2001 foi descrita uma familia espanhola com 32 individuos
afetados por DMC1 distribuidos em cinco geragdes. Esses individuos nao
apresentaram caracteristicas especificas. De acordo com a idade de inicio
foram observadas duas formas: a forma juvenil, com inicio antes dos 15 anos
(66%), e uma forma adulta com inicio em torno da terceira ou quarta décadas
(28%). A idade de inicio diminuiu a cada geragdo, sugerindo-se uma
antecipacao clinica (Gamez et al., 2001).

Coincidentemente, a DMC1F foi mapeada em 7g assim como a
DMC1D. Contudo a DMC1D foi mapeada em 7q36, enquanto que a DMC1F
situa-se em 7q31.1-q32.2; portanto os locos cromossOmicos destas duas

formas de DMC1 sao claramente distintos (Palenzuela et al., 2003).

1.2.4. DMC1G

A DMC1G refere-se a uma das familias estudadas nesse trabalho e,

portanto, sera detalhada mais adiante.



1.2.5. DMC1H

A DMC1H foi identificada em uma familia do sul da Italia e mapeada
em 3p23-p25. A idade de inicio dos sintomas foi variada e os pacientes
adultos, com poucas exceg¢des, mostraram as caracteristicas clinicas
classicas da DMC. Dois individuos ndo afetados compartilhavam o haplétipo
da doenga, sugerindo uma penetrancia incompleta da mesma.

A regido mapeada contém mais de 150 genes. Quatro possiveis
candidatos foram priorizados para a triagem de mutacao devido a sua funcao
ou posicao: CAV3, CAPN7, MGC15763 e CMYA1. Apesar de localizado fora
da regido, o gene da caveolina-3 (CAV3; responsavel pela DMC1C) foi
analisado para excluir a possibilidade de que DMC1H e DMC1C fossem
formas alélicas. CAPN7 pertence a uma superfamilia de preoteases ricas em
cisteina no seu sitio ativo e dependentes de ions calcio para sua ativacao.
CAPNY7 se expressa principalmente no pancreas e apenas moderadamente
no musculo esquelético e figado e, compartilha sequéncias homologas a
CAPN3, o gene associado a DMC2A. Todas as regides codificantes de
CAV3, CAPN7, MGC15763 e CMYA1 e suas sequéncias intrOnicas
flanqueadoras foram analisadas, mas nenhuma variante patogénica foi

encontrada (Bisceglia et al., 2010).

1.2.6. DMC2P

Essa forma de DMC foi descrita na LXII Reunién Anual de la Sociedad
Espariola de Neurologia.

A DMC2P foi mapeada em 3q13.13-g21.2. Os pacientes afetados
apresentam escapula alada, fraqueza proximal dos membros inferiores e
tornam-se confinados a cadeira de rodas na quinta década de vida (Paradas
et al., 2010).



I.3. DMCs causadas por alteragcdes em proteinas do sarcémero

Todos o0s musculos usam actina e miosina para contragdo, mas
somente 0s musculos esquelético e cardiaco possuem estas proteinas
organizadas em sarcOmeros, que sao as unidades contrateis fundamentais
do musculo estriado (Figura 1). O sarcomero é composto de filamentos
grossos (miosina) e finos (actina, troponina e tropomiosina) que deslizam uns
sobre os outros durante a contracido. O disco-Z é o limite entre sarcémeros
individuais onde os filamentos finos estdo ancorados (Stromer et al., 1998).
Algumas mutagées em genes de componentes distintos do disco-Z foram
descritas como responsaveis por diversas formas de doengas musculares
(Frank et al., 2006).

Disco-Z contendo: Titina (DMC2J)
mintilina (DMC1A);
Ieletonina (DMC2G) ' Linha M Filamentos finos
+ ‘ ¢ {actina)
4
f £ ’ NVWWWY
AN E: ¢
S f AMAMA
A nwvYwww

" . |

Extens3c de uma Unica meolécula de titina .
Porgao elastica

Banda A \ da titina

8anda 1 Filamentos grossos
{miosina - organizada
a0 redor da fitina

Moditicade de Neurcpathology and Applied Neurodiology (2004)

Figura 1: Esquema do sarcdmero, mostrando a localizacdo de proteinas envolvidas em
DMCs.



1.3.1. DMC1A

Em 1988 Gilchrist e colaboradores descreveram uma grande familia
americana de descendéncia alema com distrofia muscular dominante, que foi
classificado como distrofia muscular de cinturas (DMC1A). Esta doencga, de
inicio na idade adulta, tem como caracteristica clinica particular a disartria.

O gene da DMC dessa familia foi mapeado em 5931 por Speer e
colaboradores em 1992 e, finalmente em 2000, Hauser e colaboradoes
identificaram a miotilina (MYOT) como o gene responsavel. (Hauser et al.,
2000).

O gene MYOT codifica uma proteina de mesmo nome que possui 498
aminoacidos e esta localizada ao nivel miofibrilar no disco-Z (Salmikangas et
al., 2003). Miotilina juntamente com paladina e miopaladina formam um
pequeno grupo homologo de proteinas do citoesqueleto que funcionam como
reguladores da organizagdo da actina. Portanto, MYOT desempenha um
papel de organizador estrutural do citoesqueleto e participa ha montagem e
na manutencao estrutural dos discos-Z sarcoméricos. Além da actina, MYOT
interage ainda com varias proteinas estruturais disco-Z, incluindo a-actinina e
filamina C (Otey et al., 2005). Mutagdes pontuais em MYOT causam além de
DMC1A, miopatias miofibrilares (Selcen et al., 2004). Mesmo tendo sido
observadas mutacdes em miotilina causando doengas musculares, foi
observado que nao ha alteragdo da estrutura e do funcionamento muscular
em camundongos knockout para MYOT. Esse resultado pode ser uma
indicacdo de papéis complementares da paladina, miotilina e miopaladina
(Heikkinen et al. 2009).

1.3.2. DMC2G

A DMC2G é uma forma rara de DMC que foi mapeada em pacientes
brasileiros em 1997 (Moreira et al., 1997). Foi observada uma grande
variabilidade clinica inter e intrafamilial nos 14 pacientes das quatro familias
avaliadas. Todos apresentaram fraqueza proximal, mas alguns apresentaram

uma atrofia nos musculos distais das pernas. A idade de inicio variou de 9 a



15 anos de idade. Cinco deles perderam a capacidade de andar na terceira
ou quarta décadas de vida. Os pacientes afetados das quatro genealogias
apresentaram uma mutacdo nula no gene da teletonina e deficiéncia da
proteina no musculo (Moreira et al., 2000). A triagem de mutagdes no gene
da teletonina em outras populacdes nao identificou nenhum outro caso de
teletoninopatia.

A teletonina, também conhecida como titina cap (TCAP) é uma
proteina de 19 kDa associada ao disco-Z (Figuras 1 e 3), e parece estar
envolvida na regulacéo e desenvolvimento da estrutura do sarcémero normal.
TCAP liga-se ao dominio N-terminal da titina e é um substrato da titina
quinase. Foi demonstrado por estudos de expressao que a interacdo com
titina é fundamental para a integridade do sarcbmero e que TCAP esta
localizada na regido do disco-Z de musculos estriados esquelético e
cardiaco. No coragao, TCAP é necessario para o sensor de estiramento dos
cardiomidcitos e para organizagao estrutural do sarcémero cardiaco (Zhang
etal., 2011).

TCAP parece existir como uma unica isoforma e esta entre os 12
transcritos mais abundantes no musculo esquelético. Estudos mostraram que
TCAP interage e regula a secregao de miostatina, um regulador negativo do
crescimento muscular, que inibe a proliferagao e diferenciacéo celular. Dada
a interacdo de TCAP com miostatina e a capacidade de TCAP de modular a
proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos, tem sido proposto que TCAP
poderia oferecer um novo alvo terapéutico para distrofias musculares. Ja
foram relatados camundongos knockout para TCAP que compartilham muitas
caracteristicas dos paciente com DMC2G, sugerindo que o modelo do
camundongo dara um importante modelo experimental para potenciais

terapias para pacientes DMC2G (Zhang et al., 2011).

1.3.3. DMC2J

A DMC2J foi descrita em uma familia finlandesa com pacientes
homozigotos para a mutagdo no gene titina, na qual em heterozogose causa
a distrofia muscular tibial autossémica dominante (Hackman et al., 2002).

Essa DMC pode apresentar fraqueza distal, miopatia proximal e/ou distal e



também foi associada a cardiomiopatia (Udd et al., 2005; Carmignac et al.,
2007).

A titina € a maior proteina encontrada nos mamiferos, variando entre
2970 e 3700 kDa, dependendo da isoforma. E codificada por um tnico gene,
localizado no brago longo do cromossomo 2, na regido 2931, constituido por
363 exons. Ela é uma proteina intrassarcomérica, com cerca de 1 ym de
comprimento, que se estende desde o disco-Z até a linha M (Figuras 1 e 3) e,
desse modo, abrange as quatro zonas do sarcbmero, que tradicionalmente é
dividida em regides distintas designadas respectivamente de: regido da linha
M, da banda A, da banda | e do disco-Z. A regido do disco-Z contém o
terminal amina, enquanto na regido da linha M esta localizado o terminal
carboxila. No coragao, a titina possui duas isoformas, N2B e N2BA, que sao
geradas por splicing alternativo (LeWinter et al., 2007).

A principal caracteristica da titina € a sua elevada elasticidade, que Ihe
permite distender-se e encurtar-se regulando assim o comprimento do
sarcdmero e a fungdo muscular, portanto constitui o principal determinante da
tensdo passiva dos cardiomidcitos (Granzie et al., 2004). As propriedades
elasticas da titina devem-se sobretudo a regido na banda I, ja que na banda
A, a titina é praticamente inextensivel (Freiburg et al., 2000).

A titina é, ndo s6 o principal determinante da tensdo passiva em
resposta ao estiramento, mas funciona também como uma mola elastica
bidirecional. Isso porque, quando o comprimento do sarcémero é encurtado
para valores inferiores ao comprimento de repouso, a titina também gera uma
forca elastica que tem uma diregao contraria a da tensao passiva tradicional.
Essa forca, designada “forca de restauragdo”, permite o rapido
restabelecimento do comprimento do sarcOmero para os valores de repouso,
empurrando o filamento grosso para longe da disco-Z (Helmes et al., 1996).

A titina interage com varias proteinas do sarcOmero: teletonina e alfa-
actinina na regido do disco-Z; calpaina-3 (CAPNQ3) e obscurina na regido da
banda |; myosin-binding protein C, calmodulina e CAPN3 na regido da linha
M (Bang et al, 2001).



I.4. DMC causada por alteragoes em proteinas do envelope nuclear

.4.1. DMC1B

A DMC1B é causa por mutagdes no gene das laminas A/C (LMNA). A
LMNA codifica laminas nuclecfilicas: lamina A e lamina C. Estas isoformas
sédo geradas pelo splicing alternativo no exon 10 da LMNA (Genschel et al.,
2000). A lamina nuclear é constituida de uma matriz bidimensional de
proteinas localizado junto a membrana nuclear interna (Figura 2). A familia de
proteinas lamina compdéem a matriz nuclear e sao altamente conservadas na
evolucdo. Durante a mitose, a lamina da matriz € reversivelmente
desmontada com as proteinas lamina fosforiladas. Elas interagem com a
cromatina e proteinas integrantes da membrana nuclear, por isso parecem
estar envolvidas na estabilidade nuclear, estrutura da cromatina e na

expressao génica (Zaremba-Czogalla M et al., 2010).

Mutacbes nesse gene estdo associadas a diversos fendtipos clinicos,
entre os quais: distrofia muscluar de Emery-Dreifuss Distrofia muscular,
lipodistrofia parcial familiar, distrofia muscular de cinturas, miocardiopatia
dilatada, doenca de Charcot-Marie-Tooth e sindrome de Hutchinson-Gilford

(progeria).

A DMC1B caracteriza-se por uma fraqueza muscular de progressao
lenta com disturbios da condi¢cdo cardiaca, mas sem contraturas e com a

idade de inicio dos sintomas bem variada (Muchir et al., 2000).
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Modificado de Annu Rev Genomics Hum Genet., 2005

Figura 2: Visao do nucleo celular mostrando a localizagdo da laminas A e C.

I.5. DMCs causadas por alteragoes em proteinas sarcoplasmaticas

1.5.1. DMC2A

A DMC2A é causada por mutagdes no gene da calpaina-3 (CAPNJ3),
que codifica uma proteina de mesmo nome. CAPN3 é membro da familia das
calpainas (Richard et al., 1995), tendo sido o primeiro exemplo de DMC
causada por deficiéncia enzimatica (Richard et al., 1995).

A calpainopatia € a forma mais frequente das DMCs em varias
populagdes, inclusive no Brasil, correspondendo a 30% de todos os casos
identificados. Clinicamente, a DMC2A ¢é caracterizada por uma atrofia
proximal seletiva e simétrica sem envolvimento cardiaco, sem

comprometimento dos musculos da face e inteligéncia normal (Zatz et al.,
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2000; Richard et al., 1999). Um estudo feito com 163 pacientes europeus
mostrou uma grande variabilidade clinica inter e intrafamilial, desde casos
leves até formas graves da doenca (Richard et al., 1999).

O gene da CAPN3 tem 24 exons e cobre uma regidao genémica de 50
Kb. Ele é expresso em um transcrito de 3.5 Kb e traduzido em uma proteina
de 94 KDa, ausente ou em quantidade inferior ao normal em pacientes com
DMC2A.

CAPN3 pertence a uma superfamilia de preoteases ricas em cisteina
no seu sitio ativo e dependentes de ions calcio para sua ativagao; tal proteina
ocorre tanto no citossol (Figura 3) como no nucleo das células constituintes
de tecidos bastante especificos: musculos esqueléticos, musculo cardiaco e
figado (Huang e col. 2001; Sorimachi e col. 2001; Goll et al. 2003; Zatz e
Starling, 2005).

Assim como outras proteinas dessa superfamilia, a CAPN 3 apresenta
duas subunidades distintas, que apresentam 80 kDa e 30 kDa e néo
interagem entre si. O dominio catalitico dessa protease encontra-se na
subunidade maior da CAPNS3.

Algumas hipoteses foram formuladas a respeito do mecanismo
molecular que desencadeia a DMC2A. Baghdiguian e colaboradores em
1999, observaram que a deficiéncia de CAPN3 esta associada a apoptose
dos nucleos das fibras musculares, o que pode ser explicado pela
perturbagdo da via apoptética IkBa/NF-kB (nuclear factor of kappa light-chain
gene enhancer in B cells inhibitor o). NF-kB regula genes anti-apoptéticos e
IkBa € seu inibidor. Estudos mostraram que IkBoa € substrato para CAPNS,
portanto na deficiéncia de CAPN3 ha acumulo de IkBa o que diminui a
expressao da resposta do NF-kB. Por ser um regulador central do estresse
celular e geralmente bloquear apoptose, NF-xB quando ausente
provavelmente gera uma resposta para sensibilizar a célula a estimulos pré-
apoptéticos (Baghdiguian et al., 1999).

No interior da célula muscular, a CAPN3 interage com a titina (TTN),
(Sorimachi et al. 1995). Essa interacdo possivelmente se relaciona a

transducdo de sinais no musculo esquelético (importante para o
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desenvolvimento celular normal) e a estabilidade da CAPN3, impedindo sua
degradagao (Spencer et al. 2002).

Apesar de interagir com titina, o substrato natural de CAPN3 é
desconhecido (Baghdiguian et al., 1999). Trabalhos recentes tém
demonstrado que a CAPNS3 se liga especificamente e cliva y-filamina (Guyon
et al., 2003), mostrando que CAPN3 atua nos processos de remodelagao do
citoesqueleto. A interacédo da y-filamina com y e d-sarcoglicana (Thompson et
al., 2000), bem como as proteinas do disco-Z, miotilina e miosenina, (Takada
et al., 2001) sugere que o mecanismo patolégico exato da DMC2A também
possa ser de atuar no sarcolema e / ou disco-Z do sarcémero, interrompendo
a regulamentagdo dessas interagbes proteina-proteina. Isso sugere um
mecanismo patolégico comum ligando LGMD2A com LGMD2C-F
(sarcoglicanopatias) e DMC1A (causada por mutacdes no miotilina).

CAPN3 atua ainda no processo de reparo da membrana de células
musculares. A coexisténcia de CAPN3 e AHNAK, uma proteina envolvida na
citoarquitetura subsarcolemal e na reparagcdo da membrana, num complexo
proteico com disferlina (proteina responsavel pela DMC2B) e a presencga de
fragmentos proteoliticos de clivagem da AHNAK no musculo esquelético
levou Huang e colaboradores (2008) a investigarem se AHNAK pode atuar
como substrato para CAPN3. Eles demonstraram que AHNAK é realmente
clivada por CAPN3 e que ha perda de AHNAK em células que expressam
atividade de CAPN3. Por outro lado, quando CAPN3 encontra-se deficiente
no musculo esquelético de pacientes calpainopatia ha acumulo de AHNAK.
Além disso, demonstrou-se também que que os fragmentos AHNAK clivados
por CAPN3 perdem sua afinidade para disferlina. Assim, esses achados
sugerem a interligacado entre as DMC2A e DMC2B, revelando um novo papel

fisioloégico para CAPN3 na regulagdo do complexo proteico com disferlina.
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1.5.2. DMC2H

Esta forma foi mapeada no cromossomo 9q (Weiler et al., 1998) e &
causada por mutagdes em TRIM32, uma E3-Ubiquitin ligase. Os individuos
afetados possuem uma fraqueza moderada e lenta.

O produto de TRIM32 ubiquitina diversas proteinas, tais como o
produto do proto oncogene c-Myc; a disbindina (que € uma proteina ligada a
distrobrevina, componente do complexo distroglicano) e a actina.

TRIM32 localiza-se no citosol (figura 3) e é expresso no musculo
esquelético onde interage com miosina e pode ubiquitinar a actina. Nenhuma
alteragao, entretanto, foi notada entre o tipo selvagem de TRIM32 e DMC2H
em termos de actina e miosina, por isso o0 mecanismo exato que mutagdes
em TRIM32 provocam a distrofia € desconhecido. TRIM32 também ubiquitina
disbindina, proteina associada a musculatura esquelética. A finalidade e o
efeito dessa ubiquitinagdo, entretanto, ainda ndo estdo claros (Locke et al.,
2009).

Embora TRIM32 seja amplamente expresso, ainda nao esta claro
porque mutagdes em TRIM32 resultam num fendtipo relativamente restrito ao

musculo esquelético (Shieh et al., 2011).
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Figura 3: Visado do sarclolema e do sarcoplasma mostrando proteinas associadas a DMCs.

1.6. DMCs causadas por alteracdes em proteinas do sarcolema

1.6.1. DMC1C

Mutacdes na Caveolina-3 (CAV-3) causam a DMC1C (Minetti et al.,
1998). Os pacientes portadores destas mutagbes podem desenvolver
miopatias (DMC) ou rippling muscle disease (RMD) ou apenas aumento
idiopatico de CK sérico (Merlini et al., 2002).

O gene CAV-3 foi mapeado em 3p25 e possui dois exons. Este gene
codifica uma proteina de mesmo nome que contém 150 aminodacidos
(17KDa) e um RNAm de 1,5 Kb expresso em musculo esquelético, liso e
cardiaco (Kubisch et al., 2003).
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As caveolinas localizam-se no sarcolema (Figura 3) e atuam na
formacéo das cavéolas, estruturas em forma de bolha na membrana celular
que se originam de invaginagdes de membrana. As caveolas
compartimentalizam proteinas e lipideos especificos que estdo envolvidos na
sinalizagdo celular dentro das membranas das cavéolas criando
microdominios de membrana. Isto torna as interacdes protéicas mais rapidas
e eficientes (Tang et al., 1996; Chidlow, 2010).

Alguns estudos sugerem que a CAV-3 também atue na formacao e
organizagdo dos sistemas de tubulos transversos (tubulos T) das células
musculares em diferenciagao (Song et al., 1996; Tang et al., 1996; Minetti et
al., 2002).

CAV-3 regula varias vias de sinalizagcdo, pois interage com varias

moléculas de sinalizagdo da membrana plasmatica.

nNOS media a producdo de oOxido nitrico nas células do musculo
esquelético. Tem sido demonstrado que CAV-3 age diretamente com nNOS
in vitro. Assim parece que CAV-3 pode regular funcionalmente funcgdes
dependente de 6xido nitrico no tecido muscular. Foi demonstrado in vivo (em
camundongos transgénicos) que a superexpressao de CAV-2 no coracgao
resulta na inibigdo da atividade de NOS (Segal et al., 1999).

A distrofina e suas glicoproteinas associadas sdo drasticamente
reduzidas em camundongos transgénicos que superexpressam CAV-3,
mostrando um fenodtipo duchenne-like. A auséncia virtual do complexo da
distrofina no tecido muscular esquelético de camundongos transgénicos
CAV-3 pode ser explicada pelo fato do dominio ww-like de CAV-3 se ligar
num sitio da regido c-terminal de fB-distroglicana, que € o mesmo sitio de
ligacdo reconhecido pelo dominio ww da distrofina. Como a distrofina esta
ancorada a membrana plasmatica por uma ligacao direta com p-distroglicana,
a superexpressao de CAV-3 pode deslocar competitivamente a distrofina na
membrana plasmatica e promover como consequéncia disso, a sua
degradagao (Merrick et al., 2009).

CAV-3 interage com disferlina (que é responsavel pela DMC2B).

Supbe-se que uma das funcdes da disferlina é interagir com a CAV-3 para
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facilitar funcées de sinalizagcdo na caveolae. Em musculos de pacientes com
DMC1C foi observada a localizagdo anormal da disferlina.

Ja foi demonstrado que defeitos de reparo da membrana em distrofias
musculares estdo ligados a alteragdo entre MG53 (TRIM72), CAV-3 e
disferlina. MG53 interage com CAV-3 e disferlina para regular o reparo da
membrana no musculo esquelético. MG53 media o trafego ativo de vesiculas
intracelulares ao sarcolema e € necessario para a circulagado da disferlina
para os sitios de lesdo celular durante a formacao do reparo. Mutagbes em
CAV-3 causam sua retencdo no complexo de golgi e resulta numa
localizagdo aberrante de MG53 e disferlina levando a um reparo de

membrana defeituoso (Weisleder et al., 2009).

1.6.2. DMC2B

Mutacbes no gene da disferlina (DYSF) sado responsaveis pela
segunda forma de DMC autossOmica recessiva. Este gene contém 55 exons
e abrange uma regido de 150 Kb (Bashir et al., 1988; Liu et al., 1998). O
quadro clinico € geralmente o mais brando dentre todas as formas de DMCs
apesar de haver uma grande variabilidade inter e intrafamilial (llla et al.,
2001). Na populagao brasileira, a disferlinopatia € a segunda forma mais
frequente, com 22% de todos os casos identificados.

A proteina que é codificada por DYSF, recebe seu mesmo nome. Ela
€ uma proteina de 230KDa que se localiza na periferia das fibras musculares
esqueléticas ligada a membrana do sarcolema (Anderson et al., 1999), se
expressa nos inicio do desenvolvimento embrionario (Anderson et al., 1999) e
pode ser detectada no sangue, pele e em biopsia de vilo coridénico (Vainzof et
al., 2001; Ho et al., 2002).

DYSF esta relacionada com o reparo da membrana muscular. Ja foi
relatado anteriormente nesse trabalho como a interagdo da disferlina com a
calpaina-3 (DMC2A) e com a caveolina-3 (DMC1C) podem atuar no reparo
da membrana.

Numa fibra normal, DYSF esta localizada no sarcolema (Figura 3) e
em vesiculas citoplasmaticas, e interage com anexinas 1 (A1) e 2 (A2). O

rompimento da membrana causa um aumento de calcio na fibra muscular e
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cria uma zona de calcio ao redor do local de ruptura. O calcio ativa proteases
como a calpaina, que levam a clivagem de proteinas do citoesqueleto e,
consequentemente, reduz a tensao da membrana. O calcio também ativa a
agregacao de vesiculas de reparo carregando disferlina, provavelmente
envolvendo anexinas e a migragdo dessas vesiculas par o local de ruptura,
onde elas se fundem umas com as outras e com a membrana na presenga
localizada de altos niveis de calcio. DYSF provoca entdo a fusdo de vesiculas
com a membrana plasmatica, provavelmente através de SNARES (familia de
proteinas que desempenham um papel central na geracédo da especificidade
do trafego vesicular e na catalise do processo de fusédo). A fusdo das
vesiculas de reparo com a membrana plasmatica resulta no remendo da
prépria, vedando-a portanto (Han & Campbell, 2007) (Figura 4).

Outros estudos mostram ainda que DYSF pode interagir com a afixina,
uma quinase ligada a integrina que se localiza no sarcolema, (Matsuda et al.,
2005) e com tubulina e microtubulo em musculo esquelético de camundongos
(Azakir et al., 2010).

(a) (b)

S35 Cytoskeleton \" Dysferiin

@ Inactivated calpain \ Annexin A1/A2
@ Activated calpain e Ca*»

Cumrent Opinion in Cell Biology

Figura 4: Esquema mostrando a agao da disferlina no processo de reparo da membrana.
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1.6.3. DMC2C, DMC2D, DMC2E, DMC2F

As DMC2C, DMC2D, DMC2E, DMC2F sao causadas por mutagdes
nos genes que codificam as y-, a-, p-, 8- sarcoglicanas, respectivamente
(Nogushi et al., 1995; Roberds et al., 1994;. Lim et al., 1995 e Bonemann et
al., 1995; Nigro et al., 1996). Essas DMCs sdo chamadas portanto de
sarcoglicanopatias.

Um quadro clinico mais grave, semelhante ao observado na distrofia
muscular de Duchenne, ocorre com mais frequéncia entre os pacientes com
sarcoglicanopatias. Os niveis séricos de CK sdao muito elevados,
principalmente entre aqueles que ainda deambulam. A idade de inicio
costuma ser na infancia e geralmente os pacientes passam a usar cadeiras
de rodas antes dos 16 anos.

O conjunto das quatro proteinas forma o complexo sarcoglicano,
localizado no sarcolema (Figura 3). Um defeito em qualquer uma dessas
quatro proteinas desestabiliza todo o complexo, o qual esta associado ao
complexo distroglicano (DGC) e também aos seus compostos como: a-
distrobrevina, sintrofina, nNOS e sarcospan. O papel do complexo
sarcoglicano na organizagdo do complexo distroglicano ainda ndo esta bem
definido. Sarcospan € um componente integral do DGC que interage
diretamente e estabiliza as sarcoglicanas. Nao se sabe entretanto, qual a
relevancia do sarcospan, uma vez que camundongos knockout nao
apresentam miopatias.

Uma ligacao adicional entre DGC e actina (geralmente eles séao
ligados pela distrofina) é feita através da interagdo do DGC com o complexo
sarcoglicano, uma vez que esse se interage com y-filamina (proteina que se
liga a actina). Esses dados mostram que o complexo sarcoglicano forma
interacbes multiplas com componentes do DGC e reforca a sua fungao na
estabilizacdo do DGC como um todo (Sandona & Betto, 2009).

19



1.6.4. DMC2Q

A DMC2Q é causada por mutagbes no gene plectina-1 (PLEC-1)
Mutagcbes em PLEC causam diversas formas de epidermélise bolhosa (EB),
incluindo EB simples com distrofia muscular, EB simples com atresia pilérica
e EB simples tipo Ogna de heranga autossGmica dominante. A DMC2Q
entretanto, é caracterizada pelo aparecimento de fraqueza muscular proximal
na primeira infancia com rapida progressao da doenga na adolescéncia, mas
sem envolvimento de problemas dermatolégicos (Gundesili et al., 2010).

O gene PLEC1 codifica plectina-1, uma proteina de 500 kDa ligada ao
filamento intermediario. Plectina € um membro da familia das plakinas ou
cytolinkers, que sao capazes de interligar os diferentes elementos do
citoesqueleto. As plakinas, ndo apenas desempenham um papel crucial na
manutengao celular, na integridade dos tecidos e organizando mudangas
dinamicas na citoarquitetura e forma da célula, mas também servem como
alicerce para a organizagao, posicionamento e regulagédo dos complexos de
sinalizagdo. Plectina é expressa em varias isoformas e em diversos de tipos
de células e tecidos (Wiche et al., 1998).

.7. DMCs causadas por alteragcoes em proteinas envolvidas na

glicosilagcao do complexo distroglicano (DGC)

As distroglicanopatias formam um grupo de distrofias musculares que
compartilham como caracteristica patolégica comum, a glicosilacdo aberrante
da a-distroglicana (hipoglicosilagado) (Muntoni et al., 2002 e 2004; Martin et
al., 2007). A o-distroglicana € um componente da membrana periférica do
complexo distrofina-glicoproteina (DGC) que se associa com p-distroglicana
no sarcolema, formando um elo entre a matriz extracelular e a actina
associada ao citoesqueleto (Barresi et al., 2006) (Figura 3). A a-distroglicana
é fortemente glicosilada e interage com varias proteinas da matriz
extracelular, incluindo laminina 1 e 2, agrina, neurexina e perlecan

(Brockington et al., 2001) Nas distroglicanopatias, a reducédo na glicosilagéo
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determina a diminui¢cdo da ligacédo do DGC a matriz extracelular (Brockington
et al., 2001).

1.7.1. DMC2I

Mutagdes no gene FKRP (fukutin-related protein) causam a DMC2I. A
forma DMC1C de distrofia muscular congénita também € causada por
mutacdes neste gene e os pacientes apresentam um quadro clinico grave,
com idade de inicio nas primeiras semanas de vida. Ja na DMC2I, o quadro
clinico € mais brando, com idade de inicio na segunda ou terceira décadas de
vida, apesar de também haver uma grande variabilidade clinica inter e
intrafamilial (Brockington et al., 2001). E a forma mais comum de DMC entre
os pacientes europeus (Bushby et al., 2003), e ha uma mutagéo frequente, a
C826A (Brockington et al., 2001). Essa mesma mutacéo foi encontrada em 5
das 16 familias brasileiras que apresentavam a DMC2I (Paula et al., 2003).

O gene FKRP tem quatro exons, mas a regiao codificadora se limita ao
exon 4. A fungdo de seu produto ainda é desconhecido, mas estudos
recentes mostram que ele se localiza no complexo de Golgi (Figura 3), e &
essencial para o desenvolvimento do musculo, cérebro e olhos (Chan et al.,
2010)

1.7.2. DMC2K e DMC2N

As DMCs 2K e 2N sao causadas por mutagdes nos genes POMT1 e
POMT?2 respectivamente (Balci et al., 2005; Biancheri et al., 2007). POMT é
uma enzima (protein O-mannosyl-transferase) da familia glicosiltransferase.
POMT1 e POMT2 formam um complexo e, por isso mutagcdes em qualquer
um desses genes podem causar os mesmos fenodtipos que caracterizam-se
por uma forma congénita grave da doenga conhecida como musculo-olho-
cérebro (muscle-eye-brain) ou sindrome Walker-Warburg, uma forma
congénita menos grave de retardo mental e uma forma moderada de distrofia

muscular tipo cinturas (Manya et al., 2004).
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POMT1 e POMT2 estdo localizadas no reticulo endoplasmatico e
catalisam o primeiro passo na sintese de O-mannosyl glycan. Como a-
distroglicana é a proteina na qual esse tipo de glicosilagdo é demonstrada,
seu processamento anormal € esperado em pacientes com mutacdées em
POMT1 e POMT2 (Muntoni et al., 2008).

1.7.3. DMC2L

Foram identificadas mutacdes recessivas em ANOS5 (ou TMEM16A)
que resultaram na DMC2L em trés familias canadenses e francesas e, numa
miopatia distal de Miyoshi nao disferlina (MMD3) em familias de holandeses e
finlandeses. Estas mutagdes consistem em um sitio de splicing, um par de
base duplicada compartilhada pelos casos franceses, canadenses e
holandeses, e duas mutagdes missense. O local de splicing e as duplicagdes
introduzem coédons de parada precoces e, consequentemente, provocam a
deterioracdo nonsense-mediated mRNA decay, sugerindo um mecanismo de
perda de fungéo.

Anion chanel Anoctamin (ANO) é uma familia de proteinas que
compreende pelo menos dez membros, muitos dos quais correspondem aos
canais de cloreto de calcio ativados. S6 haviam sido relatadas a essa familia
de genes mutagbes dominantes em ANOS na displasia esquelética
gnathodiaphyseal.

O fendtipo DMC2L ¢é caracterizada por fraqueza proximal, com
destaque para quadriceps femoral assimétricos e atrofia de biceps braquial.
O fendtipo MMD3 estd associado a fraqueza distal, dos musculos da
panturrilha em particular. Com o uso de microscopia eletrénica multifocal,
lesdes no sarcolema foram observadas nos dois grupos. A heterogeneidade
fenotipica associada a mutacées ANO5 lembra a observada em mutagcoes
em DYSF que podem causar tanto DMC2B como miopatia de Miyoshi
(MMD1). Embora a fungao da proteina ANOS ainda seja desconhecida, a sua
funcdo de canais de cloreto de calcio ativados pode levar a importantes
descobertas sobre o papel do reparo da membrana do musculo esquelético

deficiente em distrofias musculares (Bolduc et al., 2010).
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1.7.4. DMC2M

A DMC2M ¢é causada por mutacbées no gene fukutina (FKTN).
Mutacbes nesse gene causam distrofia muscular congénita de Fukuyama
(FCMD), a segunda forma mais comum de distrofia muscular no Japao que &
invariavelmente associada a retardo mental e a defeitos estruturais do
cérebro. Os pacientes com DMC2M, causada pela mutagdo nesse mesmo
gene, nao apresentam retardo mental ou defeitos estruturais do cérebro.
Outra peculiaridade observada nesses pacientes foi a boa resposta a
corticoterapia (Godfrey et al., 2006).

A proteina FKTN esta localizada no complexo de Golgi (Figura 3).
Estudos utilizando PCR, imunohistoquimica e immunoblotting para analisar
amostras de pacientes com FCMD, confirmaram a deficiéncia de FKTN e
encontraram deficiéncia acentuada a-distroglicana no musculo esquelético e
cardiaco e no tecido cerebral. p-distroglicana foi normal em todos os tecidos
examinados. Estes resultados mostram que a deficiéncia de FKTN afeta a
modificagdo da glicosilagdo de a-distroglicana, que entdo nao pode se
localizar ou funcionar corretamente, sendo degradada ou eluida da superficie
da membrana extracelular das fibras musculares (Hayashi e colaboradores
2001).

1.7.5. DMC20

Mutacbes no gene POMGnT1 sao responsaveis pela DMC20.
Mutagbes nesse mesmo gene é responsavel pela doenga conhecida como
musculo-olho-cérebro (muscle-eye-brain) ou sindrome Walker-Warburg,
numa forma de distrofia muscular congénita que € acompanhada de defeitos
estruturais no olho e no cérebro e esta associada a retardo mental grave. O
fendtipo da DMC20 inclui inicio aos 12 anos de idade, miopia grave,
inteligéncia normal. Alem disso, os pacientes com DMC20 apresentam
diminui¢ao da a-distroglicana no musculo esquelético.

POMGnT1 codifica protein  O-linked mannose 1, 2-N-

acetylglucosaminyltransferase que € uma glicosiltransferase envolvida na
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glicosilagdo da a-distroglicana, sendo responsavel pela transferéncia de N-

acetilglicosamina (GIcNAc) para manose (Clement et al., 2008).

1.7.6. DMC causada por alteragdes nas proteinas distroglicanas

Foi recentemente identificada uma mutacédo missense (Thr192Met) em
DG1, gene que cofifica a e B-distroglicana, em uma mulher com DMC e
disfungado cognitiva. Um modelo de camundongo com esse tipo de mutagéo
compartilha as anormalidades neuromusculares observadas no paciente.
Estudos in vitro e in vivo mostraram que a mutagao prejudica a fungao do
receptor da distroglicana no musculo esquelético e no cérebro (Hara et al.,

2011). Essa forma de DMC ainda ndo tem uma denominacgao.
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Il. Objetivos

I1.1 Geral

* Identificar a regi&o genbémica associada a distrofias musculares tipo

cinturas com padrao de heranga autossdmica dominante (DMC1)

1.2 Especificos

* Mapear o loco génico associado a uma manifestagdo familiar de
DMC1;

* Refinar a regido mapeada na etapa anterior;

» Verificar se ha co-localizagado da regiao mapeada com outras formas

de DMC1 descritas na literatura;

* Apontar genes candidatos na regido mapeada e triar mutagoes.
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lll. Pacientes

lll.1. Familia 1

A primeira familia estudada nesse trabalho é procedente de Nueva
Palmira, uma cidade da provincia de Colonia, no Sudoeste do Uruguai, com
11 individuos afetados por DMC AD, distribuidos em 3 geragdes (figura 6).

Os pacientes estudados foram avaliados clinicamente por dois
neurologistas do Centro de Estudos do Genoma Humano (coordenado pela
Dra Mayana Zatz), Fernando Kok e David Schlesinger e pela neurologista
Nury Sanchez da Universidad de La Republica, Uruguay.

Os individuos afetados apresentam fendtipos com caracteristicas que
nao haviam sido descritas anteriormente. A idade de inicio da fraqueza
muscular varia de 15 a 53 anos de idade, sem evidéncia de antecipacao
clinica. A progressdao da doenga é lenta. Os sintomas se iniciam com
fragueza proximal tanto em membros superiores como em membros
inferiores. O comprometimento é assimétrico em quase todos os afetados. Ha
comprometimento distal mais intenso nos membros inferiores que faz com
que a marcha seja ao mesmo tempo anserina e escarvante. A amiotrofia é
mais evidente na cintura escapular e 40% dos pacientes afetados,
apresentam catarata antes dos 40 anos. Nas fases mais avancadas da
doenca, a forca das maos € comprometida e, além disso, o rosto fica
escavado, sem fragueza muscular evidente indicando uma lipodistrofia de
face. A musculatura facial e ocular é preservada, embora alguns pacientes
apresentem alguma fraqueza no esternocleidomastoideo. Nao ha fenémeno
miotbnico nem qualquer sinal sugestivo de neuropatia ou de
comprometimento do neurénio motor periférico.

Foram coletadas amostras de sangue de 27 individuos (com 11
afetados). O material biologico, coletado apdés o consentimento dos
pacientes, bem como os dados clinicos, sdo mantidos sob inteira

responsabilidade do laboratério.
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l1l.2. Familia 2

A familia 2 é uma familia brasileira com doze pessoas afetadas
distribuidas em trés geragdes. Essa familia também foi avaliada por um dos
neurologistas do Centro de Estudos do Genoma Humano que avaliou a

familia 1, Fernando Kok (Figura 5).

Os pacientes afetados por DMC1G apresentam uma idade de inicio da
fragueza muscular variando entre 30 e 47 anos, sem evidéncia de
antecipacao da idade de inicio dos sintomas. Na maioria dos casos o0s
sintomas iniciais foram: fraqueza proximal dos membros inferiores proximais
e caimbras musculares. A progressdo da doengca mostra-se lenta. Ha
comprometimento dos membros inferiores proximais e atrofia em todos os
pacientes e nove dos dez pacientes avaliados tinham fraqueza dos membros
superiores proximais. Os pacientes geralmente apresentam contraturas de
cotovelos e joelhos. Nos musculos afetados, os reflexos miotaticos estao
reduzidos ou abolidos. Nao foi detectada miotonia. Com exce¢dao de um
paciente, todos os outros apresentaram uma limitagcdo progressiva de flexao
dos dedos dos pés e das maos, com uma amplitude reduzida dos
movimentos das articulacbes interfalangeanas, sendo essa uma

caracteristica especifica dessa forma de DMC.

Foi utilizada a amostra de DNA do probando dessa familia (juntamente
com a amostra de DNA do probando da familia 1) para o sequenciamento de
genes canditados.

O estudo foi realizado apds a assinatura do termo de consentimento

livre e esclarecido.
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111.3. Métodos

l.3.1. Isolamento de DNA gendémico a partir de sangue periférico

(protocolo adaptado de Miller et al., 1988)

A partir de 4 mL a 8 mL de sangue periférico coletados em tubo
contendo EDTA 8% (VACUETTE-) e posteriormente transferidos para tubo de
propileno (Corning), foi adicionada a solugcdo de lise 1 (1x) de modo a
completar 50 mL; depois de incubagdo em gelo durante 30 minutos (para a
lise da membrana celular), a amostra foi centrifugada a 580 x g (2000 rpm —
rotagdes por minuto) por 15 minutos; o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspenso em 15 mL de solugéo de lise 1 (1x); uma nova
centrifugacéo foi realizada a 580 x g (2000 rpm) durante 5 minutos; o
sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado foi ressuspenso em 3
mL de solugcdo de lise 2 (1x) (para a lise da membrana nuclear);
posteriormente, foram adicionados 50 uL de pronase E — 40 mg/mL (ou 70 uL
de proteinase K — 10 mg/mL) e 300 pL de dodecil sulfato de sodio (SDS)
10%; apds agitagdo manual, a amostra foi incubada a 37°C overnight (ou a
60°C durante 1 hora, caso tenha sido utilizada a proteinase K); a seguir, foi
adicionado 1 mL de cloreto de sodio (NaCl) 6M a amostra, que foi agitada
manualmente durante 15 segundos e centrifugada a 910 x g (2500 rpm)
durante 20 minutos; o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de
propileno e a centrifugacdo foi repetida (910 x g, 15 minutos); o novo
sobrenadante, ao qual atribuiu-se a medida de 1 volume, foi entdo transferido
para um tubo de vidro (com capacidade de aproximadamente 15 mL) e foram
adicionados 2 volumes de etanol 100%; apds veda-lo, o tubo foi invertido
numero de vezes suficiente para que ocorresse a precipitacdo do DNA,
resgatado com o auxilio de um pequeno bastao de vidro e colocado em tubo
de microcentrifuga de 1,5 mL; por fim, foi adicionado TE* em volume que
variou entre 100 uL e 500 pL, segundo a quantidade de DNA precipitado; as

amostras foram incubadas a 65°C durante 30 minutos e estocadas a 4°C.
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Solucéo de lise 1 (estoque — 10x):

1,550 M NH,CI
0,100 M KHCO3
0,010 M EDTA (pH = 7,4)

Solucéo de lise 2 (estoque — 10x):

0,100 M Tris HCI (pH = 8,0)
0,400 M NaCl

0,020 M EDTA (pH = 8,2)
e+

0,1 mM EDTA

10 mM Tris HCI (pH = 8,0)

111.3.2. Amplificagcao de DNA utilizando-se a técnica de reagcao em cadeia

da polimerase (PCR - do inglés, Polymerase Chain Reaction)

111.3.2.1. Estudo de ligagao da familia 1

Foram utilizados iniciadores (primers) fluorescentes integrantes do kit

comercialmente disponivel ABI Prism= Linkage Mapping Set v2.5 (Applied

Biosystems). Utilizando tubo de microcentrifuga de volume 0.2 mL, foi

realizada a reacao descrita abaixo para um volume final de 10 pL:

Reagente Volume utilizado (ul) Concentracgao final

10x PCR buffer (sem Mg)™ 1,00 1x

2,5 mM dNTP mix 1,00 0,25 mM de dATP, dCTP, dGTP, dTTP
50 mM MgCl,™ 0,50 2,50 mM

Primer mix (5 M cada primer) 0,66 0,33 uM de cada primer

DNA (25 ng/uL) 3,00 75 ng

Taq DNA polimerase (5 U/uL)™ 0,13 0,65 unidades

H,O ultrapura 3,71 _

A preparagao foi entdo submetida a incubagdo em termociclador

utilizando o seguinte programa:
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Temperatura (°C) Tempo
94 5’
94 15>
55 15 30 x
72 30
72 15°
10 0

Apos a amplificagdo do DNA como acima descrito, a amostra foi
diluida com agua ultrapura em propor¢ao 1:10; 2 yL dessa diluicdo foram
acrescentados a 2,7 uL de Tween-20 0,1% e 0,3 pyL de Size Standard ET550-
R (GE Healthcare, numero de catdlogo 25-6550-01) para posterior
genotipagem utilizando-se o MegaBACE- DNA Analysis System (Amersham
Biosciences).

Para a analise dos resultados, utilizou-se o programa Genetic Profiler
versao 2.2 (Amersham Biosciences).

O resultado de um estudo de ligagdo € dado em LOD (“Logarithm of
Odds”) score, que representa a probabilidade relativa do l6cus da doencga e
um marcador genético estarem geneticamente ligados (com uma fragao de
recombinacao teta - 8), do que eles nao estarem geneticamente ligados. Um
“LOD score” (Z) de pelo menos +3.0 é considerado uma evidéncia de ligagao,
Z < -2 exclui a ligagdo da doenga com a regido, ja um Z entre -2 e +3 é
considerado inconclusivo (Strachan, T. e Read, A.P., 1999). A partir dos
gendtipos obtidos e do programa de computador M.Link do FASTLINK
package version 5.1 (Lathrop et al., 1984; Cottingham et al., 1993), sao

estimados os calculos de “lod-score”.
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11l.3.2.2. Redugao da regiao

A reducgao do tamanho da regidao de interesse do cromossomo 4 foi

realizada com as amostras da familia 1. Foram utilizados marcadores nao

disponiveis no kit acima citado e construgao dos primers foi feita a partir da

da referéncia de suas sequencias fornecidas em: genome.ucsc.edu. Nesses

casos, foi realizada a reagao a seguir, para volume final de 15 pL:

Reagente Volume utilizado (uL) | Concentracao final

10x PCR buffer (sem Mg)™ 1,50 1x

2,5 mM dNTP mix 1,50 0,25 mM de dATP, dCTP, dGTP, dTTP
50 mM MgCl,™ 0,75 2,50 mM

Primer M13 (FAM) (2,4 uM) 1,00 0,16 uM

Primer forward (0,6 uM) 1,00 0,04 uM

Primer reverse (2,4 uM) 1,00 0,16 uM

DNA (50 ng/uL) 2,00 100 ng

Taq DNA polimerase (5 U/pL)™" 0,20 1 unidade

H,O ultrapura 6,05 _

As amostras foram incubadas em termociclador utilizando o programa

abaixo:

Temperatura (°C) Tempo
94 5’
94 30
55 45> 30 x
72 45>
94 30>
53 45> 8 x
72 45>
10 0

31




Apods a amplificacdo do DNA, a mesma metodologia utilizada no item

acima foi adotada.

111.3.2.3. Sequenciamento de genes canditados localizados na regiao de

interesse do cromossomo 4

Apos a definicdo da regiao de interesse localizada no cromossomo 4
(descrita nos itens anteriores) prosseguiu-se ao sequenciamento de genes
candidatos nela contidos em amostras de afetados (probandos) das familias
1e?2.

Os primers dos genes escolhidos foram desenhados num programa
desenvolvido para isso, chamado Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/).

A amplificagédo das regides exdnicas de tais genes, bem como de suas
fronteiras intron-exon foi realizada em tubo de 0,2 mL, segundo a descri¢cao

que se segue (para volume final de 10 pL):

Reagente Volume utilizado (ulL) Concentragdo final

10x PCR buffer (sem Mg)™ 1,00 1x

2,5 mM dNTP mix 1,00 0,25 mM de dATP, dCTP, dGTP, dTTP
50 mM MgCl,™ 0,30 1,50 mM

Primer forward (20 uM) 0,50 1,00 uM

Primer reverse (20 pM) 0,50 1,00 uM

DNA (100 ng/pL) 1,00 100 ng

Taq DNA polimerase (5 U/uL)™ 0,10 0,50 unidade

H,O ultrapura 5,60 _

= Invitrogen- (nimero de catdlogo 11615010).

A preparagao foi entdo submetida a incubacdo em termociclador

utilizando-se o programa Touch Down:
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Temperatura (°C) Tempo
94 4’
94 30
69 40’
72 I
94 30
62 40’
72 I
72 10°
10 0

14 x
reduzindo
0,5 2C por
ciclo

23X

A quantificagdo das amostras amplificadas foi realizada por meio de

eletroforese em gel de agarose 2,0%, 0,5x TBE (Tris/Borato/EDTA — solugéo
10x: 0,89 M Tris Base, 0,89 M acido bdrico, 0,02 M EDTA) com brometo de

etideo 0,3 pg/mL, submetido a 120 V durante 50 a 60 minutos. Para a corrida,

2 uL da amostra de PCR foram adicionados a 1 pL de tampao BFB (0,25%

azul de bromofenol, 40% sucrose). O marcador utilizado como base

comparativa para a quantificacdo foi o Low DNA mass ladder (Invitrogen-,

numero de catalogo 10068013). O gel foi visualizado em transiluminador com

luz ultravioleta.

A etapa seguinte consistiu na purificagcdo do produto amplificado para

a remogao do excesso de primers, bem como de nucleotideos provenientes

da PCR:
Reagente Volume utilizado (ulL) Concentracgao final
Produto de PCR 8,00 _
Exonuclease I (EXO - 20 U/pL) 0,25 5 unidades
Shrimp alkaline phosphatase (SAP - 1 U/uL) 1,00 1 unidade

A reacao acima foi submetida a incubagao a 37°C durante 1 hora (para

atividade da EXO e da SAP), seguindo-se o0 aquecimento a 80°C por 20
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minutos (para a completa inativagdo de ambas as enzimas) e o posterior
resfriamento a 10°C por tempo indeterminado.

A etapa subsequente consistiu na reagdo de sequenciamento
propriamente dita, onde ocorreu a incorporagdo de didesoxinucleotideos

trifosfato (ddNTP) fluorescentes na amostra de DNA:

Reagente Volume utilizado (ulL) Concentracgao final

BigDye- terminator v.3.1 Cycle

Sequencing Ready Reaction 2,00 0,5x
Mix (2,5x)""
BigDye* terminator v.3.1 5x
1,00 0,5x
Sequencing Buffer
Primer 5 pM (forward e
1,00 0,5 uM

reverse separadamente)

B 10 a 15 ng (amplicons com
Variavel, de acordo com a
Produto de PCR purificado L 100 a 300 pb); 20 a 30 ng
quantificagao
(amplicons com 300 a 800 pb)

H,O ultrapura g.s.p. 10,0

“* parte integrante do kit BigDye- terminator v.3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems - nimero de catalogo
4337455)

A preparagao acima foi submetida a incubagcao em termociclador a
96°C durante 1 minuto (para desnaturacdo do DNA), seguindo-se 25 ciclos
constituidos das etapas de desnaturacédo (96°C por 10 segundos),
anelamento dos primers (50°C durante 5 segundos) e extensdo para
incorporagao dos ddNTPs (60°C por 4 minutos). Em cada ciclo, o decréscimo
de temperatura entre as etapas de desnaturagao e anelamento foi de 1°C por
segundo. Ao fim, as amostras foram resfriadas a 10°C por tempo
indeterminado.

A purificagao apés a reacao de sequenciamento foi feita em coluna de
purificacao:

- Coluna de purificagao:

A coluna de purificagéo foi construida em placa MultiScreen (Millipore,
numero de catalogo MAHVN4550), utilizando-se como matriz Sephadex: G-
50 (GE Healthcare, numero de catalogo 17057302).

Cada coluna foi hidratada com 300 yL de agua ultrapura e, apds 3

horas a temperatura ambiente, a placa foi centrifugada a 725 x g (2100 rpm)
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durante 5 minutos. A seguir, foram adicionados 150 uL de agua ultrapura a
cada coluna e a centrifugagdo foi repetida a 725 x g (2100 rpm) por 5
minutos. Ao produto da reacdo de sequenciamento foram adicionados 5 uL
de agua ultrapura e, entao, o volume de 15 L foi transferido para a coluna de
purificacdo. Para a elui¢ao final, foi feita mais uma etapa de centrifugacéo a
725 x g (2100 rpm) durante 5 minutos. As amostras foram secas em
termociclador a 96°C por 15 minutos e foram acrescentados 10 pL de
formamida™ .

* kK

* Hi-Di- formamide (Applied Biosystems, nimero de catdlogo 4311320).

O sequenciador utilizado para a leitura das amostras foi o ABI 3730
(Applied Biosystems) e o programa usado para a analise dos resultados foi o

Sequencher versao 4.8 (Gene Codes Corporation).
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IV. RESULTADOS

IV.1. Mapeamento do gene

Foi realizado estudo de ligagdo na familia 1 para testar se era uma das
formas dominantes de DMCs descritas na literatura (Figura 5). Mapeou-se o
loco para doenga na regiao 4913.3-q24 com Lod score de valor maximo 4.78
para o marcador D4S414 (Figura 6). A regiao foi delimitada entre os
marcadores D4S392 e D4S1572, com um intervalo de 33 Mb entre eles.
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Figura 6: Distribuicdo dos valores de Lod Score para Marcadores de Microssatélites no Cromossomo 4. O

eixo Y corresponde aos valores de Lod Score e o eixo X a posigdo do cromossomo em Mb.

IV.2. Refinamento da regido candidata

Para restringir a regido foram escolhidos outros 21 marcadores de
microssatélite da regidao de interesse do cromossomo 4 (tabela IlI). O
refinamento da regido candidata foi realizado com as mesmas amostras da
etapa anterior.

Foram observados quatro eventos de recombinacgao (individuos 1V:15,
l:2, IV:1, IV:5), reduzindo a regido candidata para a localizada entre os
marcadores D4S2922 e D4S1534 (figures 7 e 8), estendendo-se por um
intervalo de 4Mb em 4q21.22-q21.23.
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Parametric Analysis for Dominant_Model
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Figura 8: Distribuicdo dos valores de Lod Score para Marcadores de Microssatélites no Cromossomo

4. O eixo Y corresponde aos valores de Lod Score e o eixo X a posigdo do cromossomo em cM.
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IV.3. Analise da regiao mapeada na familia 1

O loco mapeado para famila 1 compreende DMCA1G,
coincidentemente descrito pelo nosso grupo (Starling et al., 2004). Por se
tratar de doencas semelhantes (apesar de possuirem peculiaridades clinicas
distintas) mapeadas na mesma regiéo, a familia com DMC1G, descrita nesse

trabalho como familia 2, foi incluida no estudo (Figura 9).
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IV.4. Triagem de genes candidatos

Uma vez que o loco mapeado nesse estudo compreende a DMC1G,
demos continuidade ao estudo analisando as duas familias juntas. Para isso,
consultamos os bancos de dados (http://genome.ucsc.edu) e selecionamos
14 genes candidatos, dentro da regido mapeada, que tiveram todos seus

exons sequenciados em amostras de afetados (probandos) das duas familias

(tabela 111).

Foi encontrada uma alteragdo missense de um unico nucleotideo (C/T)
nao depositada em bancos de dados publicos no exon 5 do gene FAM175A
em todos os afetados, e apenas neles, da familia 2 (Figura 10). Essa

alteragdo causa uma provavel modificagdo Thr141lso. Nao foi encontrada

nenhuma alteragéo neste mesmo gene na familia 1.

. - T H 2l ]
Normal +—F—5F—

Afetado TT a1 8 @8 Y /8 0§ A A8 § |~
'y A N ) l_ LA 1 A H

Figura 10: Resultado sequenciamento do gene FAM175A na familia de DMC1G. Regido do

eletroferograma obtido a partir do exon 5 com destaque para a alteragéo (seta preta).
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IV.5. Triagem do gene FAM175A

Apesar de nao existir uma referéncia desta alteragcdo em bancos de
dados de SNPs, decidimos realizar a triagem desse gene em pelo menos 200
controles para verificar se ndo se trata de um polimorfismo de baixa
frequéncia. Entretanto encontramos essa alteragdo em um controle do banco
de DNA do Centro de Estudos do Genoma Humano. Por isso aumentamos a
amostra e analisamos 500 controles (1000 cromossomos) e ndo encontramos

mais nenhum controle com a mesma alteracio.
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V. Discussao Geral e Conclusoes

Entender os mecanismos patolégicos responsaveis pelas distrofias
musculares é de grande interesse cientifico. O estudo de familias com
multiplos afetados tem sido de extrema importancia para o mapeamento de
novos locos génicos, a identificagdo de mutagcbes associadas aos quadros
clinicos e a melhor compreensdo do genoma humano funcional. A
oportunidade de se associar investigagao genética sistematica a criterioso
estudo clinico permite a descricdo de novas formas de distrofias musculares
geneticamente determinadas. Além disso, estudos como este podem
contribuir para a melhor compreensdo dos mecanismos bioldgicos envolvidos
na manifestagdo dessas doencgas, abrindo perspectivas para seu tratamento.

Nés identificamos uma familia do sudoeste do Uruguai segregando
uma forma até entdo desconhecida de distrofia muscular autossémica
dominante, que preenchiam os critérios diagnosticos para DMCs. Foi
observada expressividade variavel para a idade de inicio dos sintomas
musculares. Os pacientes mostraram caracteristicas clinicas classicas da
DMC, como fraqueza muscular proximal lentamente progressiva dos
membros superiores € inferiores com um curso relativamente benigno.
Entretanto observou-se algumas peculiaridades clinicas nessa familia como:
uma significante progressao da fraqueza muscular distal , mais pronunciada
nos membros inferiores; quase metade dos individuos afetados tinha catarata
antes dos 40 anos; nas fases mais avancadas da doenca, os individuos
afetados apresentaram lipodistrofia de face e comprometimento da for¢ca das
maos. Trés individuos clinicamente n&o afetados (llI:5, V7, V-3)
apresentaram o haplétipo da doenga, sugerindo que pode haver uma
penetrancia incompleta apesar de que IV-7 e V-3 (25 e 40 anos de idade)
estdo dentro da faixa etaria da idade de inicio da doenca.

Como esses pacientes apresentaram caracteristicas clinicas distintas
aquelas ja descritas na literatura para DMC1, acreditamos no inicio que
tratava-se de uma nova forma. Para comprovar se isso era verdade,
testamos essa familia para todas as formas conhecidas de DMC1 e, a

triagem gendmica nos permitiu mapear o loco da doenga em uma regido de
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33Mb em 4913.3-924 e, apos o refinamento, chegamos a uma regido de 4Mb
em 4q21.22-q21.23 entre os marcadores D4S2922 e D4S1534. Esse loco
compreende o loco da DMC1G (Familia 2), coincidentemente descrito pelo
nosso grupo em uma familia brasileira (Starling et al., 2004).

Embora as duas sejam de heranca autossémica dominante, a DMC1G
difere da familia 1 quanto algumas caracteristicas clinicas. Os afetados
geralmente apresentam contraturas de cotovelos e joelhos e, como principal
atributo, a limitagcao progressiva de flexdo dos dedos das méaos e dos pés.

Enquanto nédo for identificado o gene responsavel nas duas
genealogias, ndo € possivel saber se elas sdo causadas por um ou dois
genes. Ja foi mostrado, por exemplo que dois genes diferentes localizados
em 7q sao responsaveis pelas DMCs 1D e 1F (Speer et al., 1999;
Palenzuela et al., 2003). Contudo, essas duas formas estdo mapeadas em
locos diferentes enquanto que as duas familias desse estudo compartilham o
mesmo loco, portanto, apesar de possuirem peculiaridades clinicas
diferentes, acreditamos mais na hipétese de que um mesmo gene deve ser
responsavel por essas DMCs.

Por isso demos continuidade ao estudo triando genes candidatos em
amostras de afetados das duas familias. Para isso, realizamos analises in
silico na regiao de interesse que revelaram a presenca de aproximadamente
30 genes e muitos genes hipotéticos e pseudogenes
(http://genome.ucsc.edu). A escolha dos genes canditados se baseou
principalmente na fungdo e/ou localizacdo da expressao de seus produtos
proteicos.

Um grupo de pesquisadores de Nova York, desenvolveu um modelo
animal deficiente para o gene HNRNPD (Sadri et al., 2009). Eles relataram
que os camundongos deficientes do HNRNPD apresentavam perda da forga
muscular (dado n&o publicado), e anormalidades nucleares, fendbmeno
observado em células de camundongos e individuos com mutagbes na
lamina A (DMC1B). Por isso esse gene foi considerado um possivel
candidato responsavel pelas DMCs desse estudo. Além do HNRNPD, foi
sequenciada toda regiao exodnica e promotora do gene HNRNPDL, pois as
isoformas das proteinas codificadas por este gene sdo semelhantes as do

HNRPD. Nenhuma alteragao foi encontrada.
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Por ja terem sido relatados casos isolados de miopatia em pacientes
com deficiéncia da Coenzima Q10 (Quinzii et al.,2008), o gene COQ2, que
codifica uma enzima que funciona nas etapas finais na biossintese de
Coenzima Q10, foi o nosso proximo candidato. Porém, nao foi encontrada
nenhuma alteracao.

Foi demonstrado recentemente que 1-acylglycerol-3-phosphate-O-
acyltransferase-1 (AGPAT) desempenha um papel na diferenciagdo dos
mioblastos. A regulagdo da miogénese pela AGPAT1 esta associada a
alteragdes no citoesqueleto de actina (Subauste e col., 2010). Como uma
AGPAT esta presente na nossa regido de interesse, a AGPAT9, foi nosso
préximo candidato, entretanto também ndo foi encontrada nenhuma
alteracao.

COPS4 é um gene que codifica uma das oito subunidades que
compdem COP9/signalosome, um complexo de proteinas altamente
conservadas que funciona como um regulador importante em varias vias de
sinalizagao. COP9 atua como um regulador positivo da E3-ubiquitina ligases.
(fornecido por RefSeq). A DMC2H é causada por mutagdes no gene TRIM32,
que codifica uma E3-ubiquitina ligase, por isso COPS4 também foi escolhido
para ser testado, mas néao foi encontrada nenhuma alteragao.

Outro gene sequenciado foi SEC31A, mas também nenhuma
alteragao foi encontrada. A proteina codificada por esse gene é semelhante a
proteina de levedura Sec31, conhecida por ser um componente do complexo
de proteinas COPIl que é responsavel por brotamento das vesiculas do
reticulo endoplasmatico (fornecido por RefSeq).

A DMC2L é causada por mutagdes no gene TMEM16A (Bolduc et al.,
2010). Como existe uma TMEM na nossa regido de interesse, a TMEM150C,
também sequenciamos esse gene que nao apresentou nenhuma alteragéo.

Nenhum outro grande candidato nos chamou atengdo, mas
continuamos o sequenciamento em genes escolhidos de forma relativamente
aleatoria (Tabela Ill). E num desses genes, foi encontrada uma alteracéo C/T,
em todos os afetados da familia 1 (e somente neles), de Unico nucleotideo
nao depositada em bancos de dados publicos no exon 5 do gene FAM175A

(Figura 9). A alteracao esta na regiao codificante do gene, causando provavel
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modificagdo Thr141lso. Entretanto o sequenciamento desse mesmo gene na
familia 1 ndo revelou nenhuma alteracéao.

O gene FAM175A codifica uma proteina de mesmo nome que possui
409 amoniacidos. Ela € um componente do complexo BRC1A, gene humano
que pertence a classe de genes conhecida como genes supressores de
tumor, que regula o ciclo celular e previnem a proliferagdo celular
descontrolada. Variagdes do BRC1A levam ao risco aumentado de cancer de
mama (Wang et al., 2007).

FAM175A participa no processo de reparo do DNA. O complexo
BRC1A reconhece especificamente Lys-63-linked que ubiquitina histonas
H2A e H2AX em locais de lesdes do DNA, levando BRCA1-BARD1 para os
locais de quebra da dupla hélice do DNA. O complexo BRC1A também
possui uma atividade deubiquitinase que elimina especificamente Lys-63
ligada a ubiquitina em histonas H2A e H2AX. No complexo BRCI1A,
FAM175A atua como uma proteina central que reune os varios componentes
do complexo BRC1A e media o recrutamento de BRC1A (Liu et al., 2007).

A analise in silico de FAM175A revelou que o aminoacido que se
apresentou alterado na familia 2 é extremamente conservado entre as
espéecies. E a predicdo dessa alteragdo € provavelmente patogénica
(genetics.bwh.harvard.edu/pph/)

Foi realizada triagem de mutacéo do gene FAM175A em 500 controles
(1000 cromossomos) e foi encontrada a mesma alteragdo dos pacientes
afetados em um deles. Essa informacgao entretanto, ndo nos permite excluir
esse gene como um candidato para DMC1G uma vez que, para uma
alteragao ser considerada um polimorfismo comum na populagao, ela deve
ter uma frequéncia superior a 1%, 0 que nao parece ser 0 caso.

Alem disso, o fato da familia 1 ndo ter apresentado nenhuma alteracao
no gene FAM175A, também nao nos permite exclui-lo, pois foi sequenciada
apenas a regidao exonica e a metodologia utilizada tampouco nos permite
verificar delegcdes nem duplicagdes. Estudos mais detalhados precisam ser
realizados a fim de elucidar: (1) se a alteragdo desse gene é a causadora
dessas DMCs ou, (2) se excluido esse gene, qual seria o gene responsavel.
Para tentar esclarecer isso, pretendemos realizar um deep sequencing na

regido de interesse. Além disso, uma analise de expressao diferencial dos
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genes candidatos, entre individuos normais e afetados, pode trazer
informacédo adicional. A presenca de variantes nao codificantes pode
influenciar a regulagao génica da regido. Portanto, a analise de expressao e

deep sequencing serao os proximos passos desse estudo.
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VI. Resumo

As distrofias musculares tipo cinturas (DMC) incluem um grupo
heterogéneo de doengas genéticas, caracterizadas por degeneragcao
progressiva da musculatura esquelética pélvica e escapular, cuja heranca
pode ser autossémica dominante (DMC1) ou autossémica recessiva (DMC2).
As formas dominantes sao relativamente raras, compreendendo menos que
10% dos casos. Até o momento foram mapeados 8 locos para DMCH1,
(DMC1A-H), onde 3 genes ja foram identificados (DMC1A-C) e 17 locos para
DMC2 (DMC2A-Q), onde 16 genes ja foram identificados. No presente
estudo, identificamos uma familia uruguaia (familia 1) com 11 individuos
afetados por DMC, distribuidos em 3 geragdes, com um padrdo de heranca
autossdmico dominante. Os objetivos desse trabalho foram: mapear e refinar
o loco génico associado a uma manifestacdo familiar de DMCH1, verificar se
ha co-localizagdo da regido mapeada com outras formas de DMC1 descritas
na literatura e, apontar genes candidatos na regido mapeada e triar
mutagdes. Foi realizado estudo de ligagdo, no qual mapeou-se o loco para
essa doenca na regiao 4913-924 com Lod score de valor maximo 4.78 para o
marcador D4S414. A regiao foi delimitada entre os marcadores D4S392 e
D4S1572. A analise da regido redefiniu o loco em 4g21.22-21.23, com uma
reducdo de 33 Mb para 4Mb. Esse loco compreende a DMC1G (familia 2),
descrita anteriormente pelo nosso grupo. A triagem de mutagao, realizada em
amostras de afetados das duas familias, nos permitiu encontrar uma
alteracdo Thr141lso no exon 5 do gene FAM175A apenas nos pacientes da
familia 2. Essa mesma alteracdo foi encontrada em 1 dos 500 controles
testados, 0 que ndo nos permite excluir esse gene como um candidato para
DMC1G ja vez que essa frequéncia foi inferior a 1%. O fato dessa alteragéo
nao ter sido vista na familia 1 também n&o nos permite exclui-lo, pois foi
sequenciada apenas a regido exdnica e a metodologia utilizada também nao
nos permite verificar delecdbes nem duplicacbes. Estudos mais detalhados
precisam ser realizados a fim de elucidar: (1) se a alteracdo desse gene é a
causadora dessas DMCs ou, (2) se excluido esse gene, poderia ser o

responsavel.
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VII. Abstract

Limb girdle muscular dystrophy (LGMD) include a heterogeneous group of
genetic diseases characterized by progressive degeneration of skeletal
muscles of the pelvic and scapular girdles, whose inheritance may be
autosomal dominant (LGMD1) or autosomal recessive (LGMD2). The
dominant forms are relatively rare, comprising less than 10% of cases. So far
eight loci were mapped for LGMD1 (LGMD1A-H), where three genes have
been identified (LGMD1A-C) and 17 loci for LGMD2 (LGMD2A-Q), with 16
identified genes. In this study, we analised a family from Uruguay (family 1)
with 12 individuals affected by LGMD, with an autosomal dominant pattern
distributed in three generations. The objectives of this study were: to map and
refine the gene locus associated with a familial DMC1, check for co-location of
the mapped region to other forms of DMC1 described in the literature and, to
point candidate genes mapped in the region and to screen mutations. A
linkage study was conducted, and we mapped the locus for this disease in the
region 4913-q24 with a maximum Lod score of 4.78 for marker D4S414. The
region was defined between markers D4S392 and D4S1572. The analysis of
the region has redefined the locus to 4q21.22-in 21:23, a reduction from 33
Mb to 4 Mb. This site includes LGMD1G (family 2), previously described by
our group. Mutation screening, performed on samples of affected pacients
from both families, allowed us to find a modification Thr141lso in exon 5 on
FAM175A gene only in patients of family 2. This same alteration was found in
one of the 500 controls tested but does not allow us to exclude this gene as a
candidate for LGMD1G since that frequency was less than 1%. The fact that
this change was not seen in a family 1 does not allow us to exclude it either
because only the exonic region was sequenced and the methodology used
does not allow us to detect deletions or duplications. More detailed studies
should be conducted to elucidate: (1) whether the alteration found in this gene
is the cause of these DMCs, or (2) if not this gene, which could be the one

responsible.
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