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RESUMO 

 

Palavras-chave: PCR em tempo real, PCR quantitativo, Distrofia Muscular de 

Duchenne/Becker, detecção de portadoras, aconselhamento genético 

 

A Distrofia Muscular de Duchenne/Becker (DMD/BMD) é a doença neuromuscular 

mais freqüente em crianças, afetando uma em cada 3.500 nascidos vivos do sexo 

masculino (DMD), e um em cada 20.000 (BMD). A criança nasce aparentemente 

saudável, com o aparecimento gradual e progressivo dos sintomas desde o 

primeiro ano de vida.  A perda da habilidade de caminhar se dá entre os sete e 12 

anos de idade, com sobrevivência rara acima dos 30 anos; e a BMD, de forma 

mais amena, com os mesmos sintomas aparecendo mais tardiamente. O 

diagnóstico se baseia nas características clínicas e na investigação genética de 

deleções e duplicações no gene da distrofina. Um teste preciso ainda é 

necessário para a identificação de mulheres portadoras. O PCR quantitativo em 

tempo real seria um bom ensaio para a determinação deste status. O objetivo 

deste trabalho foi identificar as mulheres portadoras de deleções no gene da 

distrofina através de PCR quantitativo em tempo real e apresentar informações 

diagnósticas sobre a população de meninos com DMD/BMD do RS. Informações 

pertinentes a 123 meninos com diagnostico clínico foram incluídos neste estudo. 

Após análise dos exames de DNA nos meninos estudados, os exons 47, 48 e 50 

se mostraram mais frequentemente deletados na nossa população, confirmando 

que o segundo �hotspot� gênico é o que mais sofre alterações. Cinco mulheres 

com filhos com deleções nos exons 45, 47 e 51 foram testadas para 

estabelecimento do seu status de portadora ou não-portadora. A comparação 

direta dos exons específicos em relação aos mesmos em outras mulheres, 

determinou, com uma fácil visualização, a confirmação de três mulheres 

portadoras e duas não-portadoras, sendo um método preciso e efetivo. É uma 

abordagem prática e importante para uma utilização em casos de duplicações 

neste mesmo gene e em outros que necessitem deste tipo de quantificação exata. 

 



  

13

ABSTRACT 

 

Key words: Real-time PCR, quantitative PCR, Duchenne/Becker Muscular 

Dystrophy, carrier detection, genetic counseling. 

 

Duchenne/Becker Muscular dystrophy (DMD/BMD) is the most frequent 

neuromuscular disorder in children, affecting one in every 3,500 born male boys 

(DMD), and one in every 20,000 (BMD). The child is born apparently healthy, with 

a gradual and progressive appearance of the symptoms during the first year of life. 

Between the ages of seven to 12, the child demonstrates a loss of the ability to 

walk, with rare survival above 30 years; and BMD, a milder form, with similar 

symptoms delayed. The diagnosis is based on the clinical characteristics and a 

genetic investigation of deletions and duplications in the dystrophin gene. A 

precise test is still necessary for the identification of carrier women. A quantitative 

real-time PCR would be a good assay for the determination of this status. The 

main goals of this study were to identify the carrier women of deletions in the 

dystrophin gene through the quantitative real-time PCR and to present the 

diagnostic information available for the population of boys with DMD/BMD in RS.  

Information pertaining to 123 boys with a clinical diagnosis was included in this 

study. After the analysis of the boy�s DNA exams, exons 47, 48, and 50 were the 

most frequently deleted in our population, confirming that the second genetic 

hospot suffers most of the alterations. Five women that bore children with 

deletions in exons 45, 47, and 51 were tested for the establishment of their carrier 

or non-carrier status. A direct comparison of the specific exons to the same ones 

in other women determined, with an easy visualization, the confirmation of three 

carrier women and two non-carrier, being a precise and effective method. It is a 

practical and important approach for the use in cases of duplication in this same 

gene and in others that may need an exact quantification. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Histórico 

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD; OMIM: 310200) foi inicialmente 

descrita pelo neurologista francês Guillaume Benjamin Amand Duchenne na 

década de 1860 e alguns anos depois, auxiliando no diagnóstico, W. R. Gowers 

forneceu informações pertinentes quanto às características sintomáticas do 

afetado por esta doença. Ela é causada por uma alteração no gene que codifica a 

proteína distrofina, sendo a doença muscular mais freqüente em crianças, 

afetando um em cada 3.500 nascidos vivos do sexo masculino (Moser, 1984).  

O fato de a doença afetar somente meninos incitou os cientistas a iniciarem 

as procuras pela localização genética da causa da doença no cromossomo X. 

Análises citogenéticas de diversos pacientes permitiram que os pesquisadores 

encontrassem anormalidades no braço curto deste cromossomo. A partir destes 

estudos, testes de desequilíbrio de ligação confirmaram a localização do gene da 

distrofina (Kingston et al, 1984). 

O cDNA completo do gene foi clonado em 1987, auxiliando os 

pesquisadores a encontrarem as causas desta doença debilitante (Koenig et al, 

1987). Após a clonagem do cDNA, foi possível utilizar regiões do próprio gene 

como sonda para examinar especificamente todos os exons por análise de 

�Southern Blot� (Beggs & Kunkel, 1990) demonstrando que aproximadamente 

65% dos pacientes DMD/BMD tinham deleções/duplicações em um ou mais 

exons deste gene (Koenig et al, 1987), permitindo um melhor entendimento desta 

enfermidade. 
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1.2. Sinais Clínicos 

A doença é caracterizada clinicamente por uma fragilidade proximal dos 

membros, com uma pseudohipertrofia característica das panturrilhas, lordose 

lombar, envolvimento cardíaco e elevação massiva dos níveis de creatina-

fosfoquinase (CPK) circulante no sangue (Arning et al, 2004). Os indivíduos 

também apresentam um movimento característico, que é a manobra de Gowers, 

que a criança realiza ao tentar se levantar da posição deitada, utilizando as suas 

mãos como apoio nas suas próprias pernas (Fig. 1.1) devido à fraqueza dos 

músculos extensores do joelho e quadril (Emery, 2002).  

 

 

 

Fig. 1.1 � Manobra de Gowers realizada por uma criança com DMD/BMD 

(Adaptado de http://www.sonderpaed-online.de/behind/progmd/progmd.htm). 
 

Uma criança com DMD nasce aparentemente saudável, sendo que os 

sintomas aparecem de forma gradual e progressiva durante o primeiro ano de 
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vida. Os músculos da pélvis, da cintura e das coxas são afetados inicialmente, 

dificultando a locomoção dos afetados entre as idades de um a três anos. Entre 

os sete e doze anos há uma perda da habilidade de caminhar, sendo rara a 

sobrevivência acima dos 30 anos. No estágio terminal, os músculos voluntários, o 

músculo cardíaco e os músculos respiratórios são afetados. 

A falta da proteína distrofina também afeta o cérebro e a retina, 

apresentando um espectro grande de anormalidades, desde o retardo mental 

severo que permanece o mesmo em uma família, ou sem comprometimento 

algum em relação à função intelectual. Com relação a retina, podem ocorrer 

alterações nas eletroretinografias ou a visão ser normal (Muntoni, Torelli & Ferlini, 

2003). O estudo de Alho, e colaboradores, 1995, determinou que no Rio Grande 

do Sul (RS) não existe correlação entre os níveis de inteligência e os tipos de 

deleções encontradas em 50 pacientes DMD. 

 

1.2.1. Mulheres portadoras 

 Em DMD de 5 a 10% das mulheres portadoras apresentam algum grau de 

fraqueza muscular e freqüentemente têm panturrilhas aumentadas, sendo 

consideradas mulheres portadoras sintomáticas. Esta fraqueza pode ser 

assimétrica e pode desenvolver em idade precoce e não se tornar evidente até a 

idade adulta, podendo ser progressiva de forma bastante lenta ou estática. As 

mulheres, mesmo assintomáticas, podem desenvolver cardiomiopatia dilatada 

(Grain et al, 2001). 
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1.3. Diagnóstico Clínico 

O progresso de novas ferramentas na detecção da doença providenciou 

diagnósticos mais precisos, assim como testes genéticos e diagnósticos pré-natal 

para a maioria das famílias com DMD/BMD Para que esta doença seja 

diagnosticada, deve-se levar em conta diversos aspectos da doença, como a 

história clínica, o histórico familiar, a dosagem da enzima CPK, a biópsia 

muscular, a eletroneuromiografia (ENMG) e a análise do DNA. A primeira delas se 

baseia fundamentalmente no exame e na evolução clínica do paciente que, com o 

passar da idade, começa a ter dificuldades para a locomoção, tendo quedas 

freqüentes, aumento da panturrilha, lordose lombar e realizando a manobra de 

Gowers (Fig. 1.1).  

O diagnóstico com base na evolução clínica freqüentemente é avaliado em 

conjunto com os dados do histórico familiar. Os sinais clínicos são avaliados 

levando-se em consideração as características principais desta doença. O 

histórico familiar também é de grande valia para o diagnóstico, sendo de 

fundamental importância para o melhor entendimento da forma como foi herdado, 

já que a presença de uma alteração poderia ter repercussões familiares maiores.  

A medida da atividade das enzimas musculares, em particular da CPK, que 

aumenta significativamente no soro quando há uma lesão muscular, é um dos 

exames mais informativos, nestes casos, como complemento para o diagnóstico 

clínico. Os níveis desta enzima específica encontram-se elevados nos pacientes 

com DMD muito precocemente. O exame CPK é um fator determinante para o 

diagnóstico de distrofia muscular em idades iniciais.  
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Além das metodologias já descritas, também pode ser realizada uma 

biópsia do músculo do menino afetado para a observação das fibras musculares 

que sofrem infiltrações de gordura e fibrose. Este método geralmente serve para a 

distinção, a partir de uma certa idade, entre DMD e BMD, mas nem sempre é 

recomendada por ser uma técnica bastante invasiva.  

A ENMG é um outro exame importante para a compreensão da natureza 

miopática da distrofia e para a exclusão de causas neurogênicas da fraqueza. Por 

ser de natureza invasiva, está se tornando uma técnica menos solicitada para a 

investigação, mas ainda possui um importante papel no diagnóstico da doença 

em adultos (Emery, 2002). 

A análise de DNA é considerada um exame determinante em quase 6% 

dos casos para a confirmação do diagnóstico sendo que até 35% dos casos 

resultam em um exame genético negativo (sem alteração nenhuma), porém isto 

não significa que este menino não possui mutações no gene da distrofina. Isto 

ocorre devido ao fato de que não existe exame genético viável que consiga 

abranger toda a região gênica para determinar 100% das alterações existentes 

causadoras de DMD/BMD (Joncourt et al, 2004) 

 

1.4. Tipo de Distrofias 

 Existem seis principais tipos de distrofias musculares que podem ser 

caracterizadas com base na distribuição da fraqueza muscular predominante (Fig. 

1.2), além da Distrofia Muscular Congênita, na qual a fraqueza é considerada 

mais generalizada. As causas genéticas e os defeitos protéicos envolvidos no 

desenvolvimento destas doenças são as mais diversificadas (Tab. 1.1). 
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Fig. 1.2 � Distribuição da fraqueza muscular predominante em diferentes tipos de 

distrofias (em vermelho). A - do tipo Duchenne e Becker; B � do tipo Emery-

Dreifuss; C � do tipo Cinturas; D � Facio-Escápulo-Umeral; E � Distal; e F � 

Oculofaringeal (Reproduzido de Emery, 1998). 
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Tab. 1.1 � Loci dos genes e defeitos protéicos nas formas mais comuns de 

distrofias. Modos de herança: AD � autossômico dominante; AR � autossômico 

recessivo; XR � ligado ao X recessivo; ? � desconhecido*. 

 

Distrofia Locus Gênico Defeito na proteína 
Congênita (AR) 6q Laminina α2 (merosina) 
 12q Receptor de laminina (α7 integrina) 
 9q Fukutina (distrofia de Fukuyama) 
 1p Selenoproteína N1 (síndrome da espinha rígida) 
 1p Glicosiltransferase  
Duchenne e Becker (XR) Xp21 Distrofina 
Emery-Dreifuss (XR) Xq28 Emerina 
Emery-Dreifuss (AD/AR) 1q Laminina A/C 
Distal (AD) 14q, 2q ? 
Distal (AR) 2p Disferlina 
Facio-Escápulo-Umeral (AD) 4q ? 
Oculofaringeal (AD) 14q Proteína de ligação à Poli(A) 2 (PAB 2) 
Limb-Girdle (AD)   
1A 5q Miotilina 
1B 1q Laminina A/C 
1C 3p Calveolina 3 
1D 6q ? 
1E 7q ? 
1F 2q ? 
Limb-Girdle (AR)   
2A 15q Calpaína-3 
2B 2p Disferlina 
2C 13q γ-sarcoglicano 
2D 17q α -sarcoglicano 
2E 4q β-sarcoglicano 
2F 5q δ-sarcoglicano 
2G 17q Teletoína 
2H 9q ? 
2I 19q Relacionada a Fukutina 
* Adaptado de Emery, 2002. 

 

 A Distrofia Muscular Congênita é uma doença herdável autossômica 

recessiva no qual a criança apresenta hipotonia e fraqueza ao nascimento ou 

durante os primeiros meses de vida. Existem diversas formas reconhecidas, com 

ou sem retardo mental significativo, podendo ser causado pela ausência da 

proteína merosina ou integrina α7. A maioria das crianças acometidas não 

aprendem a caminhar e algumas conseguem se manter em posição ereta com 

algum apoio. Esta fraqueza muscular não é considerada progressiva, mas a 
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expectativa de vida não é promissora, pois muitos pacientes desenvolvem sérios 

problemas respiratórios e de alimentação (Emery, 2002).  

 A Distrofia Muscular de Emery-Dreifuss (EDMD) é caracterizada por uma 

tríade de manifestações, a primeira sendo as contraturas precoces do tendão 

calcâneo, dos cotovelos e dos músculos cervicais posteriores, com limitação da 

flexão do pescoço. Mais tarde a flexão de toda a espinha se torna restrita. Em 

segundo lugar, há o desgaste muscular progressivo com distribuição na região do 

úmero e da fíbula no início da doença. Terceiro, há o surgimento de 

cardiomiopatia, geralmente presente aos 30 anos de idade. A forma ligada ao X 

(EDMD; OMIM: 310300) é devido a uma mutação no gene STA, que codifica a 

proteína da membrana nuclear emerina. A forma autossômica dominante 

(EDMD2; OMIM: 181350) é clinicamente semelhante à outra forma, mas 

provocada por uma alteração gênica das proteínas laminina A e C (Emery, 1989). 

 Na Distrofia Muscular Distal a fraqueza é predominantemente distal, e pode 

ser dividida em dois grupos principais, de início tardio (após os 40 anos) de 

herança autossômica dominante, e início precoce (antes dos 30 anos) com 

herança autossômica recessiva que, no caso do tipo Myoshi, é causada por uma 

alteração na proteína disferlina. A causa dos outros tipos de Distrofias Musculares 

Distais ainda é desconhecida (Nonaka, 1999). 

 A Distrofia Muscular Facio-Escápulo-Umeral (FSHMD1A; OMIM: 158900) é 

uma doença autossômica dominante que atinge inicialmente os grupos 

musculares da face e região escapular (ombros). E tardiamente os músculos 

extensores do pé e da pelve são envolvidos. Já foi identificada a região onde está 



  

22

localizado o gene ou genes responsáveis por esta doença, mas a função 

específica deles é desconhecida (Wijmenga et al, 1991). 

 A Distrofia Muscular Oculofaringeal (OPMD; OMIM: 164300) tem seu início 

perto da terceira década de vida, afetando os músculos extraoculares e da face 

superior com fraqueza do pescoço e musculatura dos membros proximais 

superiores e, às vezes, inferiores. O gene que sofre mutações codifica uma 

proteína que adiciona a cauda poli-A (Brais et al, 1998). 

 Na Distrofia Muscular do tipo Cinturas (Limb-Girdle Muscular Dystrophy � 

LGMD) a fraqueza afeta a musculatura da cintura escapular e pélvica. Até o 

momento, 15 tipos geneticamente diferentes já foram identificados com grande 

heterogeneidade clínica e genética, podendo ser de herança autossômica 

dominante ou recessiva (Bushby, 1999).  

 

1.4.1. Distrofia Muscular de Duchenne 

  A forma mais grave das distrofias musculares é a de DMD, sendo a mais 

freqüente, devido à ausência da distrofina integralmente funcional, que é uma 

proteína essencial para a manutenção das fibras musculares (Beggs & Kunkel, 

1990). As informações clinicas, específicas desta doença, já foram descritas em 

parágrafos anteriores. 

 

1.4.2. Distrofia Muscular de Becker 

Durante os anos 50, um médico alemão descreveu uma variante menos 

grave da DMD, conhecida como Distrofia Muscular de Becker (BMD; OMIM: 

300376), onde a distrofina se encontra parcialmente funcional, com o seu 
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tamanho ou a sua quantidade presente alterada, ainda afetando os músculos do 

paciente, porém não o debilitando de forma exacerbada.  

 A incidência dessa doença é menor, quando comparada a da DMD, 

acometendo 1 em cada 20.000 meninos nascidos. Os sintomas podem variar de 

intermediários até os casos mais amenos, no qual existe uma expectativa de vida 

bastante aumentada, sendo comum os sobreviventes de BMD acima dos 40 anos.  

 O início do aparecimento dos sintomas é próximo dos 12 anos, porém 

alguns pacientes não apresentam sintomas até uma idade muito mais avançada. 

A perda da habilidade de caminhar também é bastante arbitrária, podendo iniciar 

na adolescência. Em alguns casos, também como na DMD, possuem algum tipo 

de retardo mental (Emery, 2002). 

 

1.4.3. Prevalência de deleções 

 A prevalência de deleções varia de 39 a 61%, mundialmente, com 

freqüência de 51,3% no Marrocos (Sbiti, Kerch, & Sefiani, 2002), 52% na 

população turca (Gokgoz et al, 1993) e 56,8% em pacientes iranianos (Kia et al, 

2003), sendo que no sul do Brasil, a prevalência é de 49% (Alho et al, 1995). 

Neste último estudo, foram analisados 46% dos indivíduos afetados em Porto 

Alegre, 13% dos meninos doentes no interior do estado e 4 casos em SC, tendo 

uma amostra relativamente satisfatória para a região de Porto Alegre.  

 

1.5. Tratamento 

Atualmente não existe tratamento efetivo para DMD/BMD, considerada 

incurável e extremamente debilitante. Atualmente são empregados meios de 
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amenizar os sintomas, como medicamentos, fisioterapias e uma ênfase no 

cuidado respiratório e cardiológico. Os autores Campbell e Jacob (2003), fazendo 

uma revisão da literatura, viram que as drogas de maior interesse para a 

amenização dos sintomas têm sido os corticosteróides, como a Prednisona, 

demonstrando uma possível melhora inicial em alguns pacientes com o aumento 

da função e da força muscular e parada da degradação muscular em outros, 

porém com diversos efeitos colaterais. O corticosteróide Deflazacort, possui 

efeitos semelhantes ao da Prednisona, mas com efeitos colaterais aparentemente 

mais amenos, com menor ganho de peso dos pacientes. O mecanismo pelo qual 

ambos são efetivos na estabilização da força muscular ainda não foi elucidado e 

apesar do valor terapêutico ser limitado, ainda são considerados os melhores 

para o tratamento atualmente (Angelini, 2007). 

De uma forma geral, a cirurgia preventiva, em estágios iniciais da doença 

não é recomendada, mas a correção cirúrgica de contraturas pode ser útil em 

estágios mais avançados da doença, quando há dificuldade na locomoção. A 

cirurgia corretiva da escoliose está se tornando amplamente aceita, pois após a 

cirurgia o paciente senta-se mais facilmente e esta posição torna-se mais 

confortável (Granata, 1996). 

 

1.6. Proteína Distrofina 

A distrofina é uma proteína em forma de haste, no qual a isoforma do 

músculo possui 427kDa, ligada à membrana plasmática das células musculares 

por um complexo de proteínas transmembranas. Ela possui quatro domínios, um 

amino-terminal, um central, outro rico em cisteínas e um último carboxi-terminal. 
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Existem diversos tipos de isoformas tecido-específicas da distrofina, algumas 

exclusivamente ou predominantemente expressas no cérebro ou retina gerando 

produtos protéicos de pesos diferentes, mas todos funcionais em regiões 

específicas do corpo (Muntoni, Torelli & Ferlini, 2003). 

No músculo, a proteína é associada com a membrana plasmática do 

músculo esquelético e cardíaco (sarcolema) ligando o citoesqueleto da actina 

intracelular funcionalmente à matriz extracelular (Ibraghimov-Beskrovnaya, Ervasti 

& Leveille, 1992). Seu papel principal no sarcolema é interagir com proteínas 

íntegras que estão agrupadas no complexo glicoproteína-distrofina (GPD). Este 

complexo forma uma ponte através do sarcolema e conecta a lâmina basal da 

matriz extracelular ao citoesqueleto interno (Muntoni, Torelli & Ferlini, 2003). O 

GPD estabiliza o sarcolema e permite uma resistência mecânica da membrana 

(Pasternak, Wong & Elson, 1995), protegendo as fibras musculares de danos a 

longo prazo induzidos por contrações e necrose (Muntoni, Torelli & Ferlini, 2003) 

(Fig. 1.3). O rompimento da GPD leva a quebras físicas do sarcolema e/ou 

abertura de canais de cálcio, aumentando o cálcio livre intracelular e necrose da 

fibra (Rando, 2001). 
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Fig. 1.3 � Representação esquemática do complexo glicoproteína-distrofina 

(GPD) (Adaptado de Crawford et al, 2000). 

 

1.7. Genética / Gene  

Davies e colaboradores (1983) mostraram que este gene se localiza no 

cromossomo X, região p21.2, sendo o maior gene humano conhecido, com 79 

exons e cerca de 2,4 milhões de bases, correspondentes a 0,1% do genoma 

humano total ou 1,5% de todo o cromossomo X. Apesar de ser extenso, 99% 

deste gene é composto de introns, sendo considerado altamente complexo. Ele 

contém, no mínimo, oito promotores independentes e tecido-específicos com dois 

sítios de poli-adenilação (Fig. 1.4). O seu transcrito pode sofrer processamento 

(�splicing�) alternativo, produzindo diversas isoformas protéicas, tanto por 

exclusão de alguns exons do transcrito primário (�exon skipping�) (Fig. 1.5) ou 

pela alteração da ordem recíproca dos exons (�exon scrambling�) (Muntoni, Torelli 

& Ferlini, 2003). O tamanho do gene explica a alta taxa de mutação, visto que ele 
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representa um grande alvo (Beggs & Kunkel, 1990). Estes eventos que 

comumente ocorrem de maneira tecido-específicas geram maior diversidade 

protéica e são responsáveis pela complexa regulação da expressão das funções 

da distrofina tecido-específicas. O mRNA de 14.000pb é expresso 

predominantemente no músculo esquelético e cardíaco com pequenas 

quantidades expressas no cérebro (Muntoni, Torelli & Ferlini, 2003). 

 

 

 

 

Fig. 1.4 � Os oito promotores tecido-específicos do gene da distrofina. Acima, L � 

linfócito; C � cortical; M � músculo; P � células de Purkinje; R � retina; CNS � 

sistema nervoso central; S � células de Schwann; e G � geral. As posições 

aproximadas dos exons estão ilustradas abaixo, com as regiões de início de 

transcrição específica para cada promotor em azul, com seu tamanho respectivo 

de peso molecular descrito abaixo da seta correspondente (Reproduzido de 

Strachan & Read, 1999). 
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Fig. 1.5 � Representação esquemática da estratégia de �exon skipping�. A � Em 

pacientes DMD com uma deleção nos exons 45 ao 54, um transcrito fora do 

quadro de leitura é gerado produzindo uma distrofina truncada. B � Usando um 

oligonucleotídico antisenso interno (AON) no exon 44, ele acaba sendo ignorado 

na formação da proteína, produzindo uma distrofina que mantém o quadro de 

leitura gerando um fenótipo mais ameno (Adaptado de van Deutekom & van 

Ommen, 2003). 

 

1.7.1. Herança 

A DMD/BMD atinge os indivíduos do sexo masculino, com casos raros de 

mulheres afetadas. Cerca de dois terços dos casos existentes são devidos à 

herança familiar e, o restante, a mutações novas (Moser, 1984).  

A DMD/BMD é herdada de forma recessiva, ligada ao X, portanto o risco 

dos filhos serem afetados pela doença depende do status de portadora ou não da 

mãe. Mulheres portadoras possuem 50% de chance de transmitirem a mutação 
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em cada gestação. Isto significa que metade dos filhos irá herdar esta mutação no 

cromossomo X, sendo que os filhos do sexo masculino que herdarem a alteração 

serão acometidos pela doença e as filhas que a herdarem, serão portadoras. 

Entretanto, os indivíduos que herdarem o cromossomo X sem alteração serão 

saudáveis. Homens com DMD não chegam a deixar descendentes, mas os 

acometidos por BMD podem deixar descendentes. As filhas dos homens com 

BMD serão todas portadoras da mutação, porém nenhum dos filhos homens 

destes afetados será acometido com a doença (pois é o cromossomo Y saudável 

que é transmitido a eles).  

 

1.7.2. Mutações 

É necessário que o gene da distrofina tenha alguma alteração, como uma 

deleção, duplicação, inserção ou substituição de base para o aparecimento dos 

sintomas clínicos da DMD/BMD.  

Diversas mutações já foram descritas na literatura como causadoras da 

doença, na sua maioria afetando a expressão da isoforma muscular (Muntoni, 

Torelli & Ferlini, 2003). Existem dois �hotspots� (regiões propensas a sofrerem 

mutações) neste gene, um localizado próximo ao centro, que inclui os exons 43 

ao 52, e o outro próximo à região 5�, dos exons 3 ao 19. As deleções exônicas 

nestas duas regiões são responsáveis por cerca de 65% dos casos de 

DMD/BMD, as duplicações por 5 a 10% e o restante por outros tipos de 

mutações, deleções de introns, inserções ou substituições. Em uma pesquisa 

realizada com pacientes marroquinos, 81% dos casos de deleções foram 

encontrados no segundo �hotspot� gênico (Sbiti, Kerch & Sefiani, 2002).  
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Infelizmente ainda não foi possível estabelecer uma relação direta do tipo 

ou da extensão da deleção com a severidade da doença, casos familiais e 

esporádicos e níveis de inteligência em diversos países (Fig. 1.6). No Estado do 

RS 50 pacientes de 41 famílias foram estudados segundo seu fenótipo e 

analisados quanto ao perfil genéticos para deleções moleculares em 13 exons e 

também não foi encontrada tal relação (Alho et al, 1995). 

 

Fig. 1.6 � Deleções na parte central do gene da distrofina associados à 

DMD/BMD. Caixas numeradas acima representam os exons 43 ao 55. Deleções 

que geram mudanças no quadro de leitura (coluna preenchida) causam DMD, 

enquanto que deleções sem alterar o quadro de leitura (colunas vazadas) 

geralmente causam a forma mais amena, BMD (Reproduzido de Strachan & 

Read, 1999). 

Algumas das isoformas tecido-específicas já foram associadas ao 

envolvimento do SNC, devido a mutações que afetam a expressão correta destas. 

Mutações raras também podem ser responsáveis por cardiomiopatias na qual a 
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função ou expressão da distrofina é afetada na sua maioria ou exclusivamente no 

coração (Muntoni, Torelli & Ferlini, 2003).  

Há uma hipótese que determina uma distinção genética quase total entre 

os indivíduos DMD e BMD que tem início da doença precoce e tardiamente, 

respectivamente. A diferença amplamente aceita desta hipótese entre o BMD e o 

DMD é devido à presença da proteína distrofina de maneira parcialmente 

funcional, no primeiro caso, e a completa ausência dela no segundo caso. Na 

maioria dos casos a DMD é causada por uma mutação que interfere no quadro de 

leitura (�frameshift mutation�) (Monaco et al, 1988) que pode levar a uma síntese 

da distrofina prematuramente abortada (van Deutekom & van Ommen, 2003), 

resultando em um mRNA instável, ou uma proteína que é completamente não-

funcional; e, o BMD é conhecido por portar uma mutação sem alteração do 

quadro de leitura (�in-frame mutation�), gerando uma proteína com uma falha 

interna ou que pode estar presente em níveis reduzidos, mas ainda parcialmente 

funcional (Fig. 1.6). Esta hipótese é verdadeira para aproximadamente 92% dos 

casos e é utilizada para diagnóstico diferencial entre DMD e BMD (Koenig, 1989).  

Existem, de fato, exceções a esta hipótese do quadro de leitura, que inclui 

pacientes BMD com mutações �frameshift� e DMD com mutações �in-frame� 

(Muntoni, Torelli & Ferlini, 2003). Os primeiros, BMD, possuem diversas 

deleções/duplicações bem caracterizadas nos dois �hotspots�, mas o que permite 

que eles produzam uma certa quantidade de proteína é o fato do gene sofrer 

�exon skipping� que ocorre por �splicing� alternativo, deixando de lado alguns 

trechos da proteína, porém a região carboxi-terminal precisa ser conservada para 

que a proteína seja funcional (Arahata et al, 1991). Outra hipótese para estes 
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casos inclui os pacientes BMD com deleções nos exons três ao sete, nos quais 

um outro sítio de início da tradução localizado no exon oito, ainda não 

caracterizado, facilita a tradução de uma proteína com menor peso, porém 

funcional (Winnard et al, 1995). Deleções de grandes porções do domínio em 

forma de haste da proteína aparentemente causam BMD, desde que as caudas 

amino e carboxi terminais da distrofina sejam mantidos intactas (Arahata et al, 

1991). As deleções que mantém o quadro de leitura, mas que interrompem o 

domínio de ligação 5�actina, tais como a deleção dos exons três ao treze estão 

comumente associados com a DMD (Muntoni et al, 1994). 

 

1.7.3. Diagnóstico Genético 

 1.7.3.1. Diagnóstico Genético de meninos afetados 

A análise do DNA é um método para confirmação do diagnóstico clínico 

desta enfermidade. A técnica mais empregada envolve um PCR Multiplex, que 

permite a análise simultânea de 18 exons, na região dos dois �hotspots�, 

identificando aproximadamente 98% de todas as deleções existentes (Beggs & 

Kunkel, 1990; Chamberlain et al, 1988) (Fig. 1.7). Porém, este método não é 

capaz de identificar mutações de ponto ou duplicações de certas regiões, nem de 

identificar as mulheres portadoras (Muntoni, Torelli & Ferlini, 2003). 
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Fig. 1.7 � PCR multiplex para a identificação de deleções no gene da distrofina 

em pacientes DMD/BMD. A � produtos de PCR multiplex de pacientes DMD para 

9 exons. B � Desenho esquemático do resultado do multiplex A. Linhas sólidas 

demonstram exons definitivamente deletados, linhas tracejadas, demonstram 

possivel extensão da deleção em exons não-testados. Nenhuma deleção foi 

encontrada nas amostras 7 e 9 (Reproduzido de Strachan & Read, 1999). 

 

Outro teste bastante importante para o diagnóstico genético de meninos 

afetados é o PTT (Protein Truncation Test) que é realizado com o mRNA do 

músculo deste menino, em busca de mutações de ponto (Roberts, Bobrow & 

Bentley, 1992) (Fig. 1.8). A sua única desvantagem é a dificuldade técnica na 

obtenção do RNA muscular.  
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Fig. 1.8 � O teste da proteína truncada (PTT). Os Exons 58 a 68 do 

paciente 1 resultaram em um produto normal de 47kDa (coluna 2), mas os exons 

67 a 79 (coluna 3) codificam um produto truncado de 30kDa (apresentando uma 

banda fraca). Os exons 58 a 68 do paciente 2 resultaram em um produto truncado 

de 22kDa (coluna 5), e os exons 67 a 79 resultaram em um único produto normal 

de 48kDa (coluna 6), de acordo com um marcador (coluna 7) (Reproduzido de 

Strachan & Read, 1999). 

 

O PCR Multiplex não consegue analisar de 20-35% das mutações 

envolvidas na doença, então formas alternativas já estão sendo testadas para 

uma melhor compreensão das alterações existentes. Estas técnicas baseadas em 

abordagens genômicas também podem ser utilizadas, tais como o �Denaturating 

Gradient Gel Eletrophoresis� (DGGE) (Dolinsky, Moura-Neto & Falcão-Conceição, 

2002), detecção de virtualmente todas as mutações (Mendell et al, 2001; e Feng 
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et al, 2002) e cromatografia líquida de alta performance desnaturante (DHPLC) 

seguida de seqüenciamento, a qual permite a detecção de pequenas mutações 

(Bennett et al, 2001). 

Infelizmente este tipo de metodologia ainda não é utilizada amplamente 

como rotina de diagnóstico destes pacientes e a técnica do PCR Multiplex é a 

mais empregada, por ser de custo mais acessível.  

 

 1.7.3.1. Diagnóstico Genético de mulheres portadoras 

Uma das maiores dificuldades encontradas é diagnosticar as mulheres 

portadoras com precisão. Para este fim, é necessária uma abordagem 

quantitativa para detectar uma deleção em uma mulher que tenha probabilidade 

de ter um alelo normal e o outro deletado (Ginzinger, 2002). Nestes casos de 

heterozigosidade, as estratégias são baseadas em �Southern Blot� quantitativo, 

PCR quantitativo (Prior et al, 1990), �Fluorescent in-situ Hybridization� (FISH) 

(Ligon et al, 2000), análise de ligação, estratégias baseadas em fluorescências, 

eletroforese capilar (Fortina et al, 1997), �Multiplex Amplifiable Probe 

Hybridization� (MAPH) (White et al., 2002), �Multiplex Ligation-dependent Probe 

Amplification� (MLPA) e DHPLC (Hung et al., 2005), técnicas que possibilitam a  

determinação de uma deleção em um dos cromossomos X, mesmo na presença 

do outro cromossomo X não alterado. A técnica de �Southern Blot� é bastante 

laboriosa e muitas vezes pode ter resultados expúrios, falsos-negativos ou falsos-

positivos, e a de FISH é de custo elevado. O grupo de White (2002) utilizou a 

técnica de MAPH para a detecção de duplicações e deleções no gene do DMD, 

que envolve a recuperação quantitativa de sondas desenhadas especificamente 
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seguidas de hibridização com DNA genômico imobilizado. Hung e seus 

colaboradores (2005) conseguiram utilizar a técnica de DHPLC em conjunto com 

um PCR multiplex para detectar grandes deleções nas portadoras de DMD. O 

DHPLC é um método que não se baseia em fluorescência, mas que utiliza uma 

cromatografia líquida de fase reversa de íons pareados na sua detecção, sendo 

simples, rápido e sem a utilização de gel. Além de todas estas técnicas, ainda há 

dificuldades na detecção, pois geralmente não existem marcadores para todas as 

regiões do gene.  

 

1.7.4. Aconselhamento Genético e Pré-Natal 

Os exames pré-natais para gestações de risco são possíveis se a mutação 

causadora da doença já foi anteriormente identificada em um membro da família 

ou se marcadores de ligação informativos forem identificados (Simard, Gingras & 

Labuda, 1991). O aconselhamento genético pode ajudar a família a tomar 

decisões reprodutivas no caso de existirem mulheres portadoras de alguma 

alteração no gene da distrofina (Beggs et al, 1990). 

 

1.7.5. Terapia Gênica 

 O maior desafio dos estudos com terapia gênica é justamente o tamanho 

do gene que, neste caso, precisa ser substituído ou reparado para que a criança 

não sofra mais a lesão muscular (van Deutekom e van Ommen, 2003). Diversos 

estudos estão sendo realizados com terapias gênicas na tentativa de amenizar os 

sintomas debilitantes e reverter os danos causados às fibras musculares, através 

de três estratégias principais. A primeira delas é relativa a entrega de mini- e 
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micro-distrofinas funcionais por meio de vetores virais adeno-associados (rAAV) 

(Watchko et al, 2002). A segunda é com relação à indução de �exon skipping� 

antisense terapêutico (Fig. 1.5) (Kapsa et al, 2001; e Barton-Davies et al, 1999). E 

a última substituindo-se a distrofina através da superexpressão da utrofina 

(Tinsley et al, 1996; e Rafael et al, 1998). Van Deutekom e van Ommen (2003) 

acreditam que a próxima estratégia a ser implementada para testes clínicos seja a 

abordagem antisense que tem se mostrado como sendo a mais promissora até o 

momento.  

A possibilidade de terapia com células-tronco está sendo explorada e 

pesquisadores mostraram que uma pequena proporção de células-troncos 

hematopoiéticas de camundongos normais podem ser relocadas no músculo de 

camundongos mdx (modelo experimental de DMD) e produzir a distrofina 

(Gussoni  et al, 1999). 

 

1.8. PCR em tempo real 

O PCR em tempo real possui a habilidade de medir os produtos em tempo 

real (�real-time PCR�), ou conforme estão acumulando, sendo um detector 

confiável medindo a quantidade de produto de PCR em um ponto no qual a 

reação ainda se encontra na fase exponencial. Somente a fase exponencial do 

PCR pode ser utilizada para determinar a quantidade de cópias iniciais. Durante 

esta fase, um limiar do sinal de fluorescência é determinado, onde todas as 

amostras podem ser comparadas. Este limiar é calculado como função da 

quantidade de ruído (�background�) de fluorescência e é plotado exatamente onde 

o sinal gerado pela amostra é significativamente maior que a florescência de 



  

38

ruído. Portanto, o número fracional de ciclos de PCR necessários para gerar sinal 

fluorescente suficiente para alcançar este limiar é definido como o limiar do ciclo 

(�cycle threshold� � Ct). Estes valores Ct são diretamente proporcionais à 

quantidade de cópias iniciais e são a base para calcular níveis de expressão de 

mRNA e medidas de números de cópias de DNA (Fig. 1.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.9 � Representação esquemática de uma curva de amplificação 

tipicamente produzida em um PCR em tempo real, com a devida nomenclatura. A 

linha cheia cruza o Ct no ciclo de PCR 18, enquanto que a linha pontilhada cruza 

no ciclo 20, gerando um ∆Ct de 2. Devido à natureza exponencial do PCR, a 

diferença entre as duas amostras é de 2 elevado ao ∆Ct, que é uma diferença de 

4x (Adaptado de Ginzinger, 2002). 
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O primeiro ensaio de PCR real-time, relatado por Higuchi et al, (1993), 

utilizou o brometo de etídeo como fluorescência intercalante durante o processo 

de PCR para a detecção deste sinal fluorescente resultante. Ele construiu um 

termociclador modificado para irradiar as amostras com luz ultravioleta e depois 

captar estes sinal por uma câmera CCD (�Charged Coupled Devise�) (Ginzinger, 

2002). Yau e colaboradores, em 1996, desenvolveram dois PCR Multiplex semi-

quantitativos para deleção/duplicação de 25 exons do gene da distrofina, 

diagnosticando precisamente mulheres portadoras e meninos afetados por 

análise da fluorescência por um quociente de dosagem, em comparação com 

outros exons, abrangendo mais de 70% de todas as mutações. O PCR 

quantitativo em tempo real foi sugerido e desenvolvido por Heid et al (1996) 

permitindo o monitoramento contínuo da formação do produto de PCR, servindo 

como uma ferramenta de quantificação absoluta do material em estudo, 

conseguindo determinar um alelo deletado ou duplicado dependendo do ensaio a 

ser utilizado. Para a quantificação relativa, um gene de interesse é comparado 

com um gene controle ou constitutivo (Ginzinger, 2002), com base no limiar do 

ciclo (Ct). O Ct do gene controle é subtraído do Ct do gene de interesse e a 

diferença resultante do número de ciclos (∆Ct) é o exponencial com base dois, já 

que o PCR possui a função de duplicação, representando a diferença da 

quantidade de molde inicial para estes dois genes (Ginzinger, 2002). 

O ensaio de PCR quantitativo em tempo real varia conforme o estudo 

desenvolvido, podendo-se utilizar diversas abordagens. Uma alternativa é a 

utilização do ensaio TaqMan®, que possui uma sonda específica para a região de 

interesse, além dos �primers�, e depende da atividade exonucleásica da Taq DNA 
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Polimerase. No sistema TaqMan é necessário que a sonda específica seja 

degradada para que haja emissão de fluorescência, sendo de maior 

especificidade. Outras duas alternativas são os �molecular beacons� e o corante 

SYBR Green I intercalante, no qual o primeiro é semelhante ao sistema TaqMan, 

no que diz respeito a ter um �quencher� para inibir a liberação da fluorescência 

indesejada, porém não emite fluorescência quando é clivado pela atividade 

exonucleásica, mas só gera sinal quando há hibridização do �beacon� (Ginzinger, 

2002). 

 

1.8.1. SYBR Green 

O SYBR Green I é um reagente que se liga à dupla fita de DNA emitindo 

fluorescência e é utilizado no sistema de PCR em tempo real, com diferentes 

pares de �primers�, sem a necessidade de aquisição de sondas específicas à 

região de interesse. O SYBR Green I, quando está ligado ao DNA, é excitado por 

uma fonte de luz e emite uma grande quantidade de fluorescência, podendo ser 

utilizado para quantificar o material a ser estudado. O contratempo do ensaio se 

baseia no fato de que o SYBR não consegue discriminar entre a região de DNA 

de interesse a ser amplificada e outras regiões que possam ser amplificadas 

erroneamente (Ginzinger, 2002) e, por isso, é necessária a utilização de controles 

positivos para confirmação do resultado esperado. A fluorescência SYBR Green I 

pode ser uma alternativa para a quantificação relativa de rearranjos de genes, 

amplificações gênicas e micro deleções gênicas, sendo uma ferramenta 

importante para a clínica oferecendo resultados diagnósticos precisos em menos 
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tempo, utilizando menos material e com um custo menor do que ensaios como 

FISH ou �Southern Blot� (Ponchel et al, 2003). 

 

1.8.2. Empregos do PCR em tempo real quantitativo 

Somente nos últimos anos é que o PCR quantitativo em tempo real tem 

sido aceito como uma técnica valiosa. O ensaio deste PCR já está sendo utilizado 

para a detecção de diversas doenças, com pequenas alterações, como deleções 

hemizigóticas ou duplicações. Testes para análise de deleções de uma certa 

região em pacientes com síndrome de Angelman e Prader-Willi por PCR em 

tempo real estão sendo implementadas (Raca, Buiting & Das, 2004). A rápida 

detecção de deleções e duplicações do gene PMP22 em pacientes com a doença 

Charcot-Marie-Tooth do tipo 1A e neuropatia hereditária por PCR quantitativo em 

tempo real usando o corante SYBR Green I é mais um exemplo do emprego 

desta técnica (Kim et al, 2003). Análises quantitativas dos genes SMN1 (�Survival 

of motor neuron 1�) e SMN2 (�Survival of motor neuron 2�) baseadas em PCR em 

tempo real, para testar os portadores e predizer a severidade da atrofia muscular 

espinhal foram desenvolvidas por Feldkötter e seus colaboradores em 2002.  

O grupo de Joncourt (2004) conseguiu identificar mulheres portadoras de 

deleções/duplicações no gene da DMD/BMD por PCR quantitativo em tempo real 

inicialmente usando o sistema TaqMan e, posteriormente, validar a técnica para 

SYBR Green I nos exons 44, 45 e 49 em 100% dos casos. O método deles 

demonstrou-se simples, rápido, confiável e com um bom custo-benefício, podendo 

ser facilmente adaptado para outras condições genéticas envolvendo deleções e 

duplicações, com base na comparação entre um exon potencialmente deletado 
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(exon testes) e um de referência (não-deletado). Cada indivíduo precisou ser 

calculado separadamente para determinar o seu status de portador ou não-

portador, sendo que uma mulher portadora possuiria no seu exon teste metade da 

quantidade de DNA do que seu exon referência. 

Seguindo a mesma linha de pesquisa, Traverso et al (2006) montaram um 

PCR multiplex dos exons 5, 45 e 51 com a tecnologia de real-time usando a 

sonda TaqMan específica para estas regiões, visando a determinação de 

mulheres portadoras de deleções/duplicações, com sucesso.  

O PCR quantitativo em tempo real com SYBR Green I poderia ser um bom 

ensaio para a identificação de mulheres portadoras, que possuem uma região 

deletada ou duplicada em um dos alelos do gene da distrofina, por ser rápido, 

robusto e de baixo custo. Para aconselhar as mulheres portadoras de 

deleções/duplicações neste gene é importante que haja um teste preciso para a 

correta identificação desse status, auxiliando-as a tomarem decisões reprodutivas 

futuras.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Identificar as mulheres portadoras de deleções/duplicações no gene da distrofina 

através de PCR quantitativo em tempo real. 

 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

1) Avaliar a informação diagnóstica existente na população de meninos com 

DMD/BMD do Rio Grande do Sul.  

 

2) Determinar quais dos exons estudados no segundo �hotspot� gênico são mais 

predominantes no Estado do Rio Grande do Sul em relação a outras populações 

e estudos anteriores realizados no próprio Estado.  

 

3) Estabelecer um método, por meio de PCR quantitativo em tempo real, para a 

detecção de mulheres portadoras de DMD/BMD, proporcionando uma ferramenta 

para um aconselhamento genético mais preciso.   
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3. ARTIGO 

 

 Os resultados do presente trabalho serão apresentados na forma de um 

manuscrito que será submetido para publicação na revista científica 

Neuromuscular Disorders.  
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ABSTRACT 

 

Clinical diagnosis characterization and carrier detection of DMD/BMD gene 

deletions in the Rio Grande do Sul State (Brazil) by quantitative real-time 

PCR. 

 

The current scenario of clinical diagnosis of DMD/BMD in Rio Grande do Sul state, 

Brazil is appropriate, but critical regarding DNA diagnosis, with only 54.4% of boys 

with molecular tests. Women with DMD/BMD children currently do not have a 

precise test for the detection of their carrier status as a tool to facilitate genetic 

counseling, helping diminish the incidence of births of affected children. The 

information concerning 123 boys with this ailment were included in this study to 

allow evaluation of their clinical diagnosis. A quantitative real-time approach using 

a non-specific dye (SYBR Green I) was performed to identify possible carrier 

women. Most deletions in the dystrophin gene can be found in the second hotspot 

(exons 43-55), with a higher frequency observed in exons 47, 48, and 50. The 

quantitative approach has proved to be efficient in determining the carrier status of 

these women in exons 45, 47, and 51.  

 

 
Key words: Real-time PCR, quantitative PCR, Duchenne/Becker Muscular 

Dystrophy, carrier detection. 
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INTRODUCTION 

 

Duchenne/Becker Muscular Dystrophy (DMD/BMD) was initially described 

by a French neurologist around 1860, considered to be caused by an alteration in 

the dystrophin gene (OMIM: 310200, Duchenne; 300376, Becker). It is the most 

frequent lethal heritable childhood disease affecting approximately 1 in every 

3,500 live-born males and is considered a very severe, progressive, muscle-

degenerating disorder that is currently uncurable [1]. Children with DMD are 

usually born healthy with their muscles being affected during the first years of life, 

and are wheel-chair ridden in between the ages of 7 to 12 years old. Survival is 

considered rare above 30 years. The disease is clinically characterized by a 

proximal fragility, with a characteristic pseudohypertrophy of the calves, cardiac 

involvement, massive elevation of circulant creatine phosphokinase (CPK) levels 

in the blood [2], and the the Gowers maneuver [3]. In BMD the onset of symptoms 

is retarded, with intermediate to mild phenotypes, and a higher life expectancy, 

affecting 1 in every 20,000 newborn boys. Various research studies are being 

developed with gene therapy in search to help minimize the debilitating symptoms 

and reverse the damage to the muscle fibers, presumably working towards three 

new strategies [4]. The first one being the delivery of functional mini- and micro-

dystrophins by recombinant adeno-associated viral (rAAV) vectors [5]; the second, 

and third concerning therapeutic anti-sense induced exon-skipping [6, 7], and 

dystrophin replacement by utrophin upregulation [8, 9]. 

 The muscle isoform of the dystrophin protein, which is altered or missing in 

this disease, has a rod-like form, with a molecular weight of 427KDa and connects 
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the plasmatic membrane of the muscle cells through a transmembrane protein 

complex, the glycoprotein-dystophin complex (GPD) [10]. The GPD stabilizes the 

sarcolemma and protects the muscle fibers from long-term damage induced by 

contractions and necrosis.  

 The dystrophin gene is located on Chromosome Xp21.2 and is considered 

the largest human gene known with 79 exons [11]. Most of the mutations are 

located in two hotspot regions, one near the 5´region, from exon 3-19, and the 

other in a more centralized position, from exons 43-55. Mutational deletions and 

duplications in this gene are responsible for 70-75% of all cases, one-third of all 

cases are new mutations and 2/3 inherited. 

 DMD, in most cases, is caused by a frame-shift mutation [12] that can lead 

to prematurely aborted dystrophin synthesis due to a truncated protein [4], or one 

that is completely non-functional, and BMD is known to be caused by in-frame 

mutations, generating a protein with an internal flaw or that may be present at 

reduced levels, but still considered partially functional [13].  

 Detection of female carriers for DMD/BMD is a very difficult task due to the 

fact that in heterozygote women an affected allele is masked by an unaffected 

one, since it is an X-linked recessive disorder [14]. To do so, a quantitative 

approach is needed in order to detect a deletion in a heterozygote carrier woman. 

Approaches, up to date, rely on Southern Blot, linkage analysis, FISH [15], and 

capillary electrophoresis [16], which are not considered very sensitive, may be 

time-consuming, or have high costs. With the new technology [17] of real-time 

PCR we have the ability to measure the PCR products as they are accumulating, 

relatively quantifying the material in question. For the relative quantification you 
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compare a gene of interest to a control gene [14]. The quantitative real-time PCR 

has already been used to detect carrier women of different diseases, such as 

Angelman and Prader-Willi [18], Charcot-Marie-Tooth type 1A [19, 20], and spinal 

muscular atrophy [2]. 

 It is extremely important that a precise test exists for the correct 

identification of this status, to offer proper genetic counseling to carrier women of 

these deletions. The quantitative real-time PCR with Taqman and SYBR Green 

has already been used as a good assay for the identification of carrier women that 

possess a deleted or duplicated region in one of the dystrophin gene alleles, 

limited to exons 44, 45, and 49 [21]. 
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PATIENTS AND METHODS 

 

All of the information concerning patients with DMD/BMD was collected 

from the medical records at the Serviço de Genética Médica (SGM) in Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre (HCPA), the Associação Gaúcha de Distrofias 

Musculares (AGADIM), and the Associação de Assistência à Criança Deficiente 

(AACD), all in Porto Alegre (RS), Brazil. 

 All of the patients with clinical information regarding their ailments were 

included in this study. Out of all patients selected, only the ones who had a genetic 

diagnosis by molecular analysis were used to identify the most frequent deletions 

in the dystrophin gene. The mother or sister of the patient with DMD/BMD who had 

a deletion in exons 45, 47, and 51, all located in the second gene hotspot, were 

contacted to participate in the real-time PCR carrier identification. A total of five 

non-related women agreed to participate in this study and all signed a consent 

form.  

 A maximum of 4mL of peripheral blood was drawn from each female 

participant in the carrier detection section of this study in a Vacuette® tube with 

EDTA and stored at 4ºC until further processing. The DNA was extracted 

according to the manufacturer�s protocol for a 30-minute extraction from blood, 

using the Easy DNA kit (Invitrogen) for genomic DNA isolation. This DNA was then 

quantified using the Quant-It� Assay Kit (Invitrogen), in which all of the samples 

were diluted to a 1ng concentration, and stored in a -20ºC freezer until future 

utilization.   



  

51

 For the real-time PCR primers for the exons 45 and 51, previously 

described [21] were used, as well as exon 47 [22]. The amplifications for exons 45 

and 47 were performed using the SYBR® Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) with 0,5µM of each primer pair tested individually and 2ng of DNA for 

each reaction in the 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Exon 51 

was amplified by using the Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems).  

 The temperatures used were optimized for the 7500 System, based on the 

following temperatures: pre-incubation/initial denaturation at 94ºC for 10 min, 

followed by 40 cycles of denaturation at 94ºC for 30 sec, annealing at 58ºC for 20 

sec (for exons 45 and 47), and an elongation/extension step at 72ºC for 35 sec, 

followed by a 40º cooling phase and a melting curve, starting at 45ºC until 94ºC, at 

0,1ºC/sec transition rate. For exon 51, the annealing temperature was 59ºC. The 

fluorescence was measured once during every cycle after the elongation phase.  

 For the analysis of the quantifications and proper identification of the carrier 

status, all samples were tested in triplicates, and compared to other women. Each 

woman was tested for all three exons. Since the initial quantity of DNA was 

measured, we were able to identify the carrier women, who had a Cycle threshold 

(Ct) one full cicle higher than the non-carrier women, using each other as positive 

controls. Only the results that had concordant triplicates were analized.  

The amplification products were analyzed by the Sequence Detection 

Software (1.2.2 version - Applied Biosystems) for the 7500 Real-Time PCR 

System. The DNA was quantified according to the Cycle threshold (Ct) of the 

standard curves for each exon.  
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 Genetic counseling of the carrier and non-carrier women diagnosed in this 

study was performed by the SGM-HCPA.  
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RESULTS 

 

The results included a general description of the sample studied, with 

important information regarding their diagnosis, origin, and possible transmission, 

as described in Table 1. The exams regarding a protein approach, such as 

Western Blot and the Protein Truncation Test; and a DNA approach, including 

Western Blot and Sequencing were not found in any of the 123 patients observed. 

Almost all of the patients (94.3%) showed a high CPK dosage diagnosis, but only 

54.4% possessed a DNA analysis (Table 1). All but two patients presented a 

combination of at least two types of diagnosis, aside from the clinical one, to 

confirm the DMD/BMD. Our patients were mostly from the RS, comprising a good 

sample from the southernmost region of Brazil (Table 1). According to their clinical 

records, most transmissions of this disease are unknown, with a confirmed familial 

transmission in 18 out of 123 patients.  

 The results of the Multiplex PCR indicated that out of the 67 boys with a 

DNA PCR investigation, 29 (43.2%) had no deletions encountered by this method, 

and their DNA result was not confirmatory of the ailment. Information about the 

remaining 38 are presented in Table 2. Out of the exons investigated [23, 24], the 

most frequently deleted ones with 33.3% are exons 47, 48, and 50, confirming a 

higher prevalence of deletions in the second hotspot.  

Five women were correctly identified for their carrier status, comparing the 

same exons amongst themselves in all of the women (Tab. 3). Three women were 

identified as carriers, and two as non-carriers through the quantitative real-time 

method. 
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DISCUSSION 

 

Of the 5.7% of boys without a CPK diagnosis (Tab. 1), 6 of them were 

diagnosed more than 20 years ago, and one other was diagnosed in 1991, with a 

confirmatory ENMG exam, demonstrating that nowadays all of the patients that 

have a suspicion of DMD/BMD met the confirmatory CPK dosages, which is 

considered a routine exam, always coupled with any other exam (PCR, Biopsy, or 

ENMG).  

Transmission in most cases is still unknown (Tab. 1), because this 

diagnosis is currently not available in the RS and has to be sent to São Paulo, SP 

(Brazil) or other countries. Also, the socioeconomic level of the families in question 

is a large matter to take into consideration, since they are not able to afford it.    

The difficulties encountered in trying to recruit women, after a posted 

newspaper ad, contacting the major associations that may have patients with 

DMD/BMD, such as AACD and AGADIM, in Porto Alegre, Brazil, and accessing 

the clinical files in the SGM-HCPA were numerous. After compiling information 

regarding 123 boys with a confirmed DMD/BMD, only 54.4% had a DNA test. Out 

of the 67 patients with a molecular test performed, 29 presented no deletion in the 

dystrophin gene as established by the PCR Multiplex [23, 24], and only 23 had 

deletions in the second hotspot, which was our main emphasis, especially exons 

45, 47, and 51. We were only able to contact and positively draw blood from five 

women that met the inclusion criteria.  

After an analysis of the DNA tests of the 67 boys, we found that the exons 

47, 48, and 50 are the most frequent in our population (Tab. 2), and the second 
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hotspot in the dystrophin gene is the one that has suffered most deletions. In a 

previous study in RS, the most frequent deletions were also located  in the second 

hotspot, but the most frequently deleted ones, in decreasing order were exon 48, 

exon 45, and exon 44 [25]. The most commonly deleted one in São Paulo is Exon 

50 [26], and most of the deletions encountered in Curitiba, PR (Brazil) involved 

exons 2-20 (47.45%) [27]. 

The carrier status of the five women included in our study was determined 

by real-time quantitative PCR using a SYBR Green I dye approach. The direct 

comparison of all of the women investigated for these 3 exons permitted an easy 

determination of their possible carrier status. The approach demonstrated has 

proven to be different than earlier methods [21], and may be considered more 

effective, since there is no need to compare one exon with another, facilitating a 

diagnosis in women with a larger deletion span.  

This method can also be important and effective in cases of duplications in 

the dystrophin gene, since it is dose sensitive, very easy to visualize, and would 

result in a Ct one full cycle less than that of a non-carrier woman. By obtaining a 

proper protocol, this method can also be extrapolated to all the exons in the 

dystrophin gene, that are currently used in determining deletions and duplications 

in boys, for the detection of carrier women. It is also an interesting approach for 

quantification in other genetic diseases that are located in the X chromosome, or 

may depend on this type of precision. 
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Table 1 � Patient information regarding diagnosis. 

 DMD DMB TOTAL 

DM diagnosis [n(%)] 108 15 123 

   CPK 
101 

(93.5%) 

15 

(100%) 

116  

(94.3%) 

   ENMG 
65 

(60.2%) 

12  

(80%) 

77  

(62.6%) 

   Muscle Biopsy 
18 

(16.7%) 

1 

(6.7%) 

19  

(15.4%) 

   PCR (DNA) 
61 

(56.5%) 

6  

(40%) 

67  

(54.4%) 

   Clinical analysis 
108  

(100%) 

15  

(100%) 

123  

(100%) 

    

Origin [n(%)]    

   RS 
104  

(96.3%) 

15  

(100%) 

119  

(96.7%) 

   Other states 
4  

(3.7%) 

0  

(0%) 

4  

(3.3%) 

    

Transmission    

   Familial 
16  

(14.8%) 

2  

(13.3%) 

18  

(14.6%) 

   Sporadic 
0  

(0%) 

0  

(0%) 

0  

(0%) 

   Unknown 
92  

(85.2%) 

13  

(86.7%) 

105  

(85.4%) 
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Table 1 � (DMD) Duchenne Muscular Dystrophy; (BMD) Becker Muscular 

Dystrophy; (CPK) Creatine Phosphokinase; (ENMG) electroneuromiography; 

(PCR) Multiplex Polimerase Chain Reaction for the dystrophin gene; (RS) Rio 

Grande do Sul State, Brazil. 
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Tab. 3 � Results of carrier women status of DMD/BMD by use of real-time 

quantitative PCR. 

 

 
  Nº of copies  

Women Son Del Ex45 Ex47 Ex51 Status 

001 Ex 51 2  2 1 Carrier 

006 Ex 45 1  2 2 Carrier 

007 Ex 45 2 2 2 Non-carrier 

014 Ex 47/52 2  1 2 Carrier 

038 Ex 45/46/47 2  2 2 Non-carrier 
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Table 3 � The number of copies observed by the quantification, comparing the five 

women tested and controls. (Son Del) Deletion already detected in affected boy; 

(Ex) Exon.  
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4. DISCUSSÃO 

 

 O diagnóstico de meninos com DMD/BMD (Tab. 1) é realizado por todos os 

meninos pela dosagem da CPK, porém em mais de 5% dos casos foi realizado 

por outros métodos ou somente por análise clínica. Destes sete casos, seis são 

meninos portadores diagnosticados há mais de 20 anos atrás, 5 com o exame da 

ENMG, com datas de nascimento entre 1966 e 1985 e o outro nascido em 1961 

sem nenhum exame complementar, somente o clínico. O outro menino sem a 

realização da dosagem da enzima CPK, nascido em 1991, fez a ENMG, 

confirmando o diagnóstico.  

 O diagnostico nunca é realizado somente pela CPK, mas sempre em 

conjunto com exames complementares, como a ENMG, a biópsia muscular, ou o 

exame genético. Somente dois casos portavam exclusivamente o diagnóstico por 

análise clínica e aumento significativo da CPK no sangue, sem exames alternos.  

 A ENMG se tornou um exame complementar largamente usado, apesar de 

ser um exame considerado invasivo. Presente em um pouco mais de 60% dos 

casos, serve como complementação ao resultado clínico e para confirmação de 

que existe uma lesão muscular, causando o aumento da CPK, confirmando a 

DMD/BMD.  

 A biópsia muscular é significativamente menos usada, em 15,4% dos 

casos, pois é um exame bastante invasivo, apesar de ser importante também na 

diferenciação entre a DMD e a BMD.  

 As técnicas utilizadas anteriormente para complementação dos exames 

clínicos, como o �Southern Blot� e o PTT, medindo a quantidade de proteína 
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distrofina presente e o �Western Blot�, para identificação do gene da proteína 

distrofina presente no DNA não são mais solicitadas. Já o seqüenciamento de 

toda a região, de diversas regiões específicas ou dos dois �hotspots� gênicos, é 

uma técnica que não foi utilizada em nenhum dos casos registrados aqui. Esta 

técnica é de alto custo, e muitas vezes considerada inviável tecnicamente, devido 

ao tamanho do gene, e não é muito mais eficiente que o PCR Multiplex na 

identificação das deleções e duplicações.   

 A transmissão da maioria dos casos ainda é desconhecida, como está 

demonstrado na Tabela 1, sem nenhum caso esporádico já identificado. Os casos 

de transmissão familiar, com confirmação de portadoras por diversos métodos, 

são verdade para 14,6% da população estudada. Este número baixo é devido ao 

alto custo para identificar mulheres portadoras e as famílias que possuem estas 

condições precisam mandar o seu material para análise em São Paulo ou no 

exterior.  

 Após diversas tentativas de obter maior número de contatos para 

ampliação da amostra, não obtivemos o sucesso esperado. A primeira busca por 

pacientes DMD/BMD foi na AGADIM, pois seria a fonte com mais fácil acesso aos 

registros, pois já havíamos um vínculo com a instituição. Esta associação não 

presta serviços somente a pacientes, parentes e familiares DMD/BMD, mas todos 

os tipos de distrofias musculares, então a busca pelo maior número possível de 

famílias com esta doença foi diminuindo. O resultado obtido desta abordagem foi 

27 pacientes com contatos telefônicos, do RS. Destes, nove não possuíam exame 

de DNA realizado; não foi possível entrar em contato com oito famílias, pois os 

telefones para contato já não existiam, ou não era possível encontrá-los em casa; 
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sete não possuíam deleção no exame de DNA; dois resultaram em coletas 

positivas, com deleções nos exons 45 ou 51; e uma não tinha interesse em 

participar, por motivo de depressão. Então, dos 27 pacientes, só conseguimos 

informações pertinentes a 19 famílias com DMD/BMD.  

A próxima fonte para obtenção de informações foram as fichas clínicas do 

SGM do HCPA. Conseguimos informações completas dos pacientes, com 

resultados de todos os exames realizados de 101 meninos com DMD/BMD. 

Alguns destes meninos eram os mesmos que já haviam sido contatados pela 

AGADIM.  

Um anúncio no jornal foi outra abordagem buscada, pois seria uma fonte 

possível de obtenção de novas amostras com filhos com DMD/BMD com 

deleções na região de nosso interesse. Apesar da veiculação nos grandes jornais 

de Porto Alegre, como Zero Hora, Correio do Povo e Diário Gaúcho, o retorno foi 

mínimo, e não se mostrou muito eficaz no recrutamento de novas famílias a 

participarem do estudo.  

Achamos mais uma alternativa para a busca de novas coletas na AACD. 

Desde o princípio todos se mostraram bastante atenciosos e dedicados pela 

causa. A quantidade de contatos obtidos foram 19 meninos com DMD/BMD, 

porém com a falta de exame de DNA realizado, em quase todos os casos, menos 

um, com coleta positiva de uma mãe com o filho com a deleção nos exons 47 e 

52. Estas famílias possuem uma situação econômica mais fragilizada e por isso é 

mais difícil a realização de exames que não são incluídos no Sistema Único de 

Saúde (SUS), dificultando a obtenção de famílias capacitadas a realizarem este 

exame de detecção de mulheres portadoras.  
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 Não só o fato de não conseguirmos obter mulheres com filhos com 

deleções nas regiões que estamos estudando, a dificuldade em obter um contato 

atualizado, com telefone ou endereço, se tornou recorrente. O banco de dados 

acaba se tornando desatualizado devido à mudança de endereço dos pacientes e 

troca constante de número de telefone em uma grande quantidade dos casos, 

dificultando o nosso trabalho quando precisamos localizar estas pessoas.  

 De todos os exames de DNA realizados nos nossos pacientes, 45,4% 

deles foram determinados por um projeto de pesquisa desenvolvido em 1993 

(Alho et al, 1995) de forma gratuita para os pacientes, demonstrando que a 

situação econômica deles é mais complicada do que se imaginava, com somente 

29,2% do total de meninos acometidos possuindo o exame de DNA realizado em 

outros lugares.   

 A ênfase deste trabalho estava voltada para a identificação das mulheres 

portadoras, e devido a isso, não buscamos fazer testes moleculares nos meninos 

acometidos para a identificação de deleções e duplicações, por PCR Multiplex. 

Não acreditávamos que teríamos problemas na busca de meninos com análise de 

DNA realizado, e isto não foi abordado no início do projeto, comprometendo o 

tamanho da nossa amostra final de mulheres portadoras. Futuramente, seria de 

grande interesse para este tipo de pesquisa uma abordagem para permitir o 

acesso a este exame, às vezes tão fundamental para o esclarecimento da 

herança familiar, permitindo um aconselhamento genético mais esclarecido.  

Considerando que 54,4% dos pacientes possuíam um exame de DNA 

realizado, diminuindo a nossa amostra de interesse em busca de possíveis 

mulheres portadoras, muitos resultados eram negativos, sem nenhuma deleção 
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encontrada nos dois hotspots gênicos testados por PCR Multiplex (Tab. 2). Este 

número era elevado, de 43,3%, diminuindo a nossa amostra para 38 pacientes 

possíveis de serem contatados por apresentarem um exame de DNA positivo já 

realizado.  

Destes 38 pacientes com o exame de DNA realizado, 18 meninos tinham 

deleções nas regiões de interesse para o nosso estudo (o segundo hotspot 

gênico), sendo que tivemos somente cinco coletas positivas, com mulheres 

concordantes em participar da pesquisa na obtenção do status de portadora ou 

não. Do restante, uma não tinha interesse em participar, pois estava em estado 

depressivo pronunciado e não foi possível localizar as outras mulheres, devido à 

falta de um contato telefônico ou endereço correto.  

 Acreditávamos que não podíamos contar com as amostras que tinham todo 

o segundo �hotspot� gênico deletado, já que a nossa análise e identificação de 

portadoras se basearia fundamentalmente na quantificação relativa entre um exon 

deletado e um outro não deletado (Joncourt et al, 2004). Após as análises 

realizadas, conseguimos demonstrar que isto não se tornava verdade para o 

nosso teste, pois a quantificação se baseava na comparação direta de um único 

exon por vez em todas as mulheres em estudo. As portadoras deste exon tinham 

metade do material inicial do que as não-portadoras deste exon, sendo possível 

verificar esta diferença pela quantificação inicial do DNA de todas as mulheres.  

 As deleções nos exons 47, 48 e 50 foram as mais freqüentes encontradas 

na nossa amostra, com 33,3% de freqüência, e logo após o exon 51 com uma 

freqüência de 27,3% (Tab. 2). O segundo �hotspot� gênico da distrofina é de fato o 

mais deletado no RS, assim como em diversos outros estudos, no Marrocos, com 
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81% dos casos de deleção nesta região central (Sbiti, Kerch & Stefiani, 2002). Em 

outro estudo, com iranianos, 74% das deleções se concentram nesta mesma 

região, com os exons 50, 48 e 47 mais frequentemente deletados (16,2%, 16,2%, 

e 12%, respectivamente) (Kia, 2003). 
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Fig 6.1 � Gráfico de amplificação das triplicatas de dois indivíduos para o exon 45, 

para a determinação do status de portadora. Curvas à esquerda demonstram uma 

mulher não-portadora (Cts = 29,12; 29,13; e 29,10), e curvas à direita 

demonstram uma mulher portadora (Cts = 30,45; 30,27; e 30,35). 


