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Fisiopatologia, diagndstico e tratamento da Distrofia Muscular de Duchenne
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Resumo

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) ¢ uma doenca neuromuscular degenerativa de
carater genético, herdada recessivamente pelo cromossomo sexual X, que afeta somente
individuos do sexo masculino com prevaléncia de 1 para 3500. E caracterizada por uma
degeneragdo progressiva e perda da massa muscular que decorrem por conta de ciclos de
degeneracao/regeneracao, que envolvem inflamagdes, necroses e fibroses como consequéncia
da mutagdo herdada no gene da distrofina, uma proteina responsavel por manter a integridade
da célula muscular, a mutagdo ¢ responsavel por causar uma deficiéncia ou nao produgao da
proteina. Nao ha tratamento definitivo para a DMD, o uso de corticoides como medi¢ao para
abrandar os sintomas ¢ utilizado permanentemente como uma alternativa, outros tratamentos
ainda estdo em fase de experimento sendo pesquisados e sdo cada vez mais promissores. O
diagnostico ¢ feito por meio de testes bioquimicos, moleculares e biopsia, além de avaliagdao
fisica e do historico familiar.

Palavras-chave: Duchenne; Duchenne Muscular Distrohpy; Distrofia Muscular de
Duchenne; Distrofina; Distrophyn;.

Physiophatology, diagnosis and treatment of Duchenne Muscular Distrophy

Abstract

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is a degenerative neuromuscular disease of genetic
character, recessively inherited by the sexual chromosome X, which affects only males with a
prevalence of 1 in 3500. It is characterized by a progressive degeneration and a loss of muscle
mass that result from degeneration/regeneration cycles, which involve inflammation, necrosis
and fibrosis as a consequence of the inherited mutation in the dystrophin gene, a protein
responsible for maintaining the integrity of the muscle cell, the mutation is responsible for
causing a deficiency or non-production of the protein. There is no definitive treatment for
DMD, the use of corticosteroids as a measure to moderate the symptoms is permanently used
as an alternative, other treatments are still in the experimental phase being researched and are
increasingly promising. Diagnosis is made through biochemical, molecular and biopsy tests,
in addition to physical assessment and family history.

Keywords: Duchenne; Duchenne Muscular Distrohpy; Distrofia Muscular de Duchenne;
Distrofina; Distrophyn;
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1. INTRODUCAO

A Distrofia Muscular de Duchenne, ou DMD como é comumente abreviada, ¢ uma
doenca que afeta os musculos e cérebro do portador de forma que ocorra uma degeneragao
progressiva devido ao ndo reparo e regeneracdo do tecido com consequente perda da massa
muscular. Aqueles que portam essa patologia normalmente morrem precocemente por volta
dos 20 a 30 anos devido a falhas musculares em 6rgaos nobres como coragdo e pulmdes
(GUIRAUD; DAVIES, 2019; WANG et al., 2014).

Sua causa ¢ genética de heranca recessiva ligada ao cromossomo sexual X, a
degeneracao em si ocorre devido a uma muta¢ao no gene que codifica a distrofina, levando a
nao traducdo ou traducdo ineficiente dessa proteina (WANG et al., 2018). Atinge criangas
recém-nascidas do sexo masculino com uma prevaléncia de 1 para 3500 (CDC, 2009;
MATTEWS et al., 2010).

A distrofina € responsavel por manter a integridade do musculo, forga, flexibilidade, e
estabilidade, a conexdo que ¢ feita entre a matriz extracelular e o citoesqueleto de actina da
célula muscular ocorre por meio do complexo protéico associado a distrofina (DAPC). A
perda do DAPC como resultado da auséncia da distrofina acaba por levar a deficiéncias
progressivas, tais como ativacdo de proteases e citocinas pro-inflamatdrias, desregulacdo do
calcio, disfuncgao de células satélites e das mitocondrias (GUIRAUD; DAVIES, 2019).

O gene responsavel por codificar a distrofina ¢ o DMD, sendo o maior gene ja
identificado, ¢ formado por 79 éxons, partes que codificam a proteina. Composta por 24
trechos de repetigdes de espectrina, um dominio rico em cisteina, um dominio de ligagdo a
actina na por¢ao N e um dominio C-terminal (CUNIFF et al., 2008).

Alteracdes no gene DMD irdo gerar alteragdes ou auséncia da distrofina o que provoca
uma perda de massa muscular no musculo distrofico, no que diz respeito a unidade da célula
muscular, e esta relacionada a ocorréncia de processos de necrose, inflamacao e fibrose, além
de surtos de degeneragdo e regeneracdo muscular de forma repetitiva associada a uma
adaptacdo vascular prejudicada, devido aos outros processos patologicos, e como
consequéncia induzindo lesdes causadas durante a contracdo (GUIRAUD; DAVIES, 2019).

Os sintomas iniciais da doenga ocorrem na infancia na maioria dos casos, pela faixa
dos 1 e 3 anos de idade, geralmente o quadro clinico se inicia com caminhada atrasada,
quedas frequentes, dificuldade de correr e subir escadas, musculos mais volumosos ao redor
da panturrilha, coxa e pelve, claramente dando indicios de que ja estdo sendo afetados

(RYDER et al., 2017).



Cerca de 80% das mutagdes responsaveis por alterar o gene codificador da distrofina
sao mutagdes do tipo exclusdo ou duplicagdes dos €xons que constituem o gene da DMD,
podendo ser exclusdes ou duplicagdes unicas ou multiplas, essa anélise e compreensao do tipo
e da frequéncia com que aparecem as mutagdes especificas do paciente portador irdo gerar os
fenotipos associados a DMD, e sdo poderosas ferramentas que podem ser usadas para
pesquisas cientificas, assisténcia clinica para portadores e diagnoésticos genéticos (BLADEN
et al., 2015).

O processo inicial de diagndstico ocorre geralmente na primeira infincia, apos a
percepgao do quadro clinico de sinais e sintomas que sugerem possivelmente que a crianca
tenha a doenga, como por exemplo, fraqueza, sinal de Gowers, dificuldade em subir escadas
ou andar com os dedos dos pés (CIAFALONI et al., 2009).

O diagnostico deve ser feito por um especialista neuromuscular, que possa avaliar de
forma clinica a crianga, além de ter acesso e interpretar as informagdes investigadas de forma
rapida e correta, associando os dados com a apresentacdo clinica do paciente, apds o
diagnostico, geneticistas e conselheiros genéticos aumentam o acompanhamento € o apoio a
familia do portador (BUSHBY et al., 2010).

O diagndstico ¢ baseado na comprovacao por testes de uma mutagdo no gene da DMD,
ou na identificagdo por meio de bidpsia muscular de uma quantidade anormal da proteina
distrofina ou sua qualidade, a biopsia ¢ geralmente usada como diagnostico (CUNIFF et al.,
2008).

Com a estatistica aproximada de 70% dos individuos com DMD apresentando
dele¢des ou duplicagdes de um ou mais éxons, o teste de duplicacdo e exclusdo do gene
codificador da distrofina sdo os primeiros usados como confirmatérios, caso os testes
genéticos nao sejam conclusivos, deve-se coletar por meio de biopsia um pedago de amostra
muscular para andlises de imunohistoquimica e técnicas de western blot (BIRNKRANT et al.,
2018).

O teste para comprovacdao de mutagdes no gene causador da Distrofia Muscular de
Duchenne, em amostra sanguinea, ¢ sempre importante e extremamente necessario, mesmo
que a DMD seja confirmada pela auséncia da expressdo da proteina distrofina na bidpsia
muscular (BUSHY et al., 2010).

Os membros da familia do paciente portador da DMD devem receber aconselhamento
genético para determinar possiveis membros no futuro que correm risco de serem portadores,

o teste de portadora ¢ recomendado para membros do sexo feminino, de um homem ou



menino que foram geneticamente confirmados como portadores da Distrofia Muscular de
Duchenne (BIRNKRANT et al., 2018).

Nesta ultima década as pesquisas envolvendo a DMD vém passando por crescente
avan¢o, buscando novos caminhos e meios para se compreender a doencga e encontrar um
tratamento (FORTES; KOILLER; ARAUJO, 2018).

Ainda ndo existe tratamento para a cura da DMD disponivel no momento, sendo a
unica medida terap€utica com efeito na redugdo da progressao da doenga o uso de corticoides
(DESGUERRE; LAUGEL, 2015). Na literatura, além da indicagdo do uso de corticoides para
reducdo da velocidade da doenca, ha algumas recomendag¢des sobre suporte, manejo e
cuidados na DMD, com objetivo de proporcionar uma melhor qualidade de vida do paciente,
essas recomendagdes sao divididas em 8 areas de manejo: ortopédico, psicossocial, cardiaco,
respiratdrio, gastrointestinal/nutricional e da degluticdo/fala, corticoterapia, diagndstico,
reabilitacio (FORTES; KOILLER; ARAUJO, 2018).

A histéria natural de progresso da Distrofia Muscular de Duchenne gragas a
intervengdo farmacologica comecou a mudar, tratamentos mais eficazes de quadro clinico
subjacente da doenca, além de outros avancos adicionais, continuam a oferecer um melhor
curso de qualidade de vida para o paciente. Incluindo potenciais terapias moleculares e
genéticas (BUSHBY et al., 2010).

O conhecimento acerca da historia natural e principalmente da fisiopatologia da DMD
associado ao avanco da biologia molecular ¢ um importante aliado para auxiliar no
diagnostico e principalmente no tratamento dessa patologia. Portanto, o objetivo deste
trabalho ¢ descrever por meio de uma revisdo de literatura os aspectos etiologicos,

fisiopatoldgicos, diagnostico e tratamento da DMD.

2. METODOLOGIA

Trata-se de uma revisao de literatura do tipo narrativa ou tradicional. Segundo Rother
(2007), artigos de revisdo narrativa sdo aqueles publicados com objetivo de descrever e
discutir o desenvolvimento de determinado assunto baseando-se em um olhar tedrico ou
contextual, s3o constituidas basicamente por analises da literatura em artigos de revista e
livros sob o olhar da interpretacdo e na andlise critica do autor.

As bases de dados utilizadas para pesquisa e procura dos artigos foram: PubMed
Central, Scielo, Portal da Biblioteca Virtual em Satde do Ministério da Satude (BVS) e o
portal bibliografico Google Académico.



Foram utilizadas as seguintes palavras-chave para a sele¢do e procura dos artigos:
Fisiopatologia da sindrome de Duchenne, Duchenne, Duchenne Muscular Dystrophy,
Distrofia Muscular de Duchenne, Duchenne diagnostic, Duchenne treatment.

Foram selecionados os artigos entre os anos 2000 e 2020 cujo foco estava na doenga
da Distrofia Muscular de Duchenne elencando aspectos relacionados a historia da doenca, os
aspectos genéticos que levam a doenga, o quadro clinico e sua evolugdo, 0os mecanismos
fisiologicos que levam a fisiopatologia, a fisiopatologia propriamente explicada, o

acompanhamento e os cuidados que as pessoas portadoras necessitam, e o tratamento.

3. DESENVOLVIMENTO

3.1 Historia

A DMD nao possui muitos relatos antigos na literatura, breves descrigdes podem ser
encontradas antes de 1868, como o relato definitivo feito por Duchenne. Neste relatério, ele
descreveu 13 casos, a incluir 2 casos femininos, em que observou uma fraqueza progressiva
que afetava de forma inicial os membros inferiores. Outro caso foi uma hipertrofia prematura
seguida por uma atrofia gradativa, com histologia caracteristica. Duchenne ainda em vida
inovou pelo uso da bidpsia muscular para obtencdo de amostras, assim sendo capaz de realizar
um acompanhamento histoldgico das caracteristicas do curso da doenga, atribuindo a DMD ao
musculo em oposi¢do ao sistema nervoso (ALLEN; WHITEHEAD; FROEHNER, 2016).

O neurologista britdnico Willian Richard Gowers também estudou muitos casos da
doenga, e foi responsavel por descrever a técnica de elevacao do solo utilizada por pacientes,
atualmente conhecida como “manobra de Gowers”. Além disso observou que a DMD era
herdada da mae e ndo do pai, e que a taxa da doenca em mulheres era baixa. O padrdo de
heranca observado ¢ agora reconhecido como caracteristica de mutagdes recessivas no
cromossomo X, no qual as mulheres sdo portadoras, mas nao expressam a doenga (GOWERS,
1879).

Em 1980 a situagdo mudou drasticamente, quando a localizagdo e a sequéncia do gene
da distrofina foram descobertos, e o produto proteico distrofina foi caracterizado, dentro de
um curto periodo de tempo (KUNKEL, 2005). Antes de 1980, somente era conhecido que o
gene responsavel pela mutacdo estava no cromossomo X, por meio de varios estudos de

doencas genéticas que eram ligadas a mudangas no padrdo de bandas do cromossomo X,



gradativamente foi sendo esclarecido que o gene mutado se encontrava no brago curto do
cromosso X (Xp21) (EMERY; MUNTONI, 2003).
3.2 Etiologia da DMD

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é a doenga de carater neuromuscular mais
comum em criangas. Sua etiologia estd ligada a mutagdes em genes localizados no
cromossomo X, genes esses responsaveis pela producao da proteina distrofina, a mutagao
pode causar a auséncia completa da distrofina no missculo esquelético, respiratdrio e cardiaco
(COWEN etal., 2019).

A distrofina ¢ uma grande proteina em forma de bastonete cujo tamanho corresponde a
110 nm e peso de 427 kDa (figura 1), sua fun¢ao no organismo ¢ a manutencao da integridade
sarcolemal e também tem papel na sinalizacdo intracelular (ABBS et al., 2010; ALLEN;
WHITEHEAD; FROEHNER, 2016). Além disso a proteina distrofina é responséavel por ligar
a rede do citoesqueleto intracelular, actina, aos elementos transmembrana constituintes do
complexo de glicoproteina associada a distrofina (DGC), também englobando distroglicano,
sarcogliganos e sarcospan (LAPIDOS; KAKKAR; MCNALLY, 2004).

A distrofina possui 4 dominios funcionais principais, como mostra a figura 1 em (A),
um dominio de ligagdo a actina N-terminal (ABDI1), esse dominio contém outros 2
homologos de calponina (CH1 e CH2), um dominio de bastonete central (R1-R24), composto
por 24 repeticdes semelhantes a espectrina, que sdo interrompidas por dobradicas ricas em
prolina em (H1-H4), um dominio rico em cisteina (CR) e o dominio C-terminal (CT). ABD2
¢ onde se encontra um segundo dominio de ligacdo a actina (R11-R17). O dominio rico em
cisteina e uma parte da dobradica de H4 formam o local de ligagdo para B-distroglicano em
(DgBD), e o dominio C-terminal também contém locais de liga¢do para sintrofinas (SBD) e

distrobrevina (DbBD) (GAO; MCNALLY, 2015).

Figura 1: Distrofina e seus dominios.
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Fonte: Adaptado de GAO; MCNALLY (2015)

Para esta funcdo os dominios de ligagdo de actina, N-terminal, e de ligagdo DGC,
C-terminal sdo necessarios e devem estar intactos, quanto ao que diz respeito ao dominio de

bastonete central, que sdo repeticdes semelhantes a espectrina, s30 menos importantes. As



mutacdes na DMD interrompem o quadro de leitura aberto, do inglés Open Reading Frame
(ORF), o que acarreta na produgdo de variantes de distrofina de forma prematura, truncadas e
instaveis sem o terminal C, o que resulta na origem de niveis altamente reduzidos ou na
auséncia de distrofina (BEEKMAN et al., 2018).

Cerca de dois ter¢os das mutagdes responsaveis por causar a DMD, sdo compostas por
delecdes que envolvem um ou mais exons, que t€ém tendéncia a se agruparem em torno de
dois pontos mutacionais. O ponto mais comum se estende do exon 45 ao 55, removendo uma
por¢do do dominio de bastonete central, a segunda dele¢do mais comum compreende o exén 3
ao 19, e remove uma parte ou todo o dominio de ligag@o a actina N-terminal em conjunto com
uma parte do dominio de bastonete central. Quando ocorre de uma dele¢do interromper o
quadro de leitura, a proteina truncada se expressa em niveis extremamente baixos se

associando ao fen6tipo da DMD (GAO; MCNALLY, 2015).

3.3 Desenvolvimento da DMD

Em doengas neuromusculares degenerativas, como a DMD, as repercussoes
patolégicas da auséncia de distrofina além da perda do complexo proteico associado a
distrofina (DAPC), se mostram de forma extrema, por meio de uma cascata sucessiva de
eventos, como ciclos repetido de degeneragdo e regeneracdo muscular prejudicada, e também
impulsos de inflama¢ao (GUIRAUD; DAVIES, 2019).

Na regeneracdo muscular existem sinais em comum, que podem ser observados por
miofibras centronucleadas, aglomerados de pequenas fibras e principalmente MyHC-emb
(miosina embrionario de cadeia pesada), além disso ¢ aumentada a expressao da proteina
utrofina como parte do processo de reparo no musculo distréfico. Ocorre também trés tipos
diferentes de ondas envolvendo células e moléculas do sistema imunoldgico, com o inicio
dado pela primeira onda por meio de moléculas do sistema complemento, seguidos por
neutréfilos e mastocitos, e por ultimo o macréfago M1 pré-inflamatério, que vai secretar uma
variedade de citocinas, esse recrutamento do sistema imune tem a funcdo de regular a
proliferacdo, ativagdo e diferenciagdo de células-satélite do musculo (BAGHDADI;
TAJBAHKHSH, 2018). Na DMD, ocorre uma redug¢do dos progenitores musculares ¢ um
aumento de células satélite, resultado da polaridade da célula satélite que € prejudicada, o que
leva a um déficit de reparo e uma regeneracao prejudicada (DUMONT et al., 2015).

Em musculos esqueléticos distroficos de humanos e também de camundongo, mesmo

em estagio avancado da DMD, o numero de células satélites é elevado, isso sugere que o



numero de células satélites ndo é o principal motivo para falha na regeneracdo, o musculo de
portadores da doenga tem a propor¢do de progenitores que expressam miogenina (Myog), que
fazem parte do programa de diferenciacdo da célula muscular, anormalmente baixa
(KOTTLORS; KIRSCHNER, 2010; CHAKKALAKAL et al., 2014).

A reserva de células-tronco ¢ preservada pelos progenitores miogénicos, que sdo de
suma importancia para a regeneracdo muscular, gerados por processos de divisdes celular
assimétricas, e também pela amplificagdo simétrica das células satélite. Regulagdes
intracelulares decorrentes da mutagdo da distrofina fazem com que a gerag¢ao de progenitores
miogénicos, que sdo necessarios para a regeneragdo muscular de forma adequada, seja
fortemente reduzida (DUMONT et al., 2015).

A doenga se inicia com rupturas da membrana do sarcolema muscular, que vao levar a
um aumento de calcio basal nas células e como consequéncia uma sinalizagcdo celular
inadequada, além disso, as rupturas também causam fragilidade sarcolemal, o que leva a
ocorréncia do enfraquecimento das células musculares e uma inflamagao cronica patogénica
(TIDBALL; VILLALTA, 2010).

Os defeitos genéticos da distrofina ou sarcoglicanos levam a uma interrupgao do DAG,
0 que se sabe que resulta em distrofia e/ou cardiomiopatia em humanos e também em
modelos animais. Contudo, ainda permanecem indefinidos os principais eventos moleculares
iniciais responsaveis por levar a degeneragdo dos midcitos, embora existam atribui¢des ao
aumento da permeabilidade do midcito ao célcio, e também a defeitos de membrana, como
maior fragilidade relacionada a estresse mecanico (IWATA et al., 2003).

A degeneracdo também ndo estd somente envolvida com a fragilidade da fibra
muscular, a progressdo da doenca humana ¢ acentuada devido a funcionalidade reduzida das
células-tronco musculares devido ao encurtamento dos telomeros levando a célula a exaustao
(SACCO et al., 2010; WEBSTER; BLAU, 1990).

A atividade e a expressdo anormal de moléculas nas células musculares, como 6xido
nitrico sintase neuronal (nNOS), canais de ions de calcio do tipo L, canais de ions de sodio,
ou o canal de calcio ativado por estiramento, que ficam localizados no sarcolema, podem estar
relacionados a degeneracdo muscular (BRENMAN ET AL., 1995; SATO et al., 2008;
WAKAYAMA et al., 2002; FRIGERI et al., 2004; HIRN et al., 2008; FRIEDRICH et al.,
2008; IWATA et al., 2003; MATSUMURA et al., 2011).

Em algum momento, devido a regeneragdo muscular ndo conseguir acompanhar o
ritmo dos ciclos de regeneragdo e degeneracao, as cé¢lulas sofrem uma necrose completa e sao

substituidas por fibroblastos, miofibroblastos, células do sistema imunologico, e em alguns
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casos células adiposas. Esses fibroblastos e miofibroblastos produzem tecido cicatricial e
matriz extracelular excessiva, que com o tempo se tornam permanentes (MANN et al., 2011).

Figura 2: Comparativo entre bidpsias de células musculares normais e de portadores de DMD.

Observa-se nas células afetadas, diferencas de tamanho, auséncia da distrofina, presenga de fibrose, nucleos

aumentados, e citoplasma um pouco palido.

non-DMD muscle tissue DMD muscle tissue

Fonte: Serapta Therapeutic, Inc (2021)

3.4 Fisiopatologia da DMD

A DMD ¢ uma doenca progressiva de carater grave caracterizada pela perda muscular,
sua taxa de expressdo em meninos recém-nascidos chega em cerca de 1 em 5000. Por volta
dos 3 anos de idade os primeiros sinais e sintomas surgem, com o comprometimento motor e
dificuldade para deambular, o que marca o inicio de uma perda progressiva e degeneragao do
tecido muscular, levando a uma dependéncia de cadeira de rodas ainda no inicio da
adolescéncia (BOCCANEGRA et al., 2020; LOBODA; DULAK, 2020).

Na maior parte dos casos de pacientes com DMD, a aceleracao progressiva da doenca
e o enfraquecimento muscular ocorrem entre as idades de 10 a 14 anos, ao chegar aos 20 anos,
os pacientes afetados ja comegam a demonstrar insuficiéncia cardiaca e respiratdria, o que
geralmente leva a morte ainda na 2% ou 3* década de vida (EMERY, 2002; MERCURI;
MUNTONI, 2013).

ApoOs o marco do paciente ficar preso a uma cadeira de rodas, varias complicagdes
comorbidas progridem rapidamente, como, a escoliose e contraturas musculares. A escoliose

leva a problemas ortopédicos adicionais, que levam a possiveis problemas respiratdrios, pois



11

o ombro fica mais alto que o outro, a medida que a cavidade toracica diminui. Indo um pouco
mais além, os pacientes também podem desenvolver sintomas de cardiomiopatia, que faz com
que as camaras do coracdo aumentem e as paredes fiquem mais finas, e ao final da
adolescéncia ou inicio dos 20 anos, se associa aos problemas respiratorios, € uma vez que os
musculos respiratorios e o coragdo sejam danificados, se torna fatal (RYDER et al., 2017).

A auséncia de distrofina também leva a consequéncias secundarias, como, disturbios
do sistema metabdlico (HEYDEMANN, 2018). Mudangas na fun¢do mitocondrial e na
sinalizacdo de insulina foram observadas em pacientes e também em modelos animais
(RODRIGUEZ-CRUZ et al., 2015; CAMERINO et al.,, 2014, GAMBERI et al., 2018;
RYBALKA et al., 2014; KUZNETSOV et al., 1998). Os pacientes apresentam alteragdes em
sua composicao corporal e também no gasto energético (HOGAN, 2008; SAURE et al., 2018;
SHIMIZU-FUJIWARA et al., 2012).

Cerca de 50% dos pacientes demonstram excesso de peso, mesmo em jovens que
nunca fizeram o uso de glicocorticoides em idade precoce. O uso de corticosteroides, que hoje
¢ o principal tratamento para a doenca, faz com que os efeitos do excesso de peso sejam
exacerbados, o que pode levar a ganho de peso, hiperglicemia, restrigdes de crescimento e
caracteristicas  cushingdides (MARTIGNE et al, 2011; WEST et al, 2013;
BERNABE-GARCIA et al., 2019; DAVIDSON et al., 2014). Contudo, pacientes com idade
mais avancada, devido a dificuldades com a alimentacdo, estio em risco de baixo peso e
desnutri¢ao (PANE et al., 2006; MATTHEWS et al., 2016).

A principal causa de dificuldade com a alimentacdo ¢ a diminui¢do da forga muscular,
que levam a disfagia, problemas gastrointestinais, como, constipa¢ao e esvaziamento gastrico
retardado, além disso durante a fase tardia da doenca pode haver um aumento de necessidade
energética, causado pela presenca da insuficiéncia respiratoria. A consequéncia desses dois
fatores leva a um balanco energético negativo acompanhado pela perda de peso (MESSINA et
al., 2008).

O esvaziamento gastrico retardado acontece devido a alteracao das células do musculo
liso gastrico, e pode contribuir para o refluxo gastresofagico (RGE), a presenca de RGE
também aumenta os possiveis riscos de aspiracdo. A constipagdo tem o envolvimento do
musculo liso do colon que ¢ afetado devido a imobilidade, fraqueza dos musculos da parede
abdominal e ingestdo inadequada de liquidos, o que leva a um aumento das fezes no célon
causado pelo transito gastrointestinal mais lento, e como consequéncia fezes duras e secas

(DAVIS; SAMUELS; MULLINS, 2015).
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Pacientes com a doenca também apresentam uma variedade de dificuldades de
degluti¢do, a incluir fraqueza facial, mastiga¢cdo reduzida e mé coordenagdo da lingua, esses
problemas levam a uma consequente diminuicdo da ingestdo de alimento, perda ou
incapacidade de ganhar peso, inalacdo de alimentos pelas vias aéreas com problemas
respiratorios subsequentes e infecgdes respiratorias recorrentes além de episddios aumentados
de engasgo, tosse e cusparada ao comer, o que resulta em constrangimentos e dificuldades
psicoldgicas do paciente (MOORE et al., 2016; PANE et al., 2006; MESSINA et al., 2008;
JONES et al., 2016).

3.5 Tratamento da DMD

Ainda ndo existe tratamento para a cura da DMD disponivel no momento
(DESGUERRE; LAUGEL, 2015). Atualmente, os corticosteroides sdo a principal forma de
tratamento farmacoldgico para a doenca. Entretanto, avancos na biologia molecular
possibilitaram o desenvolvimento de diferentes estratégias terapéuticas. (NAKAMURA,
2019).

A terapia de leitura para mutagdes nonsense, terapia de salto de exén para recuperacao
do quadro de leitura, terapia génica usando vetores virais e a terapia de transplante de células
estdo sendo desenvolvidas ativamente (YOKOTA et al.,, 2009; WELCH et al., 2007
OKADA; TAKEDA, 2013; IKEMOTO et al., 2007).

A terapia génica para o tratamento da DMD envolve a introdu¢do nas células
musculares de um gene DMD completo ou funcionalmente truncado (cDNA) através de um
vetor viral, para restaurar a expressao da distrofina. Os vetores comuns mais usados nas
células musculares ndo divididas incluem vetores lentivirais, virus adeno-associados (AAV),
adenovirais e cromossomos artificiais humanos (HAC), todos tém a capacidade de expressar a
longo prazo o gene exogeno sem que cause reagdes imunoldgicas evidentes no paciente
(NAKAMURA, 2019).

A restauracdo da funcionalidade pode ser obtida com a transferéncia de gene viral do
DMD de comprimento total, contudo, esta abordagem ¢ restringida devido a capacidade
limitada dos vetores virais recombinantes usados (HOWARTH; LEE; UNEY, 2010).

Devido ao grande tamanho do gene DMD sua transcricdo tem sido um enorme
empecilho no desenvolvimento de métodos para a terapia génica. Contudo, com estudos em
modelos animais e na clinica, foram obtidos conhecimentos relevantes sobre os dominios

estruturais da distrofina, o que permitiu o design racional de mini-distrofinas e
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microdistrofinas altamente funcionais, com mais receptibilidade a usos na terapia génica. Para
que a transmissdo da fun¢do da distrofina de comprimento total ocorra, as micro e
mini-distrofinas se ligam aos dominios de ligacdo de actina N-terminal, rico em cisteina e
C-terminal, e o dominio de bastonete ¢ truncado (NAKAMURA, 2019).

A terapia readthrough ¢ realizada por meio de métodos que inibem a terminagdo da
traducdo em mutagdes nonsense, através desse procedimento é possivel restaurar a expressao
da distrofina (HOWARD et al., 2000). Esta terapia ¢ aplicavel a somente 10% dos pacientes
com a doengca (NAKAMURA, 2019).

Quanto a terapia de salto de exon, a ideia de seu uso € proporcionar o salto de exons
em torno da mutagdo original, com isso ocorre a corre¢do do quadro de leitura do gene e a
restauracdo da expressdao da distrofina no sarcolema do paciente, essa terapia também tem
chamado a teng¢do como potencial tratamento para a doenca (CRAWFORD; PARTRIDGE;
CHAMBERLAIN, 2001; LU et al., 2000; YOKOTA et al., 2006).

As questdes éticas envolvendo o salto de exdns em relagdo a outras terapias, como as
terapias génicas mediadas por vetores e por transplantes de células tronco, sao consideradas
menores, isso porque os Aos (Oligonucleotideos antisense) ndo sdo classificados como
agentes de terapia genética, mas sim como drogas, pela Food and Drug Administration (FDA)
dos EUA e outras agéncias que representam a Unido Europeia e o Japao. O salto de exons
pode ser utilizavel em até 90% dos pacientes com mutagdes de delecdo (ALTER et al., 2006;
RUS et al., 2004).

Estudos também foram capazes de demonstrar a potencial capacidade de uso da
CRISPR como tratamento para doencas genéticas, como, fibrose cistica, doenga de
Huntington, doenca cardiovascular, doengas do sangue ¢ DMD (CRANE et al., 2015;
MONTEYS; EBANKS; KEISER; DAVIDSON, 2017; DING et al., 2014; OUSTEROUT et
al., 2015; ROMERO et al., 2019). O potencial da CRISPR também ¢ extremamente 1til para o
desenvolvimento de tratamentos personalizados, como edi¢do do genoma ou salto de exons,
que requerem mutagdes de origem especificas para testes (LIM et al., 2020).

Recentemente a CRISPR foi disponibilizada para o uso na terapia de salto de exons, a
primeira edi¢do de genes em vivo utilizando-a foi realizada no gene DMD de camundongos
mdx para corrigir uma mutagdo nonsense no exon 23. (OUSTEROUT et al., 2015; LONG et
al., 2014;). Camundongos mdx com 7 a 9 semanas de idade demonstraram aproximadamente
50% de fibras musculares positivas para distrofina, que foram confirmadas por
imunocolorac¢do, além de apresentarem diminui¢do dos niveis séricos de creatinoquinase (CK)

e melhora da for¢a de preensdo (NAKAMURA, 2019).
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Também foram utilizados vetores AAV para entregar componentes CRISPR in vivo
para deletar o ex6n 23 mutado do gene DMD do genoma de camundongos mdx, de forma
intraperitoneal, intravenosa ou intramuscular. Através de imunocoloracdo e Western blot
foram confirmados a restaurac¢do da distrofina nos musculos cardiacos e esqueléticos, além de
melhorias na fun¢do do musculo esquelético e re-localizagdo dos componentes DGC no
sarcolema LONG et al., 2016; NELSON et al., 2016; TABEBORDBAR et al., 2016).

Além disso, células-tronco pluripotentes derivadas de DMD induzidas por humanos
tém também proporcionado o desenvolvimento de terapia por CRIPR (YOUNG et al., 2016;
KYRYCHENKO et al., 2017). A tecnologia CRISPR e o salto de exons utilizando AOs, em
sua esséncia produzem os mesmos resultados, mas ao contrario dos AOs, a CRISPR tem a
vantagem de induzir as corre¢des do gene DMD mutado permanentemente sem exigir
tratamento repetitivo. Contudo, ainda € preciso estabelecer a eficdcia e seguranga da terapia
em estudos pré-clinicos antes de dar o inicio a ensaios clinicos em pacientes (NAKAMURA,

2019).

3.6 Diagnostico da DMD

Pacientes portadores da DMD podem ser diagnosticados por meio de uma avalia¢ao
clinica completa, que envolvem o historico completo e detalhado do paciente e testes
especificos, que incluem teste genético molecular para detectar mutagdes da distrofina e
andlise bioquimica, que pode detectar por exemplo, creatinoquinase sérica elevada, que ¢ um
marcador de necrose muscular (BIRNKRANT et al., 2018).

Contudo a suspeita do diagndstico de DMD deve ser considerada independentemente
do histérico familiar, no geral ¢ desencadeado de trés maneiras, o mais comum ¢ a observagao
da funcdo muscular anormal em uma crian¢a do sexo masculino, outra forma ¢ a deteccdo de
um aumento na creatinoquinase sérica testada para indicagdes ndo relacionas, e por ultimo
apo6s a descoberta de transaminases aumentadas, como a aspartato aminotransferado e alanina
aminotransferase, que sdo produzidas pelos musculos e também pelas células do figado
(BUSHBY et al., 2010).

Portanto o diagnoéstico da DMD, em qualquer crianca do sexo masculino com
transaminases aumentadas, deve ser considerado antes da bidpsia hepatica. Embora a doenga
seja comumente diagnosticada por volta dos 5 anos, pode ser suspeitado muito mais cedo
devido a atrasos na obtencdo de marcos de desenvolvimento (PARSONS; CLARKE;
BRADLEY, 2004).
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Em uma crianca do sexo masculino, a presenca do sinal de Gowers deve levantar uma
investigacdo diagndstica de DMD, principalmente se a crianca apresentar marcha
bamboleante. Em caso de um historico familiar positivo de DMD, o teste de creatinoquinase
deve possuir um baixo limiar, contudo isso sofre influéncia da idade da crianga. Criangas com
menos de 5 anos ndo podem ter o diagndstico de DMD excluido por um exame muscular
normal, no entanto, quanto maior for a idade, o exame muscular normal torna menos provavel
a crianga ter DMD (BUSHBY et al., 2010).

Os testes genéticos comumente usados para identificar mutagdes na distrofina sio PCR
multiplex, amplificagdo de sonda dependente de ligacdo multiplex, amplificagdo de condi¢ao
unica/ primer interno e hibridizacdo de sonda amplificavel em multiplex (PRIOR;
BRIDGEMAN, 2005; LALIC et al., 2005; FLANIGAN et al., 2003; DENT et al., 2005).

A PCR multiplex estd amplamente disponivel e ¢ a menos cara, contudo detecta
apenas delecdes e ndo cobre todo o gene, de forma que uma exclusdo nem sempre pode ser
caracterizada. A amplificacdo de condicdo Unica/ primer interno ira detectar delegdes e
fornecer dados de sequenciamento. A amplificagdo da sonda dependente da ligagao multiplex
e a hibridizagdao de sonda amplificavel vao detectar delegdes e duplicagdes, cobrindo todos os
exons (BUSHBY et al.,2010).

Caso a analise por uma ou mais dessas técnicas identifique uma mutacgao da distrofina
caracteristica completa, nenhum outro teste € necessario, se o teste de delegdo e/ou duplicagao
for negativo, serd necessario fazer o sequenciamento do gene da distrofina, em procura de
mutagdes pontuais ou pequenas delegcdes/inser¢cdes (FLANIGAN et al., 2003; DENT et al.,
2005).

A bidpsia muscular aberta ¢ necessaria, caso o diagnostico diferencial entre varias
possibilidades, inclua a DMD, e pode ser realizada dependendo da situagdo clinica,
disponibilidade de teste genético e das instalagdes do centro onde o paciente estd sob
acompanhamento (MUNTONI, 2001).

A imunocitoquimica e imunoblott sdo os principais testes feitos na bidopsia muscular
para DMD, e pode fornecer informagdes sobre a quantidade e o tamanho molecular da
distrofina, desde que ela esteja presente, os testes devem ser interpretados por um patologista
neuromuscular experiente. Apds um diagnéstico positivo para DMD na biopsia, o teste
genético € obrigatdrio, caso o diagnostico genético for feito primeiro, a bidpsia muscular nao
¢ necessaria, levando em conta que algumas familias de pacientes veem o procedimento como

traumatico (BUSHBY et al., 2010).
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Fatores como lipidios e metabolitos, como acidos graxos e creatina; proteinas, como a
lactato desidrogenase (LDH); fatores genomicos, como a proteina de ligacao a TFGJ latente 4
do genotipo LTBP4; e microRNAs, como o miR-1, miR-31, miR-133a e miR-206, podem ser
uteis no diagndstico da DMD, embora ndo sejam especificos (SZIGYARTO; SPITALI, 2018).

Também a checagem dos niveis séricos de metaloproteinase 9 da matriz (MMP-9),
folistatina e miostatina (GDF-8) tém aplicabilidade potencial no diagndstico, como

biomarcadores nao invasivos (SEGURA et al., 2015).

4. CONSIDERACOES FINAIS

Como foi revisado, existem relatos desde a época de 1868 acerca da Distrofia
Muscular de Duchenne, onde a partir desse ponto comegou a ser profundamente investigada,
sua etiologia, desenvolvimento, fisiopatologia, que estd em grande parte ja explicada na
literatura, embora ainda muitos tOpicos permanecam sobre pesquisa, tratamentos e
diagnosticos, chegando ao ponto onde o acervo literario sobre a doenga ter se tornado rico e
vasto, além disso pesquisas em busca de tratamentos e diagndsticos especifico e inovadores
continuam a ser desenvolvidas, dando espago para um ainda crescimento continuo de novas
informacgoes sobre a DMD.

Atualmente, a biologia molecular esta no topo das pesquisas que envolvem a DMD,
pelo motivo de ser uma doenca genética, estd firmemente atrelada a area que ainda se
encontra também em desenvolvimento e crescimento, e, portanto, pode ser considerada uma
porta de egresso promissora para jovens biomédicos que desejam se envolver com pesquisa €
desenvolvimento, j& que ¢ uma das areas em que pode atuar.

A maior parte dos dados revisados foram encontrados na lingua inglesa, o que talvez
possa indicar que ndo ha muitas pesquisas envolvendo a DMD no Brasil, o que justificaria os
poucos dados na lingua-mae.

Pode-se concluir que, as informagdes e conhecimento sobre a DMD sdao amplamente
conhecidos no mundo todo, por possuir um acervo literario rico e explicativo, contudo, no
Brasil quase ndo ha informacdo e pesquisas sobre a doenca, logo se faz necessario que o
conhecimento seja mais difundido, e que novas pesquisas sejam propostas e realizadas, por se
tratar de uma doenca embora ndo tdo comum, atinge uma grande parte dos nascidos-vivos do

sexo masculino.
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