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Distrofia muscular de Duchenne e o teste genético pré-implantacional

Ana Carolina Guimardes Costa dos Santos*
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Resumo

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é a doenga muscular progressiva mais comum em
criancas do sexo masculino. Por se tratar de uma doenga sem cura, 0 aconselhamento para o
teste genético pré-implantacional (PGT) é de extrema importancia. O objetivo do trabalho foi
apresentar a relevancia do PGT para o diagndstico da Distrofia Muscular de Duchenne, além
atualizar informacGes relevantes sobre a doenca, por meio de uma revisdo narrativa da
literatura, construida com dados dos ultimos vinte anos. A DMD possui heranga recessiva
ligada ao X, com mutacdo no gene distrofina, cuja funcdo é providenciar a estabilidade da
membrana muscular. O PGT permite a selecdo de gametas livres de patologias, possibilitando
a gestacdo de uma crianca saudavel. Contudo, surgem questdes éticas sobre o procedimento em
diversas &reas da sociedade. Novas pesquisas permitirdo a implementacdo de estratégias
publicas para o PGT, proporcionando gravidezes saudaveis para casais de todas as classes
sociais.

Palavras-chave: DMD; PGT; teste genético pré-implantacional, PGD, questdes éticas PGT.

Duchenne muscular dystrophy and the pre-implantation genetic test
Abstract

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is the most common progressive muscle disease in male
children. As this is an incurable disease, counseling for preimplantation genetic testing (PGT)
is extremely important. The objective of the study was to present the relevance of the PGT for
the diagnosis of Duchenne Muscular Dystrophy, in addition to updating relevant information
about the disease, through a narrative review of the literature, built with data from the last
twenty years. DMD has an X-linked recessive inheritance, with a mutation in the dystrophin
gene, whose function is to provide stability of the muscle membrane. The PGT allows the
selection of pathology-free gametes, enabling the gestation of a healthy child. However, ethical
questions about the procedure arise in several areas of society. New research will allow the
implementation of public strategies for the PGT, providing healthy pregnancies for couples
from all social classes.

Key words: DMD; PGT; pre-implantation genetic test; PGD; ethical issues PGT.
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1 INTRODUCAO

A Distrofia muscular de Duchenne (DMD) é a doenga muscular progressiva mais comum
observadas em criangas do sexo masculino. E uma patologia de carater recessivo ligada ao
cromossomo X causada por uma mutagcdo no gene DMD. O gene distrofina € o maior gene
humano identificado, contendo 79 éxons, que codificam varias isoformas de proteina como a
distrofina, cuja a sua funcéo € a ligacdo do citoesqueleto da fibra muscular com a ldamina basal
subjacente. Qualquer alteracdo ou perda de distrofina forga o excesso de calcio na membrana
celular, resultando em excesso de agua na mitocdndria, portanto, 0 muasculo do esqueleto
afetado sofre distrofia, disfuncdo mitocondrial e necrose (BIANCO et al., 2017).

Patologicamente, a DMD ¢ caracterizada pela degeneracdo progressiva rapida e necrose
dos musculos proximais e pseudo-hipertrofia de panturrilha. A maioria dos pacientes com DMD
mostra fraqueza muscular precoce na infancia, os sintomas geralmente aparecem antes dos 5
anos de idade, ja aos 12 muitos dependem de cadeira de rodas e nem chegam ao inicio da
terceira década de vida devido a problemas cardiacos e respiratorios (GIADERT;
FERNANDEZ; CLAUSTRES, 2009).

Atualmente, ndo ha terapia eficaz disponivel para a cura dessa patologia, onde seu
tratamento é a base de corticoides e fisioterapias para melhorar a qualidade de vida do paciente.
Por isso o fornecimento do aconselhamento genético para o diagndstico pré-implantacional é
de extrema importancia para casais em risco de ter seus filnos acometidos pela doenga ou filhas
portadoras do gene mutado, reduzindo assim a incidéncia de DMD (DINH et al., 2019).

A tecnologia de reproducdo humana assistida (RHA) consiste na selecéo dos gametas de
melhor qualidade e com o avan¢o das técnicas de biologia molecular em conjunto com a
engenharia genética produz ferramentas necessarias para caracterizacdo de diversas
doencas genéticas e alteracdes cromossdmicas (POMPEU; VERZELETTI, 2015).

Dentro do diagnostico pré-implantacional temos o diagnostico genético pré-
implantacional (PGD, do inglés, preimplantation genetic diagnosis), no qual usa essas técnicas
para a deteccdo de doencas relacionadas a anormalidades cromossdmicas, mutacfes génicas
para condicdes mendelianas na qual faz a identificacdo de embrides saudaveis, e 0 uso de
marcadores gendmicos para a avaliacdo confidvel da qualidade embrionéaria de casais
diagnosticados com desordens genéticas hereditaria. O PGD deu origem ao screnning genético
pré-implantacional (PGS, do inglés screening genetic preimplantation), um procedimento que

identifica embriGes com aberracBes cromossémicas de mulheres com idade avancada e em



casos de casais com caridtipo normal que sofreram abortos de repeticdo (PIZZATO et al.,
2016).

Com o passar dos anos e dos avangos na tecnologia da reprodugcdo humana, a
nomenclatura do PGD nédo era mais adequada, assim mudando para o teste genético pre-
implantacional (PGT). O PGT inclui trés principais subcategorias: PGT para aneuploidias
(PGT-A), PGT para distarbios monogénicos (PGT-M) e PGT para rearranjos estruturais de
cromossomos (PGT-SR). O PGT-A era anteriormente conhecido como PGS e o PGT-M
anteriormente conhecido como PGD (FESAHATA; MONTAZERI; HOSEINI, 2020).

O teste genético pré-implantacional (PGT) é realizado em embrides obtidos pela técnica
de fertilizacdo in vitro (FIV) antes mesmo da sua implantacdo no Utero, permitindo assim o
diagnostico de um grande numero de doencgas genéticas monogeénicas. A feitura do PGT da-se
pela extragdo de uma ou mais células do embrido para bidpsia feita por micromanipulacédo, com
microscopio equipado e ferramentas especificas para essa finalidade. Existem trés tipos de
bidpsias pré-implantacionais (BIANCO et al., 2017).

A biopsia do blastdbmero acontece durante o terceiro dia de desenvolvimento do embrido
em cultura, quando esse apresenta de seis a oito células trofoblasticas. Ja a dos corpusculos
polares extraidos do ovocito acontece antes da fertilizagdo, portanto os corpusculos nédo
carregam as informacdes genéticas do espermatozoide e limitam a anélise aos dados maternos.
O terceiro tipo de bidpsia acontece no 5¢ dia de desenvolvimento, em fase de blastocisto,
quando o embrido j& apresenta entre 32 e 64 células. A biopsia do blastocisto é a que apresenta
as melhores taxas de sucesso para implantagdo, principalmente porque permite a analise de um
maior nimero de células (MENDES; COSTA, 2010).

Os principais métodos da analise genética das bidpsias embrionarias sdo a hibridizacao
fluorescente in situ (FISH), uma nova técnica chamada comparative genomic hibritization
(CGH) permite a analise de todo 0 genoma e para analisar uma alteracao especifica de um gene
usa-se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (POMPEU; VERZELETTI, 2015).

O PGT é uma metodologia menos invasiva do que diversas técnicas de diagnostico pré-
natal conhecidas como a amniocentese e cordocentese. Com o crescimento da procura pelo
diagnostico pré-implantacional (DPI) e com as novas possibilidades proporcionadas por esta
técnica surgem diversas questdes quanto a suas aplicagdes e também quanto as implicacGes
éticas envolvidas no seu uso (BIANCO et al., 2017).

No Brasil, ndo ha legislacéo federal especifica e o DPI é regulamentado pelas resolucGes
do Conselho Federal de Medicina, porém o uso do PGD para a escolha do sexo é proibido em

muitos paises, incluindo o Brasil. Contudo, tendo em vista o principio da beneficéncia, quando



a escolha do sexo do bebé visa a contribuir para a saude da crianga por evitar patologias ligadas
aos Cromossomos sexuais, essa devera ser permitida juridicamente e vista como benéfica. A
técnica deve ser usada para o bem-estar do ser humano e limitada aos casos com indicacéo
terapéutica (MENDES; COSTA, 2010).

A maioria das mutacdes identificadas desta patologia sdo delegdes em aproximadamente
60-65% dos casos de DMD, duplicacBes tém sido observadas em 5%-15% e 0S casos
remanescentes (cerca de 30%) podem ser causados por pequenas mutacdes tais como
microdele¢Ges, microinser¢es, mutacdo de ponto, ou mutacdes de splicing (mais raros). Por
isso é importante enfatizar que para realizacdo do diagnostico genético pré-implantacional nos
casos de doencas monogénicas como a DMD, é essencial conhecer a mutacdo, ja que a analise
genética é realizada em um pequeno numero de células e que o gene da distrofina € o maior
gene humano identificado, o0 PGD ¢ especifico para mutacdo daquela familia. Portanto, se a
familia ndo tem o diagndstico molecular, é necessério estudar previamente a mutacao familiar
por meio do aconselhamento genético (BIANCO et al., 2017).

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo apresentar a relevancia do teste
genético pré-implantacional para o diagnoéstico da Distrofia Muscular de Duchenne, além de
elucidar sua fisiopatologia, componentes genéticos, diagnostico e tratamento.

2 METODOLOGIA

Trata-se de uma revisdo bibliografica do tipo narrativa que sdo publicacGes amplas,
apropriadas para descrever e discutir o desenvolvimento ou o "estado da arte" de um
determinado assunto, sob ponto de vista tedrico ou contextual. Constitui basicamente de analise
da literatura publicada em livros, artigos de revista impressas e/ou eletrénicas na interpretacédo
e anélise critica pessoal do autor de forma qualitativa (ROTHER, 2007).

Foram utilizados artigos, relatos de casos, pesquisas, ensaios e dissertacdes obtidos por
meio de pesquisas em bibliotecas virtuais como Science Direct, SCIELO, PubMed e Portal da
Biblioteca Virtual Regional em Saude (BVS). Foram utilizados para a busca as palavras chave:
Distrofia muscular de Duchenne, teste genético pré-implantacional e PGT-M, utilizado o
conector “AND/E”, nos idiomas: inglés, espanhol e portugués.

O periodo de busca concentrou-se nos ultimos 20 anos. Ao total, foram selecionados 35
artigos cientificos, 1 trabalho de conclusdo de curso de graduacdo e 4 paginas de sites

institucionais disponiveis com texto completo na integra.



3 DESENVOLVIMENTO

3.1 Histdrico e epidemiologia

O neurologista francés Dr. Guillaume Benjamin Amand Duchenne, em 1861, definiu e
descreveu casos de uma doencga degenerativa que levou o seu nome, Distrofia Muscular de
Duchenne, tendo realizado bidpsias, entre outros procedimentos, para fundamentar sua
investigacao. Ja o quadro clinico da doenca, progndéstico e possibilidade de tratamento foram
descritos apenas em 1879, por Willian R. Gowers. A Distrofia muscular de Duchenne (DMD)
tem um lugar especial na genética médica, uma vez que o gene da distrofina, responsavel por
esta doenca, foi o primeiro a ser identificado por métodos de clonagem posicional ha quase 30
anos. Para todos aqueles preocupados com distrofia muscular, isso era um evento importante
que prometeu tanto a transformacao de pesquisas sobre a patogénese da doenca e a possibilidade
de desenvolver um tratamento eficaz pela primeira vez (FONSECA; MACHADO; FERRAZ,
2007).

E a miopatia mais frequente e severa apresentada que acomete o sexo masculino, com
sua incidéncia de 1:3600 - 6000 nascidos vivos (ABDIM, 2021). Por tratar-se de uma condi¢éo
de heranga genética recessiva ligada ao cromossomo X, homens s&o os mais afetados, entretanto
raramente é reportada a ocorréncia de mulheres sintomaticas, em casos de inativagcdo do X ou
outras anormalidades do cromossomo X. Porém a presenca dos sintomas é de forma mais
branda, com sua incidéncia de 1:50.000.000 nascidas vivas e aproximadamente 8% das
mulheres portadoras da mutacdo apresentam fraqueza muscular (FREUND et al., 2017).

3.2 Aspectos clinicos e fisiopatologicos

Patologicamente, a DMD é caracterizada pela degeneracdo progressiva rapida, necrose
dos masculos proximais e pseudo-hipertrofia da panturrilna. Essa condicdo é causada por
mutagdes no gene DMD que codificam varias isorformas de proteinas como a distrofina, cuja
a sua funcdo ¢ a ligacdo do citoesqueleto da fibra muscular com a lamina basal subjacente.
Qualquer alteracdo ou perda de distrofina gera o influxo de calcio na membrana celular,
resultando em excesso de agua na mitocondria, portanto, o musculo afetado sofre distrofia,
disfuncdo mitocondrial, fibrose e necrose (BIANCO et al., 2017).

A proteina distrofina, que esta presente no sarcolema das fibras musculares esqueléticas,
cardiacas e em pequenas quantidades no cérebro, é essencial na funcdo contréatil e na protecao
da fibra muscular em relagcdo aos danos causados pela contracdo muscular (FORTES et al.,

2018). Essa proteina € um componente essencial no complexo distrofina-glicoproteinas que



fazem a ligacdo do citoesqueleto de actina com a lamina basal (figura 1), providenciando a
estabilidade da membrana muscular (BABBS et al., 2021).

Figura 1. Complexo de proteinas associadas a distrofina. Representacdo esquemaética
mostrando a interacdo da distrofina com proteinas citoplasmaticas, transmembrana e

extracelulares no musculo esquelético.
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Fonte: Adaptado de RAVIDRAN, 2018.

O primeiro sinal da doencga € a fraqueza muscular, que surge geralmente por volta dos 4
anos de idade e sua progressao e rapida. Normalmente é acompanhada com a perda da contracéo
muscular da coxa e da pelve, comecando com os classicos sintomas da Distrofia Muscular de
Duchenne, o sinal de Gower (figura 2). O sinal caracteriza-se pelo andar cambaleante e nas
pontas dos pés. Por volta dos 13 anos, os pacientes ja estdo dependentes da cadeira de rodas e
a fragilidade da membrana gera, gradativamente, a perda das miofibras e a substituicédo do
tecido muscular por tecido adiposo e fibroso. Por fim, a DMD leva a morte precoce, por volta
dos 20-30 anos, por disfuncdes cardiorrespiratorias (RUGOWSKA; STAROSTA,;
KONIECZNY, 2021).

A escoliose também esté presente em praticamente todos 0s pacientes e se acentua apés
a perda da deambulag&o, contribuindo bastante para a reducao da capacidade vital respiratoria.
As fraturas de 0ssos longos ocorrem geralmente devido a queda em 21-44% dos meninos. Além
do atraso motor, observa-se também atraso da linguagem. O retardo mental é um aspecto

bastante frequente entre meninos com DMD (30% dos casos). Além da disfunc¢éo cognitiva,



também se observa nessa doenga maior frequéncia de comorbidades psiquiatricas, como
transtorno do déficit de atencdo e hiperatividade. As disfuncGes de neurodesenvolvimento
observadas na distrofia sdo resultantes da auséncia completa ou parcial da distrofina no sistema
nervoso central, pois essa proteina também é encontrada nos terminais neuronais pds-sinapticos
do cortex, hipocampo e cerebelo, areas intensamente envolvidas com o raciocinio e aprendizado
(NARDES; ARAUJO; RIBEIRO, 2012).

Figura 2. Sinal de Gowers: paciente utiliza suas méos para "escalar" seu proprio corpo a partir
de uma posicéo agachada devido a falta de forga muscular no quadril e coxas.

Fonte: PAPO, 2021.

3.3 Genética
O gene DMD é o maior gene conhecido nos humanos, localizado no braco curto do
cromossomo X, no locus Xp21 (figura 3), e consiste em 79 éxons espalhados por mais de 2,6
milhdes de pares de bases de sequéncia genébmica (MALMGREN et al., 2006). A maioria das
mutacBes que 0s pacientes apresentam sdo delecbes (aproximadamente 60-65%), duplicacdes
(entre 5-14%) e pequenas mutacdes remanescentes como por exemplo as mutagfes pontuais,

onde hé inser¢&o ou exclusdo de um ou mais nucleotideos. Nestes casos, as mais frequentes séo
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as mutacdes sem sentido (nonsense), as quais representam 10% dos pacientes (OSORIO et al.,
2018).

Em razéo do tamanho deste gene, ele € propenso a mais rearranjos e recombinacdes que
podem causar varias mutacfes (REN et al., 2007). Isso explica o alto indice de mutacGes
espontaneas, resultando na maior ocorréncia de meninos com DMD sem histérico familiar
prévio da doenca (FALZARANO et al., 2015). Essas mutacOes levam a alteracdo da traducédo
da leitura do cddigo genético, gerando precocemente um cdédon de parada, resultando na
geracdo de uma proteina instavel, ndo funcional, ou até mesmo a total auséncia de producéo da
proteina distrofina (FREUND et al., 2017).

Figura 3. Locus Xp21 — Gene DMD esta localizado no brago curto do cromossomo X.
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Fonte: MUNTONI; TORELLI; FERLINI, 2003.

As caracteristicas clinicas sdo variaveis porque a correlagdo gendtipo-fenotipo
geralmente segue a regra: mutacdes que interrompem a traducdo do quadro de leitura causa
auséncia quase completa de proteina e levam ao fendtipo DMD grave, enquanto as mutacoes
que mantem o quadro de leitura permitem a producdo de uma proteina mais curta e estdo
associados com um fenétipo mais suave (NERI et al., 2020).

Portadoras do sexo feminino geralmente sdo assintomaticas, mas algumas apresentam
sintomas leves de doenca muscular, 20% manifestam fraqueza muscular, e cerca de 10% podem
desenvolver cardiomiopatia. Médes de meninos com Distrofia muscular de Duchenne e suas
parentes de primeiro grau do sexo feminino devem sempre ser direcionadas ao aconselhamento
genético (ANNEXSTAD; LUND-PETERSEN; RASMUSSEN, 2014). Se um individuo do
sexo feminino € portador da mutacdo genética em um dos dois cromossomos, 0 segundo
cromossomo X a "protege” devido a producdo regular de distrofina, entretanto, podem ocorrer

mulheres sintomaticas por altera¢des na inativagdo ou outras anormalidades do cromossomo X
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(CRUZEIRO et al., 2020). Como a DMD é herdada de forma recessiva ligada ao cromossomo
X, as portadoras do alelo mutado, do sexo feminino, tém 50% de chance de transmitir a mutacéo
em sua prole. Os homens que herdam a mutacéo sdo afetados, enquanto as mulheres que herdam
a mutacgéo sdo portadoras (MALMGREN et al., 2006).

Outro aspecto importante € o mosaicismo gonadal. Isto é, aproximadamente 10% das
mées de casos isolados de DMD, nas quais nao foi detectada mutacdo no sangue periférico,
podem ser portadoras da mutacdo na linhagem germinativa. Estas mulheres tém um risco
aumentado de vir a ter filhos afetados pela DMD (ZATZ, 2002).

3.4 Diagnostico

O diagnostico da patologia deve ser o mais rapido possivel e preciso para garantir um
inicio precoce de intervencgdes no paciente. Apesar da clinica presente desde os primeiros anos
de vida, com atraso de aquisi¢do de marcha, quedas frequentes, dificuldade em subir e descer
escadas, o diagndstico ¢ feito predominantemente na idade de 5 anos, quando os sintomas sao
mais evidentes (FORTES et al., 2018).

O diagndstico pode ser estabelecido, na maioria dos casos, a partir da histéria familiar,
de achados clinicos, laboratoriais e genéticos, podendo ser utilizados eventualmente exames
eletrofisioldgicos ou histoldgicos. Atualmente, os niveis de enzimas musculares esqueléticas,
principalmente de CK (creatinoquinase), biopsia muscular e analise de DNA sdo amplamente
empregados no diagnostico e na caracterizacdo da DMD. Outras investigagcdes, como a
histoquimica muscular, estudos de inervacdo muscular, microscopia eletronica,
eletrocardiografia e tomografia computadorizada podem fornecer informacdes adicionais para
uma melhor compreensdo sobre a evolucdo da DMD, bem como no auxilio do diagndstico
diferencial (FONSECA; MACHADO; FERRAZ, 2007).

Devido as anormalidades estruturais e funcionais da membrana celular muscular, ocorre
uma elevagdo das enzimas musculares séricas, tais como a CK. Os niveis séricos de CK séo
marcadamente elevados na DMD e séo pelo menos 10-20 vezes (frequentemente 50-200 vezes)
o limite superior do normal antes dos 5 anos. O teste genético molecular constitui a base do
diagnostico. DelecBes e duplicacbes podem ser detectadas por amplificadores de sonda
dependente de ligagdo multiplex (MLPA) ou microarray cromossémico de alta resolucéo.
MutagOes pontuais, pequenas exclusdes e pequenas duplicagcdes ou insercdes, podem ser
identificados usando o sequenciamento de proxima geragdo ou SNPS (YIU; KONBERG,
2015).
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A bidpsia muscular pode, em caso de duvida, ainda fornece importantes informacoes
adicionais sobre o grau de deficiéncia da distrofina (ANNEXSTAD; LUND-PETERSEN;
RASMUSSEN, 2014). O estudo de microscopia de luz mostra um padrdo distréfico com
desestruturacdo da arquitetura fascicular do musculo, necrose e degeneragdo das fibras
musculares, e aumento do tecido adiposo-conjuntivo. Por técnica de imunohistoquimica (figura
4) verifica a deficiéncia de distrofina (OSORIO et al., 2018).

Figura 4. Imunohistoquimica na DMD. (A) tecido normal das fibras musculares. (B) presenca

de fibrose, adipdcitos, degeneracao e irregularidade no didametro das fibras musculares.

Fonte: Adaptado de UNICAMP, 2021.

3.5 Tratamento

Ainda ndo ha cura para a DMD. Existem alguns tratamentos que podem amenizar 0s
sintomas, melhorando a qualidade de vida, diminuindo a alta morbidade e o 6bito precoce
desses pacientes (FONSECA; MACHADO; FERRAZ, 2007). O tratamento abrangente é
sintomatico e especialmente voltado para a prevencdo de complicacdes da doenca precoce
(escoliose, retracOes assimétricas, insuficiéncia cardiaca e respiratoria) (ORTEZ et al., 2019).

Os padrdes de tratamentos de glicocorticoides orais, controle cardiaco, controle
pulmonar, vacinagdes, fisioterapia e cuidados ortopédicos, controle nutricional e salde 6ssea
séo frequentemente destacados (SHIEH, 2018). No momento, os corticosteroides sdo 0s Unicos
agentes farmacol6gicos com documentacdo de beneficios, mesmo que estejam associados a
varios efeitos adversos (ganho de peso, distirbios do sistema nervoso, sintomas
gastrointestinais, disttrbios metabolicos, osteoporose com aumento risco de fraturas vertebrais)
(FALZARANO et al., 2015).

Com o avancar da doenca na infancia e o0s sinais e sintomas classicos vao

progressivamente aumentando, nesta fase, € necessaria a cooperacdo com fisioterapeutas, mas
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também com um psicélogo que ird preparar a crianga para a perda de mobilidade. O manejo de
meninos com DMD é multidisciplinar e gira em torno de gestdo sintomatica e reabilitadora,
vigilancia e tratamento de complicacGes esperadas (YIU; KONBERG, 2015).

O objetivo do cuidado nutricional é prevenir o excesso de peso ou obesidade, e
desnutricdo por meio da avaliagdo regular do crescimento e peso dos pacientes ao decorrer de
suas vidas. Visa promover uma alimentacdo saudavel e equilibrada, com ingestdo ideal de
calorias, proteinas, fluidos e micronutrientes, especialmente calcio e vitamina D (BIRNKRANT
et al., 2018).

O desenvolvimento da terapia génica para DMD tem sido dificultado pelo grande
tamanho do gene e volume de musculos do corpo humano. Com 0s avangos recentes nos NOVos
tratamentos modificadores da doenca, a terapia génica parece ser cada vez mais viavel. A
abordagem de éxon skipping e a abordagem de supressdo de prematuros cédons de parada sao
terapias genéticas promissoras. O éxon skipping usa oligonucleotideos antisense (AONS) para
induzir salto de éxons mutantes do RNA pré-mensageiro (MRNA) na transcricdo de distrofina,
que restaura a leitura interrompida do quadro e produz uma forma abreviada da proteina
distrofina. Os alvos atuais mais utilizados incluem os éxons 44, 45, 51 e 53. A supressdo de
cédons prematuros € realizada por meio de uma droga oralmente biodisponivel que foi
projetada para fazer sua ligacdo a subunidades de RNA ribossémico, interferindo no
reconhecimento de codons de parada prematuros, isso permite a traducdo e producdo de uma
proteina distrofina modificada (MESSINA; VITA, 2018).

Por ser uma doenga sem cura, o fornecimento do aconselhamento genético para o
diagndstico pré-implantacional é de extrema importancia para casais em risco de ter seus filhos
acometidos pela doenca ou filhas portadoras do gene mutado, reduzindo assim a incidéncia da
DMD (DINH et al., 2019). O Teste genético pre-implantacdo (PGT) oferece uma alternativa ao
diagnostico pré-natal para evitar a interrupcdo de gravidezes afetadas e oferece uma

oportunidade para a obtengdo de uma crianca saudavel (REN et al., 2007).

3.6 Teste genético pré-implantacional (PGT)

Teste genético pré-implantacional, anteriormente denominado como diagnostico
genético pré-implantacional (PGD), envolve o uso de tecnologias de reprodugdo assistida
(ART) para o diagndstico genético de embrides, permitindo 0 nascimento de criangas saudaveis
em familias com alto risco de transmitir doencas hereditéarias para a prole, além de evitar a
interrupcdo da gravidez em caso de feto afetado ou 0 nascimento de uma crianca afetada. As

principais indicacdes para o teste genético pré-implantacional sdo aberragcbes monogénicas
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especificas e relacionadas ao sexo, distarbios e desequilibrios cromossémicos estruturais, bem
como rastreio de aneuploidias (FELDMAN et al., 2020).

O primeiro procedimento de diagndstico genético pré-implantacional realizado com
sucesso foi reportado em 1990, sendo utilizado para evitar o nascimento de criangas com doenca
ligada ao X e, atualmente, € realizado em diversas clinicas pelo mundo. O primeiro relatorio
sobre criangas nascidas apds PGT foi publicado pela Handyside e colaboradores, em 1990,
descrevendo o uso de amplificacdo por PCR para a deteccdo de sequéncias Y repetitivas para
determinacdo de género em familias com doencas ligadas ao X (MENDES; COSTA, 2013).

Familiarizar-se com 0s novos termos € essencial para 0s especialistas e pacientes
envolvidos na area de infertilidade e medicina reprodutiva. O PGT inclui trés subcategorias:
PGT para aneuploidias (PGT-A), PGT para distarbios de gene unico/monogénicos (PGT-M) e
PGT para rearranjos estruturais de cromossomos (PGT-SR). O PGT-A ¢ utilizado para detectar
aneuploidias e, anteriormente, era conhecido como PGS. O PGT-M, anteriormente conhecido
como PGD, destina-se aos defeitos monogénicos (FESAHATA; MONTAZERI; HOSEINI,
2020).

O teste genetico pré-implantacional é uma técnica derivada dos procedimentos de
reproducdo humana assistida (RHA), que consiste na selecdo dos gametas de melhor qualidade
para implantagdo. Com o avango das técnicas de biologia molecular, em conjunto com a
engenharia genética, o teste produz ferramentas necessarias para a caracterizacdo de diversas
doencgas geneticas e alteragdes cromossdmicas. O PGT envolve a biopsia de uma unica ou
algumas células de embrides fertilizados in vitro e testes das amostras biopsiadas (POMPEU;
VERZELETTI, 2015).

A sociedade internacional de diagndstico genético pré-implantacional (PGDIS) indica
0 PGT-M para as seguintes condi¢Oes: 1) Os portadores de disturbios mendelianos; 2) tipagem
HLA para encontrar celula-tronco compativel ao irmdo mais velho que requer terapia com
célula-tronco; 3) Os portadores de anormalidades cromossémicas estruturais e diferentes
translocagOes para aumentar a chance de ter uma gravidez ndo afetada em casais portadores; 4)
RPL (aborto de repeticdes) com etiologia inexplicada (RPL idiopatica) com o objetivo de
reduzir as complicacdes e efeitos colaterais causados por abortos repetidos (FESAHATA,;
MONTAZERI; HOSEINI, 2020).

As técnicas de biopsia usadas em fertilizacdo in vitro (FIV) visam a obter material para
a feitura de testes genéticos pré-implantacionais. Para tanto, podem ser usados o0citos ou
embriBes humanos, 0s quais terdo sua composicdo genética avaliada a fim de escolher um

embrido ou o0cito cromossomicamente normal. A bidpsia do embrido humano deve ser
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considerada como o equilibrio entre a retirada de células para uma analise genética segura e
eficiente somada a preservacédo do potencial de implantacdo do embrido. Uma das questBes de
grande interesse nos centros de RHA ¢é qual o melhor momento de fazer a biopsia embrionaria.
Outro aspecto de grande relevancia é a alta taxa de mosaicismo cromossémico, que pode causar
um aumento de resultados falso-positivos e falso-negativos, sendo fundamental, a importancia
do conhecimento das caracteristicas das amostras para que as andlises sejam feitas
adequadamente (AQUINO; MARTINHAGO; MARTINHAGO, 2013).

O procedimento de bidpsia envolve a abertura da zona pelucida (ZP), matriz
glicoproteica que envolve 0s odcitos e, posteriormente, os embrides, para em seguida, proceder
com a aspiracao do material celular para analise genética. A abertura da ZP pode ser executada
de trés maneiras: mecanicamente (dissec¢do parcial da zona ou corte de zona), quimicamente,
com o auxilio de uma solugdo &cida de Tyrode, ou com laser diodo infravermelho. O material
genético pode ser obtido em diferentes estagios embrionarios, no primeiro dia de
desenvolvimento apds a fertilizacao é possivel retirar os corpos polares (CPs). A bidpsia pode
também ser feita no terceiro dia de desenvolvimentos para obtencdo de um ou dois blastémeros.
Outro momento em que pode ser feita a remocao das células embrionarias € durante o quinto
dia de cultivo e a andlise é feita a partir de algumas células da trofectoderma de blastocistos
(figura 5) (PIZZATO et al., 2017).

Figura 5. Biopsia embrionéria do trofectoderma do blastocisto. Os embrides sdo submetidos
ao Assisted Hatching (pequeno orificio na zona pellcida realizado com laser), onde parte das

células trofodérmicas sdo aspiradas e enviadas para analise cromossdmica.

Fonte: CASTELLOTTI, 2020.
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As desvantagens da bidpsia de corpo polares sdo que apenas as aneuploidias maternas
podem ser identificadas, portanto, ndo pode ser aplicado se o parceiro for portador de uma
anomalia cromossdmica. Por outro lado, um beneficio € o fato de pode ser realizada logo apds
a retirada do odcito. Os resultados podem ser disponiveis dentro de dois dias, e a transferéncia
de embrides frescos pode ser aplicada (SCIORIO; TRAMONTANO; CATT, 2019). A bidpsia
do blastdmero acontece durante o terceiro dia de desenvolvimento do embrido em cultura,
quando esse apresenta de seis a oito células trofoblasticas. O terceiro tipo de bidpsia acontece
no 5° dia de desenvolvimento, em fase de blastocisto (bidpsias de células do trofectoderma),
quando o embrido ja apresenta entre 32 e 64 células. A bidpsia do blastocisto é a que apresenta
as melhores taxas de sucesso para implantacao, principalmente porque permite a analise de um
maior numero de células (MENDES; COSTA, 2013).

Apods a realizagdo da biopsia embrionaria, os embrides sdo criopreservados até o
resultado da andlise genética. Mais e mais centros que executam o PGT realizam uma
transferéncia de embrifes Unica, uma politica que pode ser vinculada a mecanismos de
ressarcimento e legislacdo. A substituicdo do congelamento lento por vitrificacdo, vem sendo
adotado pelas diversas clinicas de reproducdo. A técnica mais recomendada, atualmente, para
a criopreservacdo de embrides é a vitrificacdo, pelo fato desta técnica ndo produzir cristais de
gelo no momento da solidificacdo dos embribes no ultra-resfriamento em nitrogénio liquido,
demonstrando-se ser superior ao congelamento lento em termos de taxa de sobrevivéncia para
embrides e blastocistos em estagio de clivagem (RYCKE; BERCKMOES, 2020).

3.7 Técnicas de analise genética embrionaria

As familias que sdo portadoras de doencas hereditarias tém como o objetivo eliminar
mutacOes genéticas, identificando os embrides saudaveis antes da gestacdo, consequentemente
protegendo os descendentes. Assim como também ha familias no intuito de prevenir os riscos
de alteracdes cromossomicas identificando os embrides euploides, reduzindo as taxas de falhas
de implantagdo, abortamento de repeticbes e nascimentos de bebés com anomalias
cromossémicas. O PGT-A (antigo PGS), testa embrides apenas para encontrar anormalidades
numéricas, examinando entdo todos os 46 cromossomos. O PGT-A pode ser realizado pelas
técnicas de FISH, NGS e aCGH, que permitem uma maior analise cromossémica do DNA
(FESAHATA; MONTAZERI; HOSEINI, 2020).

Os padrbes de heranca de doencas hereditarias monogénicas incluem: autossdémica
dominante, autossémica recessiva, dominante ligada ao X, recessivo ligado ao X e mitocondrial

hereditario. O pré-requisito de um PGT-M viavel é claramente ter delineado os alelos mutantes
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de certas doencas hereditarias do casal que esta em busca do FIV. Entretanto, os tipos de
mutacdo, bem como a estrutura genémica de cada gene sdo diferentes e, portanto, a
genotipagem adotada no PGT-M deve ser individualizado e personalizado, se desejarmos
deteccdo de mutagcdo (CHEN et al., 2017). Houveram avancos significativos na tecnologia
usada para analise genética e cromossdmica usando pequenas quantidades de DNA, incluindo
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), Multiplex PCR, hibridizacdo fluorescente in situ
(FISH), simples microarranjos de polimorfismo de nucleotideos (SNP), comparativos
hibridizacdo gendmica (aCGH), e nova geragdo sequencing (NGS) (SULLIVAN-
PYKE; DOKRAS, 2018).

Em doencas monogénicas, PGT-M é usado para detectar variacbes patogénicas
especificas na sequéncia do gene associado com certos fendtipos. Antes de realizar o teste, 0
padrdo de heranca da variagdo genética em questao deve ser definido, por isso a importancia do
aconselhamento genético, para assim se detectar as mutacGes familiares parentais para se ter
um diagndstico preciso. As andlises genéticas mais utilizadas no PGT-M sdo: PCR, Multiplex
PCR, SNP e FISH (RODRIGUES et al., 2020).

A PCR foi considerada a técnica mais importante dos laboratérios moleculares
modernos pelo fato de amplificar pequenas quantidades de DNA ao grau de poderem ser
visualizados e submetidos a analise genética. Entretanto, o uso dessa técnica em célula unica,
devido a pouca quantidade de DNA contido na célula proveniente da biopsia, tem se mostrado
desafiadora. Os problemas frequentemente encontrados sdo o0 aumento de contaminacéo e allele
dropout (ADO). Com a finalidade de reduzir as taxas de allele dropout, Ray e Handyside (1996)
sugeriram aumentar a temperatura de desnaturacdo nos primeiros ciclos da PCR. Além disso,
estudos tém demonstrado que a amplificacdo simultdnea de um ou mais marcadores
polimorficos, localizados no mesmo cromossomo e perto do gene causador da doenca em
estudo, pode assegurar uma anélise sem ADO. Essa metodologia é denominada multiplex PCR
e também usada para melhorar a detec¢do de mutacao caracteristicas de doengas monogénicas
(PIZZATO et al.,2017).

A hibridizacao fluorescente in situ (FISH) é um dos métodos usados na anélise das
células e detecta de 81% a 87% dos embrides anormais. Permite a analise de cinco a 12 dos 23
pares cromossdémicos (22 pares de cromossomos autossomos denominados com ndmeros de 1
a 22 e o par sexual X e Y). O principio da técnica de FISH permite identificar uma sequéncia
alvo de DNA por meio do uso de uma sonda de DNA especifica. Essa € uma sequéncia

complementar ao alvo, marcado com fluorocromo. O que ocorre € a hibridizacao da sonda com
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o DNA do material, que serd analisado em microscopio fluorescente (POMPEU,
VERZELETTI, 2015).

Os SNP sdo matrizes de alta densidade contendo ate varios milhdes de sondas, que
permitem genotipagem de centenas de milhares de SNPs (polimorfismo) selecionados em todos
0S Cromossomos em uma unica reacdo. E uma tecnologia que utiliza amostras de DNA dos pais
bioldgicos, que sdo usadas como referéncia para testar, interpretar e comparar as amostras e
aumentar a precisdo dos resultados, detectando os polimorfismos (pequenas varia¢des de locais
especificos do DNA) no embrido estudado. O PCR multiplex e SNP possuem 0 mesmo
principio de teste baseado em ligagdo para PGT-M, mas o fluxo de trabalho do SNP é muito
mais padronizado e uniforme, sem a necessidade de uma avaliacdo pré-clinica especifica do
locus familiar (RYCKE; BERCKMOES, 2020).

3.8 Associagao entre o PGT-M e a distrofia muscular de Duchenne

A maioria dos pacientes com DMD mostra fragueza muscular precoce na infancia, e
tornam-se cadeirantes por volta dos 12 anos de idade, e morrem devido a insuficiéncia
respiratoria ou cardiaca no fim da adolescéncia ou inicio dos 20 anos. A importancia de
prevencdo da DMD tem sido extensivamente enfatizada, uma vez que ndo ha terapia curativa
disponivel. Portanto, é essencial o diagndstico pré-natal e aconselhamento genético para reduzir
0 nascimento de meninos afetados com a doenca (BIANCO et al., 2017).

O teste genético pré-implantacional monogénico (PGT-M) para portadoras do sexo
feminino com DMD oferece uma alternativa ao diagndéstico pré-natal para evitar a interrupgdo
de gravidezes afetadas e oferece uma oportunidade para a obtencéo de criancas saudaveis. Mas,
continua dificil devido ao enorme tamanho do gene, heterogeneidade mutacional, alta taxa de
recombinacéo intragénica e alta frequéncia de mutacdes de novo. Sendo assim, ainda ndo existe
um protocolo de PGT-M universal para DMD, consequentemente estes protocolos sao
projetados para a mutacdo especifica familiar, que permitird a transferéncia de embrides
saudaveis para o Utero materno. A sexagem de embribes ja foi descrita anteriormente, no
entanto, com uma estratégia de selecdo "apenas por género”, todos os embriées machos serdo
descartados, e os embrides femininos sdo transferidos independentemente se é portadora da
mutacdo ou ndo (REN et al., 2007).

A maioria das mutagdes sao dele¢Ges parciais (50-60%) ou duplicagOes parciais (0 = 14%).
As delecdes parciais sdo detectadas pela PCR com primers construidos para amplificar os éxons
do gene com tendéncia a delecdo. Beggs e colaboradores descreveram sequéncias de primers

de oligonucleotideo que podem ser usados para amplificar 8 éxons, mais 0 promotor muscular
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do gene da distrofina em um unico PCR multiplex, que sdo capazes de detectar 98% das
delecdes parciais. As duplicacGes podem ser detectadas por analise de FISH ou PCR. Essas
delecgdes e duplicagdes podem ocorrer em qualquer parte do gene, mas estdo concentradas entre
exons 45-55 e exons 2-10 para delecdes e duplicagOes, respectivamente (AARTSMA-RUS;
GINJAAR; BUSHBY, 2016).

A estratégia de PCR pode ser explorada realizando o ensaio quantitativamente para permitir
a deteccdo de duplicagdo em homens, observando uma proporcdo de 2:1 na quantidade de
produto de PCR gerado a partir de um lécus duplicado em comparagdo com o de um l6cus
normal. Por causa do tamanho grande do gene DMD, as pequenas mutagdes sdo mais dificeis
de identificar e requerem abordagens especiais. Pelo menos 15 pequenas mutag¢fes no gene da
distrofina foram descobertos: dez casos de mutacdo sem sentido, 3 casos de delecdo de base
Unica, um caso de insercdao de base, e um caso de mutacdo de troca de sentido (missense)
(HASHIBA et al., 2004).

3.9 Questdes éticas

Com o crescimento pela procura do PGT e, com as novas possibilidades proporcionadas
por esta técnica, surgem diversas questdes envolvidas as suas diferentes possibilidades de
aplicacdes, que ddo margem a discussdo de um grande nimero de questdes éticas pelos mais
variados setores da sociedade. A regulamentacdo do PGT varia em nivel mundial devido as
diferentes posturas de cada pais frente aos procedimentos de RHA, procedimentos invasivos e
selecdo de embrides (MENDES; COSTA, 2013).

O Conselho Federal de Medicina regulamentou a Resolu¢do CFM n° 2.283/2020, que
adota as normas éticas para a utilizacdo das técnicas de reproducdo assistida — sempre em defesa
do aperfeicoamento das praticas e da observancia aos principios éticos e bioéticos que ajudarao
a trazer maior seguranca e eficacia a tratamentos e procedimentos médicos. As técnicas de RA
ndo podem ser aplicadas com a intencdo de selecionar o sexo (presenga ou auséncia de
cromossomo Y) ou qualquer outra caracteristica bioldgica do futuro filho, que ndo seja de
finalidade médica. As técnicas de RA podem ser aplicadas a selecdo de embribes submetidos a
diagnostico de alteragdes genéticas causadoras de doengas - podendo nesses casos
ser doados para pesquisa ou descartados, conforme a decisdo do(s) paciente(s) devidamente
documentada em consentimento informado livre e esclarecido especifico. E as técnicas de RA
também podem ser utilizadas para tipagem do sistema HLA do embrido, no intuito de selecionar

embrides HLA compativeis com algum irmdo ja afetado pela doenca e cujo tratamento efetivo
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seja o transplante de células-tronco, de acordo com a legislagdo vigente (CFM - Conselho
Federal de Medicina, 2020).

O uso do PGT para a escolha do sexo € proibido em muitos paises, incluindo o Brasil.
Contudo, tendo em vista o principio da beneficéncia, quando a escolha do sexo do bebé visa a
contribuir para a saude da crianga por evitar patologias ligadas aos cromossomos sexuais, essa
devera ser permitida juridicamente e vista como benéfica. A técnica deve ser usada para o bem-
estar do ser humano e limitada aos casos com indicagéo terapéutica. Concluindo assim que PGT
respeita a visao e os valores da sociedade que considera a saide como um de seus maiores bens
(POMPEU; VERZELETTI; 2015).

4 CONSIDERACOES FINAIS

A Distrofia muscular de Duchenne é uma patologia incurdvel e muito debilitante, onde
0S pacientes presenciam a degeneracdo progressiva de suas fibras musculares, perdendo aos
poucos a forca dos movimentos, onde aos 12 anos a maioria dos portadores ja se encontra em
cadeiras de rodas. Por se tratar de uma doenca sem cura, o tratamento da DMD é paliativo,
tendo como principal objetivo, a manutencdo da qualidade de vida do paciente. Porém, é
frequente que o paciente venha a falecer precocemente, até a terceira década de vida, em razao
de problemas cardiorrespiratérios decorrentes do desenvolvimento da doenca.

Uma das formas de se prevenir o aumento da incidéncia e prevaléncia da DMD é realizar
o diagnostico de forma mais precoce possivel, e isso foi possibilitado pelo teste genético pré-
implantacional, caracterizado por ser uma nova ferramenta da reproducdo humana assistida, na
qual pode ser realizado o diagnostico de doencas cromossdmicas, génicas e aberracdes em
embribes, antes mesmo de serem implantados no Utero materno. Essa nova técnica de
diagndstico precoce possibilita casais em risco de ter filhos acometidos pela DMD, uma nova
possibilidade e esperanca de filhos saudaveis, livres da doenca. Além de permitir a selecdo de
embrides ndo portadores da mutagéo, livrando assim a hereditariedade do alelo mutado para
todos os outros descendentes da familia.

Vé-se necessario a realizacdo de mais pesquisas sobre as técnicas do PGT para se ter um
procedimento mais seguro e eficaz, que proporcione mais confiabilidade dos casais com seus
respectivos profissionais da saude, e técnicas que visam a melhor qualidade embrionaria tanto
para 0 embrido que vai ser gestado, quanto para os outros embrides que ficardo no
congelamento. E necessério reconhecer que o PGT deve respeitar questdes e valores éticos,

tendo em vista que se trata de uma ferramenta que valoriza a saude do ser humano.
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Recomenda-se a implementacdo de estratégias publicas sobre o PGT, visando o
diagnostico precoce de diversas doencas, proporcionando gravidezes saudaveis para casais de
todas as classes sociais, permitindo assim, um controle eficaz do aparecimento de doencas

debilitantes e sem cura.
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