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Introducdo: A disferlina é uma proteina da membrana plasmatica muscular e o gene da disferlina
localiza-se no cromossoma 2pl3. Trés fendtipos distintos estdo descritos secundarios a sua
auséncia ou expressao reduzida, nomeadamente a Distrofia Muscular das Cinturas 2B (DMC 2B),
a Miopatia de Miyoshi (MM) e a Miopatia Distal do Compartimento Anterior (MDCA).

Objectivos: Apresentar as caracteristicas clinicas, laboratoriais e evolucéo clinica de oito doentes
com doenca muscular devida a uma deficiéncia da proteina disferlina.

Material e Métodos: Anéalise dos processos clinicos de oito doentes com sinais e/ou sintomas
clinicos secundarios a um defeito da proteina disferlina, confirmado por técnicas de
imunohistoquimica e/ou genética molecular.

Resultados: Os oito doentes dividem-se em namero igual por ambos 0s sexos. O tempo médio de
evolucdo desde os primeiros sintomas até a actualidade é de 10,2 £+ 6,5 anos (2-24 anos) e a idade
média actual é de 29,5 £ 9,1 anos (20-49 anos). Na observacdo clinica inicial, um doente
apresentava sintomas de fatigabilidade muscular (EF), o fenétipo DMC 2B observava-se em
cinco doentes e o fendtipo MM em dois doentes. Actualmente, quatro doentes apresentam
agravamento com generalizagdo da fraqueza muscular (3 DMC 2B e 1 MM) e os restantes
mantém a gravidade do quadro clinico inicial (2 DMC 2B, 1 MM e 1 EF).

Os valores séricos de CK estavam elevados em todos os doentes, identificou-se um padrdo do
tipo distréfico em sete biopsias musculares, o estudo com anticorpo anti-disferlina foi positivo
nos cinco doentes em que foi utilizado e mutacBes patogénicas no gene da disferlina
confirmaram-se em sete doentes, observando-se a mesma mutacdo em trés doentes, dois com o
fen6tipo DMC 2B e um com o fenétipo MM.

Conclusdo: O conjunto de doentes apresentados demonstra a reconhecida heterogeneidade,
clinica e genética, das doengas musculares associadas a um defeito da disferlina, salientando-se
também a variabilidade da gravidade e evolucdo clinicas.
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Introduction: Dysferlin is a protein of the muscle membrane and the dysferlin gene maps to
chromosome 2p13. Three distinct phenotypes have been described secondary to its absence or
reduced expression, namely, Limb-Girdle Muscular Dystrophy type 2B (LGMD 2B), Miyoshi
Myopathy (MM) and Distal Anterior Compartment Myopathy (DAMT).

Objectives: To present both clinical and laboratory characeteristics as well as the clinical
evolution of eight patients, due to a deficiency of the dysferlin protein.

Patients and Methods: Analysis of the clinical files of eight patients with signs and/or clinical
symptoms secondary to a deficiency of the dysferlin protein.

Results: The eight patients are divided in equal number by each sex. The mean time since the first
symptoms until now is 10,2 £ 6,5 years (2-24 years) and actual mean age is 29,5 £ 9,1 years (20-
49 vyears). In the first clinical examination, one patient presented only complaints of easy
fatigability (EF), the phenotype LGMD 2B was identified in five patients and the phenotype MM
in two patients. Actually, four patients present generalization of muscle weakness (3 LGMD 2B,
1 MM) and the others keep the same clinical picture (2 LGMD 2B, 1MM, 1 EF).

The CK levels were elevated in all patients, a muscular dystrophic pattern was identified in seven
biopsies, the study with the use of anti-dysferlin antibody was positive in the five patients it was
tested and pathogenic mutations of the dysferlin gene were confirmed in 7 patients, being the
same mutation in 3 patients, 2 with LGMD 2B phenotype and the other with MM phenotype.

Conclusions: This group of patients are elucidative about the recognized clinical and genetic
heterogeneity of muscle diseases associated to dysferlin deficiency. It’s also noteworthy the
variability in the initial clinical picture and evolution.
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Introducéo

A disferlina € uma proteina da membrana plasmatica de 237kDa, associada aos fenomenos de
fusdo e reparacdo da membrana plasmatica induzidos pelo calcio (1).

O gene da disferlina foi mapeado no cromossoma 2p13 (2,3) e a sua auséncia ou expressao
reduzida na membrana plasmatica esté associada a diferentes doencas musculares, nomeadamente
a Distrofia Muscular das Cinturas tipo 2B e a Miopatia de Miyoshi (MM). Mais recentemente,
illa et al. (4) descreveu um outro fendtipo, mais raro que os anteriores, em que o défice motor
inicial localizava-se nos musculos do compartimento anterior das pernas. As trés doencas
musculares sdo consideradas doencas alélicas (5).

Esta heterogeneidade clinica associada a mesma mutacdo ndo tem uma explicacdo cientifica
definida. E também reconhecida a existéncia de doenca muscular nio associada a mutagdes no
gene da disferlina, sugerindo-se a possibilidade de mutacdes patogénicas no cromossoma 10
apresentarem potencial para provocar doenca semelhante a que se observa na doenca muscular
associada a mutacGes no cromossoma 2, nomeadamente nos casos clinicos com fen6tipo MM (6).

Os fenoGtipos descritos apresentam graus de incapacidade inicial e evolucdo variaveis, com
diferentes tempos até atingir a perda da marcha autbnoma, tendo alguns autores procurado
explicar esta diversidade pelo tipo e localizacdo da mutacdo no gene da disferlina (7).

O diagnéstico das disferlinopatias é baseado nas caracteristicas clinicas, na marcada elevacao
sérica da CK e num modo de transmiss&o autossémico recessivo. E importante para o diagndstico
a auséncia de marcacdo da disferlina no estudo imunohistoquimico em material de biopsia
muscular com anticorpo anti-disferlina (8) e a presenca de mutacbes patogénicas no gene da
disferlina.

No presente trabalho, apresenta-se um conjunto de oito doentes com disferlinopatia, salientando-
se as caracteristicas clinicas, laboratoriais e evolucédo clinica.

Metodologia

Foram analisados 0s processos clinicos de oito doentes com sinais e/ou sintomas de doenca
muscular, em que se confirmou a deficiéncia de disferlina por meio de anticorpo anti-disferlina
e/ou pela identificacdo de mutacfes patogénicas no gene da disferlina.

A informagdo clinica recolhida incluiu: sexo, naturalidade, antecedentes de consanguinidade
parental, historia familiar para doenga muscular semelhante, idade dos primeiros sintomas, idade
da primeira e Gltima observacdo neuroldgica, tempo de evolugdo da doenca desde os primeiros
sintomas até a ultima observacéo, hipertrofia/atrofia dos masculos das pernas, perda da marcha
autonoma, deformidades esqueléticas/retraccdo do tenddo de Aquiles e foi feita a andlise
comparativa entre a 12 observacédo clinica e a actual dos seguintes parametros: predominio da
fraqueza e atrofia musculares nos membros inferiores, capacidade de marcha autonoma e corrida,
elevacdo do chéo e presenca de fraqueza muscular nos membros superiores, em particular a nivel
da cintura escapular e brago.



Os exames complementares de diagndsticos realizados em todos os doentes incluiram:
determinacdo sérica da creatina cinase, estudo neurofisioldgico, incluindo exame muscular com
eléctrodo-agulha e estudos de condugdo nervosa motora e sensitiva, electrocardiograma,
ecocardiografia e provas ventilatorias.

Todos os doentes realizaram biopsia muscular, seis no musculo Deltdide, um no musculo Vasto
Interno e outro no musculo Tibial Anterior. Os fragmentos de biopsia muscular dos oito doentes
foram congelados em isopentano arrefecido em azoto liquido e armazenados a -70°C. Foram
efectuados cortes de congelagdo transversais de 8 de espessura e corados por técnicas de rotina
nomeadamente, histoquimica (H/E, PAS, Red-oil e Tricromio de Gomori) e histoenzimologia
(NADH-TR, SDH, ATPase pH4.35 e pH9,4). O estudo imunohistoquimico foi efectuado em
cortes de congelacdo transversais a 4p de espessura aos quais foram aplicados anticorpos anti-
distrofina (Dys1, Dys2 e Dys3 — Novocastra), anti-sarcoglicanos (a, B, 8, y - Novocastra) e anti-
merosina. O estudo imunohistoquimico com anticorpos anti-disferlina (Novocastra) foi efectuado
em cinco doentes.

No estudo de genética molecular procedeu-se a sequenciacao sistematica dos 55 fragmentos que
abrangem as regides exonicas e juncdes exdo-intrdo do gene DYSF localizado no cromossoma 2.

Resultados
A- Caracteristicas demograficas e clinicas

Os doentes incluidos neste estudo dividem-se em nimero igual por ambos os sexos (Tabela 1). A
idade média dos primeiros sintomas foi de 19,2 £+ 2,9 anos, a idade média da primeira observacao
clinica foi de 24,5 + 6,5 e 0 tempo médio de evolucdo da doenca, desde os primeiros sintomas até
a actualidade foi de 10,2 + 6,5 anos.

Seis doentes tém a sua naturalidade na regido oeste de Portugal (eixo Leiria-Alcobaca-Caldas da
Rainha), antecedentes de consanguinidade parental identificaram-se em seis doentes e s6 um
doente apresentava histéria familiar positiva para doenca semelhante (irmd@ com 55 anos, com
perda da marcha autonoma — informacéo pessoal). Em todos 0s doentes observavam-se retrac¢do
bilateral do tenddo de Aquiles com dificuldade na dorsiflexdo méxima do pé, atrofia dos
musculos do compartimento posterior das pernas (Fig. 1), independentemente do fenétipo clinico
predominante e hipertrofia do musculo Pedioso. A atrofia/fraqueza muscular era simétrica,
predominando nos musculos da cintura pélvica nos cinco doentes com DMC 2B e
exclusivamente nos masculos do compartimento posterior das pernas nos doentes com MM
(Tabela 1).0 doente n° 6 observado inicialmente para esclarecimento de elevacdo dos valores
séricos de CK, encontrava-se assintomatico. Actualmente apresenta fatigabilidade ligeira no
exercicio muscular prolongado, ndo incapacitante, com exame neuroldgico normal. Nos outros
sete doentes (Tabela 2), os sintomas iniciais referiam-se a dificuldade na subida de escadas e
impossibilidade de corrida e elevacdo do chdo, com utilizacdo da manobra de Gowers em cinco
doentes. Na 12 observacdo clinica, s6 o doente n°® 8 mostrava fraqueza muscular da cintura
escapular.



Tabela 1

Doente Sexo ldade ldade 10s. Idade 1° Naturalidade | Consanguinidade | Historia | Fenotipo
actual sintomas observacéo parental familiar

1 M 33 21 24 Leiria 1°grau - - DMC 2B
2 M 30 20 24 Leiria 2° grau - - DMC 2B
3 F 29 17 21 C. Rainha 1°grau - - MM

4 F 30 20 25 Alcobaca 2° grau - - DMC 2B
5 M 23 16 21 Ourém -- - - MM

6 F 22 18 22 C. Rainha 2° grau - - - -

7 F 49 25 40 Agueda 1° grau + DMC 2B
8 M 20 17 19 Guarda - - -- DMC 2B

Funcionalmente (Tabela 2), a marcha realizava-se com apoio em dois doentes e a elevacao do
ch@o com recurso a manobra de Gowers observava-se em cinco doentes, necessitando de suporte
externo os doentes n° 7 e 8. Actualmente, verifica-se um agravamento da fraqueza muscular, mais
acentuada nas areas inicialmente envolvidas nos doentes n® 1, 2, 3, 4, 5 e generalizando-se,
envolvendo os muasculos proximais dos membros inferiores nos doentes n® 3 e 5 e dos membros
superiores nos doentes n° 1, 2 e 4. Um doente necessita de apoio permanente para a marcha,
quatro doentes de apoio ocasional e outro de apoio frequente e a elevagdo do chéo faz-se com a
necessidade de suporte externo em quatro doentes e é impossivel em dois doentes. Os doentes n°
7 e 8, que apresentam os tempos de evolucdo da doenca mais longa e curta, respectivamente,
mantém a mesma distribuicdo e gravidade da fraqueza muscular registada na 12 observacdo. De
salientar a exclusividade do envolvimento muscular nos membros inferiores no primeiro doente,
com atrofia significativa do musculo quadricipite (Fig. 2) e a presenca de fragueza muscular
generalizada, membros superiores e inferiores no doente n° 8 (fig. 3).

Tabela 2
Doente 12 Marcha Corrida Manobra Exame Marcha Corrida Elevacao
observacéo Gowers actual Chéo
1 Apoio
Sem apoio N&o + permanente Né&o Né&o
2 Sem apoio Né&o + Apoio + N&o C/ Suporte
3 Sem apoio N&o -- Apoio+ N&o C/ Suporte
4 Sem apoio N&o + Apoio+ N&o C/ Suporte
5 Sem apoio N&o -- Sem apoio N&o Sim
6 Sem apoio Sim -- Sem apoio Sim Sim
7 Apoio++ N&o Suporte Apoio++ N&o Né&o
8 Apoio+ Né&o Suporte Apoio+ N&o C/ Suporte

++frequente; +ocasional; C/Suporte: apoio externo para elevagdo (mesa, por ex.)
B- Exames Complementares de Diagndstico (Tabela 3 e 4).

Todos os doentes apresentavam significativa elevacdo dos valores séricos de CK. A avaliacdo da
funcéo cardio-respiratoria e o estudo de condugdo nervosa motora e sensitiva eram normais em
todos os doentes (Tabela 3). O exame muscular com eléctrodo-agulha revelava um padrédo
miopatico nos musculos clinicamente envolvidos, excepto no doente n° 6, que foi considerado
normal.

O estudo histolégico apresentava caracteristicas gerais do tipo distrofico em sete doentes,
considerado severo em cinco e moderado em dois doentes. Na biopsia do doente n® 1 estavam



presentes infiltrados inflamatorios perivasculars, que justificaram a instituicdo de terapéutica
imunosupressora e imunomoduladora e em quatro biopsias observavam-se vacuolos bordejados
(doentes n° 1, 2, 5 e 7). A distrofina, os diferentes componentes do complexo sarcoglicano, a
emerina e a merosina apresentavam normal localizagdo sarcolémica. A disferlina estava ausente
em cinco doentes. Nos doentes 1, 2 e 4 ndo foi testada a presenca de disferlina com anticorpo
anti-disferlina, uma vez que a investigacdo diagnostica foi realizada anteriormente a sua
disponibilizacdo no Laboratdrio de Neuropatologia.

Tabela 3
Doente CK (1U/L) EMG CNM/S | ECG/EcoC | P. Ventilatdrias Bidpsia Muscular
1 7,300 Miopético Normal Normal Normal Padréo distréfico severo
2 6,923 Miopético Normal Normal Normal Padréo distréfico severo
3 4,231 Miopético Normal Normal Normal Padrdo distrofico severo
4 6,553 Miopético Normal Normal Normal Padrédo distréfico severo
5 13,150 Miopético Normal Normal Normal Padréo distréfico moderado
6 3,210 Normal Normal Normal Normal Normal
7 2,695 Miopético Normal Normal Normal Padréo distréfico severo
8 9,791 Miopético Normal Normal Normal Padrdo distr6fico moderado
Tabela 4
Doente Anticorpos Exao Mutacéo Substituicdo nucleotideo
anti-disferlina
1 - - 12 1168 G>A Homozigotia Asp390Lys
2 -- 49 5509 G>A Homozigotia Asp1837Asn
3 Positivo - - --
4 - - 49 5509 G>A Homozigotia Asp1837Asn
5 Positivo 49 5509 G>A Homozigotia Asp1837Asn
6 29 29: 3115 C>T;, Argl039Trp
Positivo 52 52:5813 5821 DupCAGCCAAGA Thr1938_1940Lysdup
7 Positivo 53 €.5979dupA Glu1994Arfs
8 Positivo
Discusséo

As disferlinopatias sdo doencas musculares crdnicas de transmissdo autossémica recessiva,
secundarias a um defeito da proteina membranar disferlina. Descrita inicialmente por Miyoshi et
al. (9) em 17 doentes com o fendtipo MM, sob a designacdo de Distrofia Muscular Distal
autossdmica recessiva, foi mais tarde reconhecida a mesma etiologia em doentes com fraqueza
muscular proximal crénica e classificada como Distrofia Muscular das Cinturas, tipo 2B (4).
Mais recentemente, Ilia et al. (5) apresentaram uma familia com o inicio da doenga no
compartimento anterior das pernas, designada por Miopatia Distal do Compartimento Anterior,
sendo este fendtipo muito mais raro que os dois anteriores.

A heterogeneidade clinica secundaria a mutagdes patogenicas idénticas no gene da disferlina e
presente neste grupo de doentes, ndo tem actualmente uma explicacdo evidente. Factores
genéticos modificadores da expresséo clinica e factores externos, como a actividade fisica, s&o as
explicagbes mais frequentemente consideradas (10). Apesar deste fendmeno de heterogeneidade
clinica, reconhece-se alguma uniformidade das caracteristicas clinicas e laboratoriais diagnosticas
nos trés fendtipos e que também se identificam nestes doentes. A doenca transmite-se de modo



autossomico recessivo (incluindo os casos esporadicos), a idade de inicio situa-se entre os 15 e 25
anos de idade, a progressdo é lenta, os valores séricos de CK sdo elevados, o exame muscular
com eléctrodo-agulha revela um padrdo miopatico e a histologia muscular um padrdo geral
distrofico. Estas caracteristicas clinico-laboratoriais gerais ndo excluem alguma diversidade nas
caracteristicas clinicas, nomeadamente em relacdo a gravidade da fraqueza muscular inicial, sua
distribuicdo e evolucdo clinicas até a perda da marcha autonoma (11,12). Os casos clinicos que
apresentamos sdo bem elucidativos. O doente mais jovem (n°8), com menos tempo de evolucao
da doenca, apresenta generalizacdo da fraqueza muscular desde a primeira observacdo, com
envolvimento dos musculos das cinturas escapular e pélvica, enquanto o doente n® 7, que
apresenta o tempo de evolugdo da doenga mais longo, mantém a fraqueza muscular limitada aos
membros inferiores. Os doentes n® 1, 2 e 4, também com o fenétipo DMC 2B podem considerar-
se casos clinicos tipicos, com uma generalizacdo “natural” da fraqueza muscular, envolvendo a
cintura escapular em média 10 anos ap6s 0s sintomas iniciais nos membros inferiores. A mesma
situacdo observa-se nos dois doentes com o fendtipo MM, com a fraqueza muscular evoluindo
proximalmente de forma lenta, num periodo superior a 5 anos. E habitual a existéncia de valores
elevados de CK precedendo alguns anos o desenvolvimento de fraqueza muscular (13). Estédo
descritos casos clinicos em que o inicio da fraqueza muscular ocorre mais tardiamente do que é
habitual, nas 4 e 52 décadas da vida (12). Embora ainda dentro do grupo etério tipico, o doente n°
6 parece situar-se no grupo de doentes com o inicio da doenca em idade mais avancada.

Alguns aspectos clinicos particulares das disferlinopatias estavam presentes neste conjunto de
doentes, nomeadamente, a retraccdo do tenddo de Aquiles, com limitacdo significativa da
dorsiflexdo activa do pé, a hipertrofia do musculo Pedioso e a auséncia de fraqueza dos musculos
cervico-faciais e fixadores da omoplata. Em todos os doentes com o fendtipo DMC 2B,
observava-se atrofia e fraqueza musculares dos musculos do compartimento posterior das pernas
e em menor grau do compartimento anterior, sendo no entanto menos acentuada que a existente a
nivel da cintura pélvica, mas contribuindo para incapacidade motora global dos doentes.

Caracteristicamente a funcdo cardiaca e respiratoria é normal, constituindo informacédo
importante para o diagnéstico diferencial com outras distrofias musculares de transmissao
autossomica recessiva. O padrdo distrofico € o habitualmente descrito nas disferlinopatias, sendo
a gravidade das alteragcdes dependentes do tempo de evolugdo da doenca e do atingimento do
musculo analisado. A presenca de infiltrado inflamatorio nas biopsias musculares foi salientado
por Rowin et al. (14) e em casos pontuais, tem originado erros diagnésticos e justificado a
instituicdo de terapéutica imunosupressora e imunomoduladora (15), como aconteceu no doente
n° 1. Embora pouco comum, a presenca de vacuolos bordejados (Fig. 4) tem sido referido por
varios autores (16). Podendo originar duvidas diagnésticas, nomeadamente com a Miopatia
Distal Anterior, tipo Nonaka (17), as outras caracteristicas clinicas e laboratoriais tipicas das
disferlinopatias orientam no diagnostico correcto.

O gene da disferlina foi inicialmente mapeado por Bashir et al. (4) em doentes com distrofia
muscular das cinturas autossémica recessiva no cromossoma 2p13 e mais tarde Bejaoui et al. (3)
mapeou 0 mesmo locus genético em doentes com MM. Liu et al (5) reconheceu a existéncia
mutacdes idénticas no gene da disferlina em doentes com fenotipos distintos. No entanto, Linsen
et col. ndo identificou mutacdes patogénicas no gene da disferlina em doentes com DMC,



sugerindo a existéncia de mutaces noutro(s) cromossoma(s) responsaveis pela doenca muscular.
Esta heterogeneidade genética estd presente neste grupo de doentes, evidenciada pela auséncia de
identificacdo de mutagBes patogénicas no gene da disferlina no doente n° 4, mas com auséncia de
imunoreactividade para o anticorpo anti-disferlina. A possibilidade de fendtipos distintos
associados & mesma mutacdo também se verifica neste grupo, com a mutacdo 5509 G>A
ocorrendo em simultaneo nos doentes 2, 4 e 5, os dois primeiros com o fenotipo DMC e o
terceiro com o fendtipo MM, ndo existindo ainda explicacdo para este fenomeno. A
imunoreactividade positiva com anticorpo anti-disferlina no material de biopsia muscular, é
independente do tipo de mutagéo e da localizacdo cromossomica, parecendo por isso ser 0 meio
complementar de diagndstico mais fidvel para confirmar o diagnéstico clinico.

O conjunto de doentes que tem sido objecto de comunicacdo cientifica nos foruns nacionais
salientam a importancia da disferlinopatia no panorama das doencas musculares em Portugal,
devendo ser considerado o seu diagnéstico em todo o doente jovem que apresenta valores de CK
elevados e fraqueza muscular, distal ou proximal de evolucéo crénica.
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