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Preimplantation genetic diagnosis associated to Duchenne muscular dystrophy
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RESUMO

A distrofia muscular de Duchenne é a doenca muscular mais comum
observadas em criancas do sexo masculino. Atualmente, ndo ha
terapia eficaz disponivel para distrofia muscular de Duchenne, portanto,
é essencial o diagnéstico pré-natal e o aconselhamento genético
para reduzir o nascimento desses meninos. Relatamos um caso de
diagnéstico genético pré-implantagao associado a distrofia muscular
de Duchenne. O casal E.PR., 38 anos, heterozigota, sintomatica para
uma mutacédo de delegdo dos éxons 2 a 47 no gene DMD e G.T.S.,
39 anos, buscaram aconselhamento genético sobre o processo de
diagndstico genético pré-implantacéo. O casal relatou que tiveram
um filho de 6 anos que morreu devido a complicagoes da distrofia
muscular de Duchenne. Os pacientes realizaram quatro ciclos de
injecdo intracitoplasmica de espermatozoides (ICSl) e oito bidpsias de
embrides foram analisadas por reacéo em cadeia da polimerase (PCR)
para andlise de mutacdo especifica, seguida hibridacdo gendmica
comparativa baseada em microarranjos (array CGH) para a pesquisa
de aneuploidias. O diagnéstico genético pré-implantagéo revelou que
dois embrides haviam herdado a mutagéo materna no gene DMD, um
embrido tinha uma alteragdo cromossdmica e cinco embrides eram
normais. Um blastocisto foi transferido e resultou em gravidez bem
sucedida. Os outros embrides permanecem vitrificados. Concluimos
que a anélise de embrides utilizando técnicas associadas de PCR e
CGH array mostrou-se segura para a selegao de embrides em casos de
doencas ligadas ao X, como a distrofia muscular de Duchenne.
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ABSTRACT

Duchenne muscular dystrophy is the most common muscle disease
found in male children. Currently, there is no effective therapy available
for Duchenne muscular dystrophy patients. Therefore, it is essential
to make a prenatal diagnosis and provide genetic counseling to

reduce the birth of such boys. We report a case of preimplantation
genetic diagnosis associated with Duchenne muscular dystrophy.
The couple E.PR., 38-year-old, symptomatic patient heterozygous for
a 2 to 47 exon deletion mutation in DMD gene and G.T.S., 39-year-
old, sought genetic counseling about preimplantation genetic diagnosis
process. They have had a 6-year-old son who died due to Duchenne
muscular dystrophy complications. The couple underwent four cycles
of intracytoplasmic sperm injection (ICSI) and eight embryos biopsies
were analyzed by polymerase chain reaction (PCR) for specific
mutation analysis, followed by microarray-based comparative genomic
hybridisation (array CGH) for aneuploidy analysis. Preimplantation
genetic diagnosis revealed that two embryos had inherited the maternal
DMD gene mutation, one embryo had a chromosomal alteration
and five embryos were normal. One blastocyst was transferred and
resulted in successful pregnancy. The other embryos remain vitrified.
We concluded that embryo analysis using associated techniques of
PCR and array CGH seems to be safe for embryo selection in cases of
X-linked disorders, such as Duchenne muscular dystrophy.
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INTRODUGAO

A distrofia muscular de Duchenne (DMD, MIM 310200)
€ uma doenca de carater recessivo ligado ao X causado
por mutagao no gene DMD (ID do gene: 1756) locali-
zado em Xp21.) A DMD é uma doenga muscular mais
comum entre criancas do sexo masculino, com incidén-
cia de 1:3.500 nascidos vivos.) O gene distrofina € o
maior gene humano identificado, contendo 79 éxons,
pelo menos sete promotores diferentes tecido-especi-
fico e dois locais de poliadenilagio. Contudo o RNA
distrofina € diferencialmente processado produzindo
multiplos transcritos que codificam um conjunto de
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isoformas da proteina.® A proteina traduzida a partir
do transcrito maior é um proteina de citoesqueleto im-
portante, que ajuda cada fibra muscular a conectar-se
com a lamina basal subjacente. Alteracoes ou perda de
distrofina forca o excesso de célcio na membrana celu-
lar, resultando em excesso de dgua na mitocondria, por-
tanto, o musculo do esqueleto afetado sofre distrofia,
disfunc¢ao mitrocondrial, e necrose.®

A maioria das mutacoes identificadas sao delegoes
em aproximadamente 60-65% dos casos de DMD, du-
plicacdes tém sido observadas em 5%-15% e os casos
remanescentes podem ser causados por pequenas mu-
tagoes tais como microdelegoes, microinsergoes, mu-
tacao de ponto, ou mutagodes de splicing.>> Aproxi-
madamente, em um terco dos pacientes com DMD, a
doenca originou-se de mutagdes novas enquanto o res-
tante sdo heranga materna ou surgem de moisacismo da
linhagem germinativa.®”

Patologicamente, a DMD ¢ caracterizada pela de-
generacao progressiva rapida e necrose dos musculos
proximais e pseudo-hipertrofia de panturrilha. A maio-
ria dos pacientes com DMD mostra fraqueza muscular
precoce na infancia, e tornam-se cadeirantes por volta
do 12 anos de idade, e morrem devido a insuficiéncia
respiratdria ou cardiaca no fim da adolescéncia ou ini-
cio dos 20 anos. Atualmente, nao ha tratamento eficaz
disponivel para paciente com DMD. Portanto, é essen-
cial o diagnéstico pré-natal e aconselhamento genético
para reduzir o nascimento de meninos afetados com a
doenca.®

Relata-se caso de diagndstico genético pré-implan-
tacional associado a distrofia muscular de Duchenne.

RELATO DE CASO

E.PR, 38 anos, paciente heterozigota sintomadtica para
mutacao de delecao dos éxons 2 a 47 no gene DMD e
G.TS, 39 anos, procuram em fevereiro de 2014 o ser-
vico de aconselhamento genético do Instituto Idea
Fertil, Centro de Reproducdao Humana e Genética da
Faculdade de Medicina do ABC, Santo André, Sao Paulo,
Brasil para saber sobre a processo de diagnostico gené-
tico pré-implantacional (DGPI). Em 2012, os pacientes
tiveram um filho que morreu aos 6 anos de idade devi-
do a complicagoes por DMD. O casal realizou 4 ciclos
de tratamento de reproducdao humana assistida com
injecao intracitoplasmaética de espermatozoides (ICIS).
A estimulacao ovariana foi realizada com 200UI de
hormonio foliculo estimulante recombinante exdgeno
a partir do segundo dia do ciclo menstrual. Quando o
maior foliculo atingiu 14mm, foi administrado hormo-
nio liberador de gonadotrofina (GnRH). Apds, quando
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o maior foliculo atingiu 17mm, a gonadotrofina corioni-
ca humana (hCG) foi administrada em dose de 5000IU
e 36 horas depois realizou-se a puncao dos odcitos. O
total de oito embrides biopsiados D5/D6 foram anali-
sados por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para
verificacao da mutacao especifica, seguido por hibrida-
¢do gendmica comparativa baseada em microarranjos
(array CGH) para andlise de aneuploidia (triagem de 24
cromossomos) em laboratdrio especializado.

A andlise genética constatou que dois embrioes ti-
nham herdado a mutacao materna do gene DMD, um
embrido tinha alteracdo cromossdmica [47,XY,del(8)
(g24.11-qter),+18] e cinco embrides (trés masculinos e
dois femininos) eram normais. Um blastocisto foi trans-
ferido e resultou em gravidez bem sucedida. A crianga
foi uma menina, nascida apds 38 semanas por meio de
cesariana, pesando 2,970kg e medindo 43cm. Os outros
embrioes permaneceram vitrificados.

DISCUSSAO

A maioria (>90%) das mulheres com mutacoes no gene
DMD ¢ assintomatica. Apesar disso, a mulher portado-
ra da mutacao pode ser afetada pela DMD como resul-
tado de mudancas no padrao da inativacao do cromos-
somo X, sindrome de Turner (45,X) ou translocacdo do
cromossomo X para um autossomo. Mulheres com sin-
tomas de distrofia muscular sdo geralmente considera-
das pacientes com distrofia muscular de cintura.© Até
os dias atuais, existem poucos dados populacionais em
relacao a prevaléncia dessas portadoras, especialmen-
te sobre as que sdo assintomaticas. O conhecimento
sobre a condi¢ao do portador de mutacao patogénica
¢ importante para o aconselhamento genético, ja que
metade das criancas nascidas dessas portadoras podem
ser afetadas pela doenga e metade das criancas do sexo
feminino serdo portadoras do alelo mutado.

A importancia de prevencao da DMD tem sido ex-
tensivamente enfatizada, uma vez que ndo ha terapia
curativa disponivel. Para mulheres em risco, pode ser
oferecido aconselhamento genético e alternativas para
prevenir a transmissao do alelo mutado, tal como teste
de portador, reproducdo humana assistida com DGPI
ou uso de 6vulos doados e diagnéstico pré-natal.®)
O DGPI para selecao do sexo nao € suficiente, espe-
cialmente em nosso caso, j4 que a menina poderia ser
portadora de alelo mutado e desenvolver sintomas de
DMD, também como a mae. Um embrido do sexo mas-
culino € testado para a andlise direta da mutagio fami-
liar conhecida para determinar se serd ou nao afetado.
O nascimento de meninos afetados pode ser prevenido
por meio da interrup¢ao da gravidez em paises onde o



aborto € permitido. Nesses casos, 0s pais precisam en-
frentar a carga emocional da possibilidade de abortar
um garoto saudavel, fato que sempre foi um das prin-
cipais desvantagens do diagndstico pré-natal de doen-
cas ligados ao X somente por meio da determinagao
do sexo. No DGPI, tanto embrides do sexo feminino
ou masculino nao afetados podem ser selecionados e
transferidos para o ttero.® E importante enfatizar que
pararealizacao de DGPI nos casos de doengas monoge-
nicas, ¢ essencial conhecer a mutacio, ja que a anélise
genética € realizada em um pequeno nimero de células
e o DGPI ¢ especifico para mutagdo daquela familia.
Portanto, se a familia nao tem o diagnéstico molecular, é
necessario estudar previamente a mutacao familiar por
meio da andlise de ligagao. Além disso, com o conhe-
cimento especifico da mutacao familiar e opgoes para
prevencao do nascimento de meninos com a doenca, o
casal pode, assim, planejar seu futuro reprodutivo.

A anélise de embrides por meio da associacao de
técnicas como a PCR e o array CGH mostrou-se segura
para selecdo de embrides em casos de doencas ligados
ao X, como no caso de distrofia muscular de Duchene.
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